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RESUMO

A aplicacdo de agroquimicos em plantacdes acarreta em danos ao meio ambiente, devido ao seu alto risco bioldgico
(acumulo e disseminac¢do no bioma). Neste contexto, novos métodos de sensoriamento podem ser destacados como objeto
de pesquisa no monitoramento ambiental, e.g., o desenvolvimento de sensores aliado a nanotecnologia podem fornecer
ferramentas promissoras, eficientes e seletivas. Neste trabalho, estudou-se parametros e metodologias de interacao
especifica entre um anticorpo (anti-atrazina) e um herbicida (atrazina) utilizando a técnica de espectroscopia de forca
atomica, uma ferramenta da microscopia de for¢a atomica. Tais estudos forneceram resultados preliminares promissores
para o desenvolvimento de um nanobiossensor especifico para deteccdo de herbicidas, em especial, a atrazina. Foram
comparados substratos funcionalizados com diferentes substancias (atrazina, imazaquim, metsulfuron-metil e agua) para
avaliagdo da interacdo especifica entre atrazina versus anti-atrazina (complexo antigeno-anticorpo). Os dados obtidos
comprovaram a eficiéncia do nanodispositivo, sendo que a interagdo observada entre o herbicida atrazina e seu respectivo
anticorpo foi expressiva, comparada com aquelas apresentadas por outros herbicidas.
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EVIDENCES OF DETECTION OF ATRAZINE HERBICIDE BY ATOMIC FORCE SPECTROSCOPY: A
PROMISSING TOOL FOR ENVIRONMENTAL SENSORING

ABSTRACT

The high increase of agrochemicals application on crops has as consequence a range of environmental disturbances and
modifications, due to the biohazard involved on the use of those substances (accumulation and dissemination in bioma). In
this context, new detection methods are highlighted as a research subject on environmental monitoring. Therefore, the
sensors development combined to nanotechnology is a promising methodology in what concerns effectiveness and
selectiveness. This project established specific interaction parameters and methodologies amongst an antibody (anti-
atrazine) and the herbicide atrazine, applying atomic force microscopy techniques, which resulted on the development of a
specific nanobiosensor to detect herbicides. It was compared substrates functionalized with different substances: atrazine,
imazaquim, metsulfuron-methyl and water (control), to evaluate and prove the specific interaction amongst atrazine versus
antiatrazine (antigen-antibody complex). Since, as compared with other samples, the interaction observed within this
specific complex was detected, the obtained data showed the nanodispositive efficiency.

Keywords: Herbicides, Nanobiosensor, Atomic Force Microscopy, Functionalization.

INTRODUCAO

O monitoramento ambiental dos residuos de agroquimicos cromatograficas com ultravioleta [1],  deteccdo por
utilizados em larga escala ¢ fundamental para avaliar e espectrometria de massa [2,3], extragdo em fase sdlida
mensurar seus potenciais danos ao meio ambiente. Os magnética [4] e cromatografias (e.g. gasosa por captura de
métodos tradicionais utilizados para a detecgdo de elétrons), [5,6] Recentemente, técnicas de alta
agroquimicos geralmente envolvem técnicas sensibilidade, como a cromatografia liquida de alta
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eficiéncia (HPLC) tem sido uma alternativa interessante
para detecgdes de alta precisdo [7,8]. No entanto, métodos
de detecgdo, preparagdo e andlise, especialmente para a
identificacdo de residuos de pesticidas em amostras
ambientais, vém sendo desenvolvidos para otimizar e
minimizar custos, abrangendo inclusive a utilizagdo de
sensores com aplicagdes Dbiologicas, denominados
biossensores [9-13]. Assim quando estes exploram a
escala nanométrica, sdo denominados nanobiossensores.
Para seu desenvolvimento, pode ser utilizado o
Microscopio de Forca Atdmica (AFM, do inglés Afomic
Force Microscope) [14-17], que € um equipamento
pontual, seletivo e preciso na identificagdo e
caracterizagdo de moléculas por meio de sondas,
geralmente fabricadas em silicio [18-20]. A sonda pode ser
modificada por intermédio de funcionalizagdo quimica,
para desenvolvimento de nanobiossensores [21-23]. Esta
funcionalizacdo pode ser realizada com monocamadas
organicas, as quais possuem terminagcdes em grupos
funcionais bem definidos, e.g., anticorpos [24-27],
enzimas [28], herbicidas [29], que viabilizam interagdes
com moléculas-alvo [30-33]. O uso destas sondas
funcionalizadas torna o AFM um nanobiossensor com alta
sensibilidade, capaz de detectar interagdes em nivel
molecular [34,35]. Tais nanodispositivos possibilitam,
com precisdo nanométrica, a analise de forcas entre
diferentes grupos moleculares além do mapeamento
quimico da superficie-alvo [9,36,37]. O AFM possui uma
técnica utilizada para mensurar forcas de interagdo que €
denominada espectroscopia de for¢a atdomica (AFS, do
inglés Atomic Force Spectroscopy) [38,39]. A AFS gera
curvas de forga (Figura 1) por intermédio da atragdo e

