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RESUMO

A Espectroscopia Raman Intensificada por Superficie (SERS) possibilita um aumento
significativo do espalhamento Raman por meio da interacdo do campo
eletromagnético com os plasmons de superficie. Atualmente, existe um grande
interesse biomolecular pelas superficies SERS, visto que essas se mostram eficientes
na identificacdo de substancias. Este trabalho descreve a preparacdo de solugéao
coloidal de prata, bem como a sua caracterizacao espectral para posterior utilizacao
na fabricacéo de superficie SERS. A sintese da solucdo coloide seguiu o método de
redugdo quimica, utilizando AgNOs e excesso de NaBH4. As nanoparticulas
sintetizadas apresentaram um maximo de absor¢cdo em 392 nm com pico em formato
gaussiano, as imagens MEV confirmaram a formac&o de particulas esféricas com
tamanhos de 30+5 nm. As nanoparticulas de prata (AgNPs) foram utilizadas na
formacéo de filmes finos de prata sobre slides de vidro com o objetivo de produzir
substratos plasmonicos. Esses materiais apresentaram formacao de filmes de AgNPs,
verificados visualmente e principalmente a partir de medidas de absorcdo dos
substratos onde observou-se picos caracteristicos de filme de AgNP com
comprimento de onda maximo em torno de 503 nm. A possibilidade de aplicacao
destes substratos produzidos como substratos SERS (Espectroscopia Raman
intensificada por superficie) ativo, foi avaliada utilizando diferentes concentracdes de
solucéo de azul de metileno. Foi observado a banda caracteristica do AM até para
concentraces de 108 mol/L, confirmando sua eficiéncia enquanto substrato SERS
ativo. Os substratos foram testados como superficies SERS para analise de amostras
de sangue no diagnéstico diferencial de cancer de endométrio. Analisou-se 11
amostras de pacientes pertencentes ao grupo de controle e 12 amostras de pacientes
diagnosticadas com cancer de endométrio. A identificacdo e diferenciacdo das
amostras foi realizada por meio das bandas consideradas caracteristicas de cada
composto. Os espectros apresentaram bastante informacao vibracional e, embora,
algumas regibes espectrais fossem visualmente semelhantes, o uso da andlise
quimiométrica foi indispensavel para uma melhor diferenciagdo entre as amostras.
Dessa forma, aliamos os resultados SERS com métodos quimiométricos objetivando
classificar entre as amostras do grupo controle e do grupo com cancer de endométrio.
Para a classificacdo dos dados foi utilizado o algoritmo das projecdes sucessivas
(SPA) combinado com analise candnica de Fisher (CVA) fornecendo uma boa
discriminagdo entre os grupos, com 84 % das amostras sendo distinguidas
corretamente. Os resultados obtidos nesse trabalho mostram a eficiéncia de
substratos nanoestruturados na intensificacdo dos sinais Raman.

Palavras-chave: Nanoparticulas. Substrato Plasmoénico. SERS. Céancer de

endométrio. Métodos quimiométricos.



ABSTRACT

Surface-Enhanced Raman Spectroscopy (SERS) enables a significant increase in
Raman scattering through the interaction of the electromagnetic field with surface
plasmons. Currently, there is great biomolecular interest in SERS surfaces, as they
have proven efficient in the identification of substances. This work describes the
preparation of a silver colloidal solution, as well as its spectral characterization for
subsequent use in the fabrication of SERS surfaces. The synthesis of the colloidal
solution followed the chemical reduction method, using AgNOs and excess NaBHa.
The synthesized nanopatrticles exhibited a maximum absorption at 392 nm with a
Gaussian-shaped peak, and MEV images confirmed the formation of spherical
particles with sizes of 305 nm. The silver nanoparticles (AgNPs) were used to form
thin silver films on glass slides to produce plasmonic substrates. These materials
showed the formation of AgNP films, visually verified and mainly confirmed by
absorption measurements of the substrates, where characteristic peaks of the AQNP
film were observed with a maximum wavelength around 503 nm. The potential
application of these substrates as active SERS substrates was evaluated using
different concentrations of methylene blue solution. The characteristic AM band was
observed even at concentrations of 108 mol/L, confirming its efficiency as an active
SERS substrate. The substrates were tested as SERS surfaces for the analysis of
blood samples in the differential diagnosis of endometrial cancer. Eleven samples from
patients in the control group and twelve samples from patients diagnosed with
endometrial cancer were analyzed. The identification and differentiation of the samples
were carried out through the bands considered characteristic of each compound. The
spectra provided substantial vibrational information, and although some spectral
regions were visually similar, the use of chemometric analysis was essential for better
differentiation between the samples. Thus, we combined SERS results with
chemometric methods to classify between the control group samples and the
endometrial cancer group samples. The data classification was performed using the
Successive Projections Algorithm (SPA) combined with Canonical Variate Analysis
(CVA), providing good discrimination between the groups, with 84% of the samples
correctly distinguished. The results obtained in this study demonstrate the efficiency of
nanostructured substrates in enhancing Raman signals.