retragdo da sonda no eixo Z.

Estudos prévios [20,40], adaptados com diversas
metodologias referentes a funcionalizacdo de sondas de
AFM [41-43], mostraram grande eficiéncia na detec¢ao de
herbicidas utilizando enzimas [40,44,45]. Entretanto,

medidas baseadas no complexo anticorpo-antigeno
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[46,47], tém sido pouco exploradas, apesar de haver
demonstrado um alto grau de especificidade, o que garante
a eficiéncia das ligacdes quimicas entre o ligante e o

anticorpo especifico.

Mao contato

Retracéo

Fig. 1. O grafico apresenta uma curva de forga tipica. A
sonda vermelha representa na curva o0 momento de atragdo
da mesma em relagdo a amostra, enquanto a sonda azul
denota na curva o momento de retrag@o. O pico
representado abaixo do eixo x indica 0 momento de
separag¢ao da sonda em relagdo a amostra, e indica a forga
de adesdo entre as mesmas.

Neste trabalho, estudou-se a interacdo entre o herbicida
atrazina e seu anticorpo especifico (antiatrazina) com a
finalidade de desenvolver um nanobiossensor. O herbicida
atrazina faz parte de um grupo de agrotoxicos amplamente
utilizados no setor agricola e vem sendo alvo de ateng@o
devido ao seu elevado potencial de contaminagdo do meio
ambiente [48], além da baixa reatividade e solubilidade,
que permite seu acimulo em solos e recursos hidricos
[48,49]. Desta forma, este estudo fornece resultados
preliminares importantes o para desenvolvimento de

nanodispositivos utilizados no sensoriamento ambiental.

MATERIAL E METODOS

Materiais utilizados

Anticorpo monoclonal de camundongo anti-atrazina (#LS-
C74425, LifeSpan BioSciences, Inc); herbicida atrazina
(ChemService); sondas triangulares de nitreto de silicio
(Bruker Corp.); fragdes de mica muscovita (LEGEP

Mineragdo Ltda). Camara de reagdo que consiste em um
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sistema adaptado de vidro temperado semelhante a um
dessecador com silica e duas aberturas para estabelecer o
fluxo de entrada e saida de nitrogénio em gés durante a
funcionaliza¢do das sondas. Todos os reagentes a seguir
foram adquiridos da Sigma-Aldrich, St. Louis, MO:
APTES  98% (3-

imazaquim, metsulfuron-metil,

aminopropil-trietoxisilano), glutaraldeido, trietilamina
99%, metanol, solugdo salina tamponada (PBS, do inglés
phosphate buffer saline), glicerol, albumina (BSA, do
inglés Bovine Serum Albumin), EDC (#E1769, N-(3-
Dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida hidrocloridrico)

e caseina (CAS).