Keywords: Nanoparticle. Plasmonic substrate. SERS. Endometrial cancer.

Chemometric.
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1 INTRODUCAO

O cancer de endométrio € uma das doencas malignas do trato genital uterino mais
frequentes em paises desenvolvidos. Em 2020, foi o sexto cancer mais comumente
diagnosticado no mundo, com 417 mil novos casos e 97 mil mortes (SUNG et al.,
2021). Sendo no Brasil, o sétimo tipo de cancer mais incidente entre as pessoas com
atero. O namero de casos novos esperados, para cada ano do triénio 2020-2022, foi
de 6.540 novos casos (INCA, 2019).

Segundo Caroline Laranjeira da Silva (Silva, 2019) o carcinoma endometrial &
classificado em dois tipos histologicos principais: o tipo |, adenocarcinoma
endometrioide, que corresponde a 80 % dos casos e ocorrem principalmente na pré e
perimenopausa, e o tipo Il, que compreende adenocarcinoma de células claras e
serosas, é menos frequente, porém responsavel pelo maior indice de letalidade.

A obesidade €& um dos principais fatores de risco associados ao
desenvolvimento deste tipo de cancer. Além do excesso de peso, Diabetes Mellitus
Tipo Il, sindrome do ovéario policistico, excesso de estrogénio, a ovulacdo, menopausa
tardia e menarca precoce também séo fatores de risco. H& ainda uma correlacdo com
a nuliparidade, hiperplasia endometrial, fatores hereditarios e idade (Oliveira, 2021).

Em torno de 90% de pacientes com carcinoma de endométrio apresentam,
como sintoma inicial, sangramento vaginal anormal, que pode ser pela mudanca no
padrdo das menstruacdes, sangramento entre o0s ciclos ou ap6s a menopausa. Outros
sintomas que podem ser citados séo, dor pélvica, massa anormal na pelve, perda de
peso e corrimento vaginal branco ou amarelado na pés-menopausa (Silveira, 2017;
Freitag et al., 2023).

A partir do surgimento dos sintomas e visita ao médico, exames sao solicitados
para diagnosticar a doenca. Entre esses exames podem incluir a ultrassonografia, a
colposcopia, a histeroscopia, a curetagem uterina e bidpsias. A histeroscopia
apresenta maior precisdo diagndstica, entretanto € um procedimento invasivo e caro
(Loffer, 2019).

O desenvolvimento de novos métodos de triagem baseados em evidéncias
mais eficazes para a detecgéo precoce de cancros ginecoldgicos tem sido o foco dos
pesquisadores em oncologia. Um desses métodos é a partr do uso
de biomarcadores sensiveis e especificos encontrados em biofluidos, como plasma,

soro, urina ou saliva (Mabwa et al., 2021).
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As restricbes das técnicas atuais de triagem e diagnostico conduzem a
necessidade de desenvolver métodos menos invasivos, mais baratos, mais rapidos e
precisos para detectar biomarcadores cancerigenos. A espectroscopia vibracional
pode fornecer analises rapidas, sem roétulos e objetivas para o dominio clinico. A
andlise espectroscopica de biofluidos, como componentes sanguineos (soro e
plasma), oferece a possibilidade de diagndstico ndo invasivo por meio de marcadores
ou assinaturas espectrais especificas (Baker et al., 2016).

O uso da espectroscopia Raman na medicina é bastante amplo. A partir desta
técnica é possivel diagnosticar diferentes tipos de cancer, tais como, cancer de mama,
pele, pulmdo, prostata e laringe. Além disso, pode-se identificar placas de
aterosclerose, estudar células, acidos nucleicos, virus e bactérias. Os picos
caracteristicos dos espectros Raman, para analises biolégicas, encontram-se na
regido entre 1000 e 1800 cm, que correspondem as vibracdes das moléculas dos
principais constituintes biomoleculares, também conhecida como regido de impressao

digital da molécula (Lobo et al., 2005).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
Fabricar substratos plasmonicos constituidos de multicamadas de nanoparticulas
de prata e sua aplicacdo como substrato SERS no diagnéstico diferencial de

cancer de endométrio.

2.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS
- Sintetizar nanoparticulas de prata;
- Sintetizar substratos plasmoénicos formados a partir de monocamadas de AgNP
sobre silica;
- Caracterizar as AgNP’s e os substratos plasmoénicos;
- Demonstrar a eficacia da intensificacdo SERS nos substratos plasménicos
sintetizados usando como molécula sonda azul de metileno;
- Aplicar os substratos plasmoénicos como superficie SERS ativa no diagndstico

diferencial de cancer de endométrio aliando SERS e métodos quimiométricos.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 CANCER DE ENDOMETRIO

Atualmente, cancer de endométrio (CE) € o sexto tipo de tumor maligno mais
comum em pessoas com Utero no mundo, em 2020 foram estimados cerca de 417 mil
novos casos, com taxa de incidéncia de 8,70 por 100 mil pacientes (Ferlay et al., 2021,
Sung et al., 2021). Nos Estados Unidos (EUA), desde 1972, o CE tem sido a doenca
genital entre pessoas com vagina mais comum. Segundo dados estatisticos da
Sociedade Americana de Cancer, foram estimados para o ano de 2023 a ocorréncia
de 66.200 novos casos e 13.030 mortes como consequéncia deste tipo de cancro
(Barakat, 1998; ACS, 2023). No Brasil, € o sétimo tipo de cancer mais incidente.
Estimam-se 7.840 novos casos de CE, para o triénio de 2023 a 2025, correspondendo
ao risco estimado de 7,08 casos novos a cada 100 mil pacientes. Quanto a
mortalidade, em 2020, ocorreram 1.944 6bitos, com taxa bruta de mortalidade de 1,80
por 100 mil individuos (INCA, 2022).

Os fatores de risco, associados ao cancer de endométrio, mais conhecidos e
estudados sdo a obesidade, diabetes e hipertensdo. Também sao considerados
fatores de risco menarca precoce, menopausa tardia, nuliparidade, anovulacéo
cronica, irregularidade menstrual, hepatopatias cronicas e tumores ovarianos
funcionantes. (Hobeika et al., 2000). Conforme Barakat (1998) a exposicdo ao
estrogénio enddgeno pode estar relacionada a anovulacao crénica como ocorre em
sindromes como Stein-Leventhal ou tumores secretores de estrogénio, tendo como
exemplo, tumor de células da granulosa do ovario.

O principal sintoma do cancer endometrial € o sangramento vaginal anormal
como hipermenorreia, metrorragia e sangramento pos-menopausa. Outros sintomas
gue podem ser observados sao a infertilidade, corrimento vaginal e dores pélvicas
(Oliveira, 2021).

Cerca de 90 % dos casos de neoplasia endometrial ocorrem em pacientes com
50 anos ou mais. O risco de CE em pacientes na pés-menopausa é de 9 %, enquanto
na pré-menopausa esse risco cai para 0,33 %. A diminuicdo de estrogénio na poés-
menopausa causa diversos sintomas neurovegetativos e neuropsiquicos, tais como,
ondas de calor excessivo, sudorese, insbnia, diminuicdo da libido, falta de
concentracdo. Para amenizar tais sintomas recomenda-se a Terapia de Reposicéo

Hormonal (TRH), porém, é possivel que ocorra, simultaneamente, outros efeitos sobre
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0s 6rgaos e sistema do organismo, tornando-se um fator patogénico no carcinoma
endometrial (Clarke, M. A. et al., 2018; Bitencourt, 2011).

Platz e Benda (1995) evidenciaram que a idade média das pacientes no
momento do diagndstico de cancer de endométrio € de 63 anos. Esta neoplasia é
geralmente diagnosticada nos estagios iniciais, pois a maioria das mulheres relata
sangramento vaginal pdés-menopausa. A avaliacdo inicial inclui exame pélvico,
esfregaco de Papanicolau e curetagem endometrial (Rose, 1996).

A ultrassonografia transvaginal no periodo peri e pés-menopausa € um método
confidvel de rastreamento de uma patologia endometrial, pois fornece dados para
seguimento e conduta. Pode ser indicado também para pacientes que fazem TRH,
pois, nesse caso, ocorre 0 crescimento endometrial. Em casos de espessamento do
endométrio (superior a 4 mm) € obrigatério realizar outros métodos diagndsticos, tais
como, histeroscopia, bidépsia endometrial ou curetagem uterina (Reis, 2001).

A citologia endometrial ndo apresenta resultados satisfatorios para diagnosticar
hiperplasias endometriais. Isso deve-se ao fato de que as amostras podem ser obtidas
por trés métodos: lavado, aspirado e escovado. Dessa forma, torna-se dificil
diferenciar a hiperplasia de outras lesdes disfuncionais nas amostras coletadas (Reis,
2001).

A histeroscopia, bidpsia endometrial e curetagem sdo exames invasivos.
Dentre eles, a histeroscopia possui maior precisao, porque a visualizacao intra-uterina
possibilita um melhor diagndstico, indicando o tratamento e o grau de disseminacao.
A biopsia endometrial ndo requer dilatacdo cervical ou anestesia e possui exatiddo
histopatologica de 87 a 100 %. O uso combinado da histeroscopia com bidpsia
endometrial € um excelente método diagndstico para lesdes disfuncionais e
hiperplasticas, como também para cancer de endométrio, pois a visdo endoscopica
identifica lesdes focais, indica o local onde a bidpsia deve ser feita, assim como
demais fatores prognésticos (Bitencourt, 2011).