Funcionaliza¢do das sondas de AFM e imobiliza¢do do
anticorpo

A funcionalizagdo quimica das sondas de AFM e a
imobilizagdo dos anticorpos foi realizada de acordo com a
literatura especializada [19,31,40] e adaptada em cinco
etapas conforme descrito a seguir: (1) As sondas foram
limpas em equipamento de emissdo ultra-violeta por 20
minutos (240nm, ProCleaner, BIOFORCE Nanosciences).
(2) Em seguida foram colocadas em camara de reacdo por
30 minutos juntamente com recipientes contendo 40 pL
APTES 98% e 40 pL trietilamina 99%. Nesse sistema,
com pH balanceado pela trietilamina, as moléculas de
APTES se depositaram por evaporacdo sobre as sondas,
formando um filme nanométrico uniforme [19]. (3) O
anticorpo anti-atrazina foi diluido na proporg¢ao 1:1000 em
PBS contendo 3% de BSA. (4) A solucdo recém preparada
de EDC a 0,02 mmol.L"" diluida em PBS foi adicionada &
solu¢do de anti-atrazina na proporg¢do 10:1 (EDC:anti-
atrazina) por 2h a 4°C. Apo0s este periodo, as sondas foram
lavadas em agua deionizada. (5) A inibicdo dos sitios
amina em regides onde provavelmente ndo houve a
interagdo do anti-atrazina com o APTES ocorreu apos a
imersdo das sondas em solucdo de CAS a 1% por 1 h a
37°C. A fim de minimizar interferéncias nas medidas, o
uso de CAS no processo final de funcionalizagdo favorece

a interagdo especifica entre antigeno-anticorpo a partir do
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bloqueio de sitios inespecificos das terminagdes amina
remanescentes [50]. Apds todas estas etapas, as sondas
foram lavadas em 4gua deionizada e armazenadas em

dessecador.

Funcionaliza¢do da mica

As etapas 1 e 2 da funcionalizagdo da sonda de AFM se
repetiram para a mica e foram realizadas conforme as
seguintes etapas adicionais: (A) Apos a etapa 2, foi
adicionado, na mica, 200 pL de glutaraldeido a 25% por
10 minutos em camara de rea¢do. Em seguida, o excesso
de glutaraldeido foi removido submetendo a mica a trés
banhos de agua deionizada, e (B) imersa por 45 minutos
em solugdo de herbicida diluido em metanol a 0,5 mM ¢
0,02 mmol.L", respectivamente. Apos este periodo foi
lavada trés vezes em agua deionizada e armazenada em

dessecador.

Preparo dos controles

Os experimentos de controle foram realizados a fim de
confirmar a especificidade do nanobiossensor e assegurar
possiveis falso-positivos. Foram realizados 5 controles (3
para sondas e 2 para mica) conforme descrito abaixo:
Sonda. Trés controles foram preparados: i) " Controle NF"
(NF, ndo funcionalizado): sonda submetida apenas a etapa
1 descrita em Funcionalizagcdo das Sondas de AFM; ii)
"Controle BSA" (sonda submetida apenas a BSA): neste
controle foram realizadas as etapas 1 e 2 de
Funcionalizacdo de Sondas de AFM, além de adsorcao de
BSA a 3%; iii)"Controle BSA+CAS" (funcionalizada
somente com BSA e CAS): foram realizadas as etapas 1 e
2, além da adsor¢do de BSA a 3% e CAS a 1%. Estes trés
controles foram submetidos a interagdo com atrazina
presente na mica funcionalizada, preparada conforme
protocolo previamente descrito para funcionalizagdo das
micas com herbicidas.

Mica. Foram preparados dois controles, imazaquim e

metsulfuron-metil, os quais foram submetidos as etapas A
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e B conforme descrito no topico de Funcionalizacdo da

Mica.