A curetagem uterina € um procedimento classico realizado na auséncia de
endoscopia, embora somente 60 a 75 % da superficie endometrial sejam retirados.
Além do pior desempenho diagnostico, a curetagem necessita de internacéo
hospitalar, anestesia que, muitas vezes, é feita em pacientes que apresentam risco,
tais como, diabetes, hipertenséo, cardiopatas e obesidade, isso aumenta as chances
de complicacbes cirdrgicas. Assim, a bidpsia guiada por histeroscopia, com visao
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direta da cavidade endometrial, é considerada o método padrdo-ouro para 0O
diagnéstico (Mota, 2018; Prota, 2001).

O diagndstico precoce resulta em um prognéstico favoravel da maioria dos
casos, com uma taxa de sobrevida de 80 % (Amant et al., 2005). Quando a suspeita
do carcinoma € confirmada, exames adicionais sdo realizados para avaliar a
classificacdo e extensdo da doenca, o que ira orientar a definicdo do tratamento
(Amant et al., 2018).

A Espectroscopia Raman esta sendo utilizada em estudos biolégicos. Diante
disso, a espectroscopia, como técnica de bidpsia déptica, proporciona a avaliacdo da
composicdo bioquimica e morfologica do tecido ou fluido biolégico em tempo real,
tornando-se, desta forma, uma nova ferramenta para rapidos diagnoésticos (Cartaxo,

2008; Lobo et al., 2005).

3.2 ESPECTROSCOPIA RAMAN

A luz interage com a matéria de varias formas. A partir da interacao luz-matéria,
€ possivel determinar diversas propriedades do material tais como a composi¢ao. A
espectroscopia Raman é uma das técnicas que usa esta interacao luz-matéria para a
caracterizacdo molecular dos materiais. Espectroscopia Raman trata-se entdo de uma
técnica de espectroscopia vibracional que fornece informacdes moleculares
resultantes de um processo de espalhamento inelastico da luz. A radiacéo espalhada
inelasticamente fornece informacgdes vibracionais intra e intermoleculares fornecendo
um espectro caracteristico Unico de cada molécula (Anjos, 2023).

A espectroscopia Raman é uma técnica que se baseia no espalhamento inelastico
de uma onda eletromagnética (luz) que incide em um sistema. Quando um feixe de
luz monocromatica atravessa uma substancia, parte da radiacdo é dispersa, da qual
a maior parte dessa radiacdo dispersa apresenta a mesma frequéncia da radiacao
que incide (espalhamento elastico ou espalhamento Rayleigh), e apenas uma
pequena fragdo possui uma frequéncia superior ou inferior relativa ao feixe incidente
(espalhamento inelastico ou Raman). Isso ocorre em razdo das colisfes inelasticas
entre os foétons e as moléculas que compdem o material em questdo, ocasionando
uma alterac&o dos niveis de energia vibracionais e rotacionais das moléculas (Araujo,
2014).

Em 1923, Smeakel previu o espalhamento Raman, porém, apenas em 1928 foi

comprovado experimentalmente por cientistas de grupos distintos de pesquisadores
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independentes: Raman e Krishnan na india e Landsberg e Mandelstam na Rissia. A
descoberta do fenémeno foi atribuida ao primeiro grupo, e o efeito ndo somente foi
nomeado, a fim de homenagear a Raman, como também foi designado o prémio Nobel
da Fisica em 1930. O primeiro espectrébmetro comercial foi fabricado em 1953, apés
o desenvolvimento do monocromador, e utilizava fonte de mercurio com comprimento
de onda de 435,8 nm como fonte de excitacado. Nos anos seguintes foram identificados
muitos compostos usando essa configuracao, entretanto a fonte de excitacéo utilizada
dificultava a aplicacdo e reprodutibilidade dos experimentos. Em 1960, foi criado o
laser introduzido pelos brasileiros Sérgio Porto e Wood em 1962, o qual passou a ser
utilizado como fonte de luz em espectrometros Raman, favorecendo uma aplicacao
mais rapida e reprodutivel da espectroscopia Raman (Mitsutake, H.; Poppi, R.;
Breitkreitz, M., 2019).

O espalhamento Raman abrange uma transicdo entre um estado eletrénico da
molécula e um estado virtual de maior energia, porém, com energia inferior ao estado
eletrbnico excitado subsequente, e retorno para o mais excitado vibracionalmente do
estado eletrénico fundamental emitindo um féton de energia menor que o foton inicial.
O espalhamento da luz resulta em perda ou ganho de energia pelo féton, por meio da
excitagdo dos modos vibracionais da molécula. A energia de um foton € expressa pela
Equacéo 1:

hc

E:hUZT (1)

onde h € a constante de Planck, ¢ a velocidade da luz no vacuo, A o comprimento de
onda do foéton e v sua frequéncia. A diferenca entre a energia absorvida e emitida
coincide com a diferenca de energia entre dois estados vibracionais do material e
independe da energia absoluta do féton (Anjos, 2023).

Em vista disso, considerando um foton de energia E = hv interagindo com uma
molécula que se encontra em um estado vibracional de energia Eo, podem ser gerados
0S seguintes tipos de espalhamento:

1. Espalhamento elastico ou espalhamento Rayleigh: a molécula que esta no
estado vibracional fundamental Eo (estado normal de energia) absorve a
energia total do féton, passando para um estado eletrénico excitado, num nivel
energeético maior, E1 e retornando em seguida para o estado Eo, reemitindo

integralmente a energia que foi absorvida, como é apresentado na Figura 1(a);
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Inelastico, ou espalhamento Raman — pode ocorrer de duas maneiras: Na
primeira, quando a molécula interage com o féton, absorve uma pequena
guantia de sua energia antes de reemiti-lo, de maneira que hv; — hv, = hAv,
gue é a variacao da energia que incide e a do féton espalhado. Sendo assim,
a molécula se encontra viborando em um novo patamar de energia vibracional,
Eex, acima do seu estado vibracional normal, como € mostrado na Figura 1(b).
Neste caso, onde a energia espalhada é menor do que a incidente, € chamado
de Espalhamento Raman Stokes. Na segunda, antes de interagir com o foton,
a molécula ja se encontra num estado vibracional de energia excitado Eex, de
modo que ao absorver a energia hv; do féton, passa para um nivel de energia
virtual, Evirua. Nesse patamar, a molécula reemite integralmente toda a energia
em excesso, retornando ao estado vibracional normal. Dessa forma, a energia
de espalhamento do foton € hv, = hv; + hAv, sendo assim, a energia
espalhada é maior do que a incidente. Este caso € chamado de Anti-stokes e

€ mostrado na Figura 1(c) (Cartaxo, 2008).

Figura 1. Esquema ilustrativo dos tipos de espalhamento Raman.
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Fonte: Haack, 2015.

A instrumentacéo utilizada na medicao de espectros Raman consiste em quatro

componentes principais: fonte de excita¢ao, conjunto optico com iluminacao, unidade

seletora de comprimento de onda e detector. Ademais, existem dois tipos de

configuragcdes do sistema coletor de luz, 90° e 180°. Na configuracdo de 90°, a luz
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espalhada é coletada a partir da direcdo perpendicular da direcdo de excitagéo,
enquanto na configuracdo de 180°, que também é denominada retroespalhamento, o
sinal espalhado é coletado na direcdo oposta da direcdo de excitacdo. Diante disso,
Sao necessarios instrumentos opticos adicionais, tais como o uso de um espelho
dicroico, que reflete o sinal do espalhamento de onda mais longo e transmite o sinal
do comprimento de onda mais curto (Li et al., 2014).

A espectroscopia Raman se configura como uma técnica muito versatil. Vem
sendo mundialmente utilizada como ferramenta para diversas aplicacdes cientificas e
industriais, tanto amostras quimicas quanto biolégicas podem ser analisadas por meio
dessa técnica. Entre as vantagens da espectroscopia Raman se destaca a
possibilidade de fornecer diferentes informacdes simultaneamente, visto que o
espectro Raman de um composto mostra tanto os seus tipos de ligacéo, quanto a sua
estrutura cristalina. (Sebben, 2021).

A intensidade do espectro Raman Normal entre outros mecanismos depende
da concentracdo do analito na amostra. Sendo assim, concentracdes muito baixas do
composto ndo podem ser suficientes para gerarem um espectro Raman. Por isso,
diferentes efeitos do espalhamento Raman estdo sendo estudados, entre os quais
destaca-se a Espectroscopia Raman Intensificada por Superficie (SERS) que resulta
em uma significativa melhora de sensibilidade (Sebben, 2021).

3.2.1 Espectroscopia Raman Intensificada por Superficie (SERS)

A forma mais eficaz de amplificacdo do espalhamento Raman é a obtida pela
espectroscopia de espalhamento Raman Intensificada por superficie (SERS). As
intensificacdes no sinal Raman tipicas do SERS sdo da ordem de 104 — 10°
comparadas com o Raman Normal. Os processos de intensificacdo combinados
fornecem um sinal Raman de sensibilidade equivalente ou, em alguns casos, superior
ao da fluorescéncia, técnica conhecida por ter uma alta secdo de choque.
Sensibilidade e seletividade elevadas, capacidade de identificar espécies
moleculares, tornam a espectroscopia SERS uma ferramenta atraente para muitas
aplicacdes em biociéncias (Bukowska, J.; Piotrowski, P., 2014).

A primeira observacéo do efeito SERS aconteceu em 1974 por Fleischmann et
al., na Universidade de Southampton. Entretanto, somente em 1977 o primeiro
mecanismo deste fendmeno foi proposto por Jeanmaire e Van Duyne (Bukowska, J.,
Piotrowski, P., 2014).
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O primeiro passo para a amplificacdo do sinal Raman € a utilizacdo de
nanoparticulas (NPs). As NPs utilizadas no SERS sao, em geral, feitas de metais
nobres, como ouro, prata e cobre, 0s quais possuem propriedades Opticas Unicas que
intensificam o sinal Raman. As nanoparticulas podem ser funcionalizadas com grupos
quimicos especificos que se ligam as moléculas alvo de interesse. Dessa forma,
obtém-se um método de deteccdo altamente seletivo e sensivel para sistemas de
poucas moléculas (Anjos, 2023).