Obtencao das curvas de for¢ca em AFM

Para a obten¢do das curvas de for¢a foi utilizado um AFM
Multimode V, Veeco Instruments® com o pacote
PicoForce para AFS. As medidas de for¢a foram
realizadas em modo contato, sendo que o software
utilizado para analise das curvas e controle do AFM foi o
Nanoscope 7.0". Foram realizadas 50 curvas de forca em
trés pontos da amostra, totalizando 150 curvas para cada
experimento (realizado em duplicata). As curvas de forga
foram obtidas em condi¢des controladas em temperatura
de 18°C e umidade relativa (UR) de (20+1) %. Ressalta-se
que as forcas capilares, nestas condi¢des (UR<20%), sao
insignificantes e nao interferem nos resultados de adesdo,
conforme descrito na literatura [51-54]. A calibracdo da
constante de mola (k) da sonda em todas as analises foi
realizada conforme reportado por Florin et al (1995) [55].
Dessa forma, os valores de k foram medidos para cada
ponta de AFM utilizada, através do software Nanoscope
Analysis®. A importancia de calcular o k ao invés de
utilizar o valor fornecido pelo fabricante se deve ao fato de
que os valores podem variar muito entre as pontas. Como
nanobiossensores exploram escalas atomicas, ¢ empirico
calcular com precisdo os valores de k para que as medidas
de for¢a de adesdo do sensor desenvolvido sejam
realizadas fielmente quanto a sensibilidade (N/m) e

sensitividade (nm/V).

Tratamento dos dados

Os dados de curva de forca foram organizados e
processados com o auxilio do programa Origin 8.0® para a
realizagdo da analise estatistica. Dessa forma, histogramas
em barras foram construidos e ajustados com uma
distribuicdo de Gauss. Estes graficos possuem, como
varidveis, os valores de forga de adesdo (no eixo x) ¢ a

frequéncia de eventos de adesdo (no eixo y).
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Fig. 2. Esquema do sistema de funcionalizagdo (sonda e
mica) do complexo antigeno (atrazina) e seu respectivo
anticorpo. As regides de interagdo livres, foram
bloqueadas com caseina. O EDC foi utilizado para
reticulagdo dos grupos carboxila do anticorpo aumentando
a conjugacdo direta com as aminas primarias do APTES
(representagdo fora de escala).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 2 representa os grupos funcionais presentes na
sonda ¢ na mica, resultado da funcionalizagdo e
imobilizagdo do anticorpo. Métodos tradicionais que
envolvem ressonancia de plasma de superficie (SPR, do
inglés surface plasmon resonance) [56], espectroscopia de
Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR, do
inglés  Fourier transform infrared  spectroscopy)
[20,57,58], microscopia Optica [59], espectroscopia de
fotoelétrons excitados por raios X (XPS, do inglés, X-ray
Photoelectron Spectroscopy) [60,61] e microscopia
confocal a laser [24,62,63] sdo comumente utilizadas para
garantir a imobilizagdo de moléculas nas superficies a
serem analisadas. A metodologias recentemente descrita

por Garcia et al (2015) [45] segue os mesmos pardmetros

de funcionalizagdo do presente trabalho, no entanto as
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devidas adaptagdes sdo necessarias para cada molécula-
alvo. No trabalho de Garcia et al (2015) [45], o método de
caracterizagdo da sonda confirmou adicionalmente a
presenca da proteina na sonda funcionalizada a partir de
ligagdo com fluoroforos, sendo possivel a visualizagdo das
enzimas marcadas e¢ assim confirmando a efetividade de
funcionalizagdo do sistema.

A sonda de nitreto de silicio sofreu silanizacdo em sua
superficie devido a evaporagao do APTES. Por sua vez, o
grupo carboxila do anticorpo reticulado com EDC
interagiu com a amina do APTES. As regides nas quais
ndo houve interagdo do anticorpo com o APTES foram
bloqueadas. Este procedimento de bloqueio, em processos
de funcionalizagdo de pontas de AFM, vem sendo
utilizado em experimentos de AFS com a finalidade de
evitar o aparecimento de forcas ndo-especificas nas
medidas de for¢ca [45]. Neste trabalho, o procedimento
consistiu em ligar um agente bloqueador (a caseina) nos
sitios ativos do APTES, nos quais nao houve a ligagdo do
anticorpo (formagdo de lacunas). Tais lacunas, compostas
de terminagdes amina, caso ficassem livres, poderiam
interagir com o anti-atrazina, fornecendo forgas

interferentes e falso-positivos.

No substrato, a silanizagdo da mica com o APTES
proporcionou a ligagdo do “linker” glutaraldeido a
superficie a fim de possibilitar a inser¢do da atrazina.
Dessa forma, garante-se que a interacdo da antiatrazina na
sonda funcionalizada ocorra com a atrazina no substrato
durante as medidas de forca de adesdo realizadas.

O substrato de mica, devidamente esterilizado (Figura
3A), assim como a sonda, foi funcionalizado com APTES
(Figura 3B) para prover grupamentos amina para a
interagdo com o glutaraldeido. A funcionalizagdo com o
glutaraldeido (Figura 3C), por sua vez, proporcionara a
interagdo com a atrazina, resultando em uma constru¢io
homogénea de camadas automontaveis sobre o substrato,

como representado pela Figura 3D, pronto para ser
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submetido a intera¢do com a sonda de AFM, também

modificada quimicamente.
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Fig. 3. Imagens de AFM, em modo contato, apresentando
a superficie de (A) mica muscovita limpa e as superficies
de micas funcionalizadas (B) com APTES; (C) com
APTES e glutaraldeido, e (D) com APTES, glutaraldeido e
atrazina. Além da homogeneidade do recobrimento, ¢
possivel observar a adicao de camadas em cada etapa de
funcionalizagdo em virtude do aumento crescente da altura
em nm.

A Figura 4 apresenta os histogramas de forga de interagdo
entre sondas controle e substrato funcionalizado com
atrazina. Devido ao fato de interagdes ndo-especificas
poderem gerar interferéncia no sistema [64,65], foram
realizadas medidas controle a fim de distinguir interagdes
especificas  antigeno-anticorpo das possiveis forgas
interferentes. Foi verificado que as medidas controle
apresentaram valores de forga de adesdo <50 nN; resultado
inferior aos valores de interagdo  especifica
(nanobiossensor), que apresentaram for¢a de adesdo de
172+£26 nN. O aumento na forga de adesdo foi de 319%,
265% e 454% para BSA+CAS, BSA e Controle NF,
eficaicia  do

respectivamente, comprovando  a

nanobiossensor para detectar atrazina, conforme a tabela 1.
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Fig. 4. Histograma ajustado a uma fungdo gaussiana,
associado as 600 curvas (150 para cada amostra)
distribuidas em trés sondas controle: Controle NF (roxo,
k=2,4433 N/m); BSA (laranja, k= 2,3030 N/m);
BSA+CAS (azul, k=1,9325 N/m) e o nanobiossensor
atrazina/antiatrazina (verde, k = 2,2362 n/m).

TABELA L YALORES DEFORGA DI ADESAQ DOS SISTEMAS DE INTERAGAD
NAQ-CSPECITICO T PERCENTUAL NO AUMENTO DA TORCA DE INTORACAD
ESPECIFICA EM RELACAQ A0S CONTROLES

Aumento da Torga de

Forga de
Sisfema-si de interagio ndo especificos interacio especitica(*)
Adesido (nN)

""""" comparado ao controle
Controle-NI' x alrazina 3147 454%
BSA X atrazina 4747 265%
BSA+CAS x alravima 41£12 319%
Anti-atrazina x melsullfuron-metil 76L3 126%
Anti-atrazina X imazaquim 74+4 132%

{¥) A torga de interagiio especifica i de 172 L 26 nN.
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A confirmagdo da eficiéncia do nanobiossensor foi
adicionalmente validada comparando-se as interagdes
obtidas por curva de for¢a com outros herbicidas nao-
especificos [66-68] (Figura 5), os quais exibiram menor
forca de interacdo, se comparado a interagdo com o
herbicida atrazina. O aumento nos desvios da forca de
adesdo do antiatrazina com a atrazina, quando comparados
as forcas de adesdo dos controles ou dos herbicidas nio-
especificos (imazaquim e metsulfuron-metil), observado
nas Figuras 4 ¢ 5 indicam o carater especifico da interagéo
antiatrazina-atrazina, ou seja, em um sistema de interacdo
nao-especifico, qualquer forca ¢ interferente e se enquadra
no mesmo intervalo de valor, j4 em um sistema de
interagdo especifica atuam tanto as forgas inespecificas
(interferentes) quanto as forgas especificas, logo ¢ obtido
uma distribuigdo normal mais larga. A analise da for¢a de
adesdo especifica da atrazina com seu respectivo anticorpo
(172+26 nN) apresentou uma interagdo de 132% e 126 %
mais elevada que a interagdo entre a antiatrazina € o
imazaquim (74+4 nN) e metsulfuron-metil (76+3 nN),
respectivamente. Tal resultado confirma as evidéncias de
que o nanobiossensor desenvolvido com pontas de AFM ¢
uma ferramenta promissora.