Além da afinidade por moléculas-alvo, o tamanho e a forma das nanoparticulas
também podem afetar a eficacia da intensificagdo SERS. Nanoparticulas menores
tendem a ter maior razao area por volume, o que pode gerar uma maior intensificacéo
do espalhamento Raman por apresentar uma maior quantidade de regides de alta
intensificacdo do campo eletromagnético. A forma e morfologia das nanoparticulas
também influenciam a intensificacdo do sinal SERS formando regides conhecidas
como hot spots. Esses locais produzem um aumento extraordinario do campo
eletromagnético local, resultando em altos fatores de intensificacdo SERS (Israelsen,
N.D.; Hanson C.; Vargis E., 2015).

O espalhamento Raman intrinsicamente fraco pode ser intensificado devido a
interacdo entre trés componentes do sistema: luz, molécula adsorvida e superficie
metdlica. Diante da natureza do efeito dois mecanismos tém sido utilizados para a
explicacdo destas altas intensificacbes a saber: mecanismo eletromagnético e
guimico, sendo o mecanismo eletromagnético o de maior importancia (Bukowska, J.;
Piotrowski, P., 2014).

O mecanismo quimico compreende a criacdo de novos estados moleculares
em virtude da interacdo direta com o metal. O mecanismo eletromagnético refere-se
ao campo elétrico, que € intensificado localmente na vizinhanca do metal
nanoestruturado (Anjos, 2023).

O mecanismo SERS compreende ao confinamento do campo eletromagnético
nas nanoestruturas metélicas. O confinamento ocorre gracas a ressonancia dos
plasmons de superficie localizados — LSPR, que gera um aumento do campo
eletromagnético. A concentracdo do campo elétrico nas proximidades das
nanoparticulas € o que torna possivel a deteccdo de baixas concentracdoes das
moléculas de interesse (Anjos, 2023; Mejia et al., 2018).

O mecanismo de ressonancia de transferéncia de cargas, que é induzida pela

radiacdo a laser, pode ser explicado a partir de um experimento eletroquimico-SERS
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Souza (2015). Neste caso, é possivel variar o nivel de Fermi (Er), por meio da variacédo
do potencial elétrico aplicado ao eletrodo metalico e mantendo fixo o comprimento de
onda da radiacdo incidente (Souza, 2015). Na Figura 2 € apresentado um diagrama

gue representa este tipo de experimento.

Figura 2: Diagrama esquematico do mecanismo de transferéncia de carga entre uma molécula
adsorvida em um eletrodo metalico num sistema eletroquimico-SERS.
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Fonte: Souza, 2015

A esquerda tém-se o modelo conceitual da variagdo dos niveis de
energia com a variagdo do potencial do eletrodo em processos de transferéncia de
carga (CT). A direita os estados de energia relevantes envolvidos nos niveis
eletrbnicos e vibracionais no processo de CT. Por fim, a direita inferior, corresponde
ao perfil de intensidade SERS — potencial aplicado. Nesta representacéo, observa-se
que a aplicacdo do potencial V1 é insuficiente para que o sistema atinja o nivel de
energia necessario para que ocorra CT. Dessa forma, a contribuicdo CT para o efeito
SERS néo seria significativa e apenas os demais mecanismos estariam atuando no

efeito de intensificacdo SERS. Quando o potencial V2 é aplicado, o nivel de energia
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para que ocorra a CT tem um valor de energia proximo da radiacdo excitante. Sendo
assim, o0 sistema entra em ressonancia, 0 que acarreta a intensificacdo do
espalhamento Raman, para os modos vibracionais do cromoforo utilizado. Se o
potencial aplicado for para valores inferiores, Vs, a condicdo de ressonancia CT nao
ocorre e hd uma diminuicdo da intensidade SERS (grafico inferior a direita na Figura
2) (Souza, 2015).

A vista disso, o aumento do sinal SERS esta atrelado ao substrato
nanoestruturado. Sendo assim, a preparacdo dos substratos nanoestruturados é
essencial para as boas intensificacbes Raman, sendo que a contribuicdo da
amplificac@o eletromagnética € dependente do tamanho, da forma e estrutura do
material utilizado (Thaler, 2020).

3.3 NANOPARTICULAS METALICAS PARA SERS

Denominam-se nanomateriais particulas que possuem pelo menos uma de
suas dimensfes em escala hanométrica, entre 1-100 nm. Segundo Conde et al., 2014,
a importancia dessas estruturas para a ciéncia e tecnologia cresceu expressivamente
nas Ultimas décadas, e isso ocorreu gracas as suas propriedades oOpticas.

A nanotecnologia destaca-se por seu carater multidisciplinar, podendo ser
aplicada em diversos campos, tais como, nanomedicina, armazenamento de energia,
sensores, ciéncias dos materiais, ciéncia analitica, entre outros. No ramo cientifico, as
nanoparticulas ganham visibilidade pelas propriedades fisico-quimicas, que sao
diferentes de seus materiais na forma macroscépica (Domingos, 2020).

Os metais nobres, como ouro, prata e cobre, despertam fascinio na
humanidade desde a antiguidade. No Egito antigo, em 3400 A.C., esses materiais
tinham utilidades em seu estado natural, onde as primeiras moedas de ouro eram
cunhadas e utilizadas pelos egipcios (Gioielli, 2018). Nos ultimos anos, surgiram
novos tipos de interesses por esses metais, tais como, o estudo de suas propriedades
e 0 conhecimento das suas caracteristicas (Gomes, 2018). Além disso, a utilizacdo de
nanoparticulas destes elementos, principalmente ouro e prata, esta sendo incorporada
em diferentes tecnologias, gracas as suas caracteristicas Opticas e condutivas
(Gioielli, 2018).

De acordo com Mayra Correia Domingos (2018), sob o ponto de vista
eletromagnético, os metais sdo plasmas de estado sélido, e sdo constituidos por

nacleos de ions positivos fixos e elétrons de conducdo moveis. Os estudos das
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oscilagdes coletivas desse plasma e a sua excitacdo Optica esta relacionado com um
campo de estudo conhecido como plasmoénica. Os metais nobres possuem elétrons
livres, os quais tornam possivel que ocorra oscilacdes eletrbnicas coletivas por meio
da excitagdo dos mesmos. A ressonancia presente entre a oscilacdo de cargas
superficiais e o campo eletromagnético da luz que incide constitui o que € chamado
de ressonancia de plasmon de superficie (SPR). (Domingos, 2018; Pereira, 2016).
Quando a ressonancia esta limitada em um pequeno volume, como por
exemplo numa nanoestrutura metélica (com dimensfes menores do que o
comprimento da radiacao incidente), ocorre a ressonancia de plasmon de superficie
localizada (LSPR), como é mostrado na Figura 3. Diante disso, existe um campo
elétrico que esta fortemente centrado na superficie das nanoestruturas dos metais, o
qual oscila no tempo, com a mesma frequéncia da luz que incide (Pereira, 2016). O
ouro e a prata agem de forma importante de acordo com as suas propriedades
plasmonicas, visto que suas ressonancias ocorrem na regiao do infravermelho (IV) e
do visivel do espectro eletromagnético, o que 0s torna importantes para diversas

finalidades (Domingos, 2018).

Figura 3: Representagéo da excitacdo da ressonancia localizada de plasmon de superficie (LSPR).
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Fonte: (Anjos, 2023)
Atualmente, dentre as principais aplicacbes das nanoparticulas de metais

nobres destaca-se a producao de substratos para espectroscopia Raman intensificada
por superficie. As caracteristicas plasmonicas desses substratos dependem do

material nanoparticulado que é feito (Gioielli, 2018). Esses metais sdo adequados
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para utilizacdo no efeito SERS porque possuem forte absorc¢éao na faixa de 400 a 1000
nm, que € a faixa da regido do visivel-infravermelho, que é a mais importante para o
efeito. Sendo assim, ouro e prata sdo frequentemente utilizados em aplicacdes

plasménicas (Domingos, 2018).

3.4 METODOS QUIMIOMETRICOS

Na quimica, a grande maioria dos resultados analiticos sdo apresentados como
um conjunto de dados, que, por sua vez, sdo uma mistura de informacéo e ruido. Em
alguns casos, a magnitude do ruido é tdo grande quanto a informacéo e isso dificulta
a possibilidade de encontrar resultados Uteis. As solu¢cbes destes problemas sao
propostas pela quimiometria, pois a partir de modelos mateméaticos somos capazes
de: excluir o maximo de ruido dos conjuntos de dados; e extrair o maximo de
informacao possivel dos dados multidimensionais. Portanto, a quimiometria € o campo
da ciéncia responsavel por extrair informacfes Uuteis de conjuntos de dados
multidimensionais por meio de métodos matematicos e estatisticos (Baranska, 2014).

Dependendo da natureza das informacdes a serem exploradas, podem ser
consideradas dois tipos de analises, a exploratoria de dados e reconhecimento de
padrbes. A analise exploratéria de dados € empregada para resumir os padrbes de
uma matriz de dados, com o objetivo de avaliar as suas caracteristicas, assim como
a relacdo entre as amostras e as variaveis. Além disso, € o primeiro passo em um
processo de classificacdo, que por sua vez é feito por métodos de reconhecimento de
padrées. Dessa forma, dependendo da classe que as amostras pertencem, podem
ser executados dois tipos de métodos de classificacdo: os de reconhecimento de
padrdes ndo supervisionados e os supervisionados (Sebben, 2021).

Os métodos de reconhecimentos de padrées nao supervisionados sao aqueles
gue ndo possuem conhecimento prévio dos dados, sdo empregados para verificar o
potencial de padronizacdo em um conjunto de dados. A analise dos componentes
principais (PCA) é o método de reconhecimento de padrdo ndo supervisionado mais
utilizado. No que diz respeito as técnicas de reconhecimento de padrdes
supervisionadas, a analise discriminante parcial de minimo quadrados (PLS-DA)
combina as propriedades da regressdao de minimos quadrados parciais (PLS) com o
potencial de discriminacdo de uma técnica de classificacdo. Sendo assim, utilizam a
informagéo sobre associacao de classe das amostras para um determinado grupo,

para classificar amostras desconhecidas em uma das classes conhecidas (Sebben,
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2021; Diniz, 2013). Ainda com relacao as técnicas de reconhecimento de padrbes
supervisionadas, destaca-se a analise de variaveis canonicas de Fisher (CVA). A CVA

€ um método supervisionado, mas também é considerado um método exploratorio.

3.4.1 Andlise de componentes principais — PCA

A andlise de componentes principais (PCA) foi introduzida por Karl Pearson em
1901. E um método utilizado para projetar dados multivariados em um espaco de
dimensdo menor, todavia as relagdes entre as amostras ndo sao afetadas. Dessa
forma, as informagdes relevantes sdo separadas e tornam-se evidentes (Ferreira,
2015).

O PCA é um procedimento matematico que faz uso da ortogonalizacdo de
vetores para converter um conjunto de dados variaveis, que podem estar
correlacionados entre si, em um grupo de valores variaveis que ndo se correlacionam
linearmente, 0os quais sdo chamados de componentes principais (PCs). Cada PC é
expressa como uma combinacdao linear das variaveis originais e ird explicar a variancia
gue ndo foi estimada pelas PCs anteriores. Sendo assim, o PCA transforma um
conjunto de dados original em duas matrizes, que sdo chamadas de escores (scores)
e pesos (loadings). Os escores representam as coordenadas das amostras do novo
conjunto, enquanto os pesos se referem ao coeficiente da combinacéo linear que
descreve cada PC, ou seja, descrevem a maneira como as variaveis originais irdo se

correlacionar linearmente nas novas variaveis (PC) (Sebben, 2021).

3.4.2 Andlise de variaveis canbnicas de Fisher — CVA

Foi desenvolvida por Ronald Fisher, estatistico e bi6logo inglés, no ano de
1936. O objetivo de Fisher era transformar dados multivariados de diferentes grupos
de amostras, representadas pela matriz X, dando origem a novas variaveis
designadas de variaveis canonicas, de maneira que a separagao entre 0S grupos
fosse maximizada. Esse método é considerado supervisionado, pois as amostras sao
atribuidas a diferentes grupos (Ferreira, 2022).

Assim como na PCA, essa é uma técnica exploratoria de projecao, que torna
possivel a reducdo da dimensionalidade dos dados. A CVA utiliza informacfes da
matriz X de dados sem seguir nenhuma forma de padrdo na distribuicdo das
populacdes ou dos grupos envolvidos (Ferreira, 2022).
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As varidveis canbnicas sdo dispostas em termos da sua importancia, que
diferentemente da PCA, ndo é a variancia explicada, mas sim a separa¢cdo em grupos
pré definidos. Dessa forma, as variaveis canfnicas mais importantes sdo usadas para
adquirir a representacéo grafica dos objetos. Comumente, duas ou trés dimensodes
sao eficientes para obter uma boa discriminacéo visual (Ferreira, 2022).

De acordo com Marcia Miguel Castro Ferreira (2022), na separagao dos grupos,
destacam-se dois fatores determinantes: 1) a distancia entre eles e 2) o quéao
compacto sdo. Para satisfazer esses fatores, Fisher baseou-se na matriz da soma
total de quadrados e produtos cruzados, SStwta. ESSa matriz € capaz de descrever a
dispersdo global dos dados e, assim como na analise de variancia, pode ser
particionada na soma de duas matrizes, onde uma delas refere-se a disperséo dentro
dos grupos, enquanto a outra descreve a distancia entre os grupos. Sendo assim, as
variaveis canonicas sado derivadas dessas duas matrizes e representam as melhores
combinacdes das variaveis originais que maximizam a razdo da distancia entre os
grupos e a variancia dentro dos mesmos.

A matriz X é considerada uma matriz de dados com dimensdes (IxJ), na qual
0s objetos | estdo distribuidos em G grupos de diferentes populacdes, que por sua vez
sdo caracterizados como g1, g2,...,gc. O grupo 1 sera formado por I1 objetos que
pertencem a populagdo g1, 0 grupo 2 é constituido de |2 objetos que pertencem ao
grupo gz e assim sucessivamente tal que l1 + I2 + ...+ Ic = |. Dessa forma, a matriz
SSotal, quUe € a soma total de quadrados e produtos e descreve a variancia global dos
dados é definida pela equacao 2 (Ferreira, 2022).

SStotar = Thoa(ti — ) —D" =