Devido a contaminagdo da atrazina em corpos d’agua
(maior que 0,1pg/L, limite estipulado pela Unido Européia
[69]), nos tltimos anos, o desenvolvimento de uma
tecnologia altamente sensitiva vem sendo alvo de interesse
[56,70]. Este fato ressalta a importancia da interacdo
especifica para a eficiéncia da deteccdo em
nanobiossensores de AFM — sobretudo envolvendo sondas
funcionalizadas com anticorpos especificos para alguns

herbicidas [56,71,72,73].
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Fig. 5. Histograma ajustado a uma fung¢ao gaussiana,
associado as 450 curvas (150 para cada amostra)
distribuidas em trés substratos funcionalizados com
diferentes herbicidas.

Na Figura 6, os mesmos valores de forca de adesdo
apresentados anteriormente apresentam-se comparados
como curvas de forga, o que torna mais evidente a
deteccdo especifica. Nesta imagem fica clara a distingdo
entre as medidas de interacdo entre anti-atrazina x atrazina,
anti-atrazina x metsulfuron-metil e anti-atrazina x

imazaquim.

Deda et al (2013) [44], detectaram tragos de contaminagdo
de atrazina na amostra a partir de nanobiossensor, com
forga de adesdo na ordem de piconewtons (107* N). Neste
trabalho, um aperfeicoamento da metodologia foi
realizado com a inclus@o do EDC e da caseina no processo
de funcionalizagdo, desta forma os materiais e as
biomoléculas aderiram a superficie com mais for¢ca. Uma
funcionalizagdo quimica mais consolidada, como a obtida
neste trabalho, ¢ de grande importancia uma vez que o
antiatrazina e os contaminantes se mantém aderidos e sdo
menos susceptiveis ao desprendimento das superficies

durante as medidas de forga. Tal importancia pode ser
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comprovada nos valores de forga de adesdo obtidos neste
trabalho, atingindo a ordem de nanonewtons (10 N).

A interag¢do antigeno-anticorpo possui duas propriedades
de particular importancia: ¢ altamente especifica e possui
interacdes de alta afinidade [74]. Pesquisas recentes
enfatizam a relevancia de tal estudo, as quais utilizam
imunobiossensores baseados em anticorpos [56,75,76] que
se destaca pela eficacia, agilidade metodologica, e baixo
custo do sistema. Portanto, os resultados apresentados
aqui, mostram fortes evidéncias de que um nanobiossensor
de AFM pode ser capaz de detectar atrazina em pequenas

quantidades, de forma fina e precisa [24,77].

Il Interagio especifica (anti-atrazina x atrazina): 172426 nN
[ Interagio ndo-especifica (anti-atrazina x metsufuron-metil ): 76£3 N
Il Interagio ndo-especifica (anti-atrazina x imazaquim): 74+4 nN

0_
50!
z
= 100/
-1501-

ol . | . | . ] 5 | } | .

50 100 150 200 350
Z[nm]

Fig. 6. Curvas de forca representando a interagdo
especifica entre anti-atrazina x atrazina (172+£26 nN) e as
interagdes nao especificas, entre anti-atrazina x
metsulfuron-metil (76+3 nN) e anti-atrazina x imazaquim
(7444 nN).

CONCLUSAO

Os resultados apresentados neste trabalho demostram
fortes evidéncias de que a detecg¢do do herbicida atrazina ¢
viavel e eficaz empregando-se uma sonda de AFM com
anticorpos imobilizados. Os elevados valores das
interagdes especificas entre o nanobiossensor € o herbicida
atrazina, confirmam a evidéncia de detec¢do da atrazina e
a eficacia do sistema em desenvolvimento (172+26 nN).
Tal dispositivo apresenta potencial de aplicagdo para a
deteccao de outros residuos de agrotdoxicos no meio

ambiente.
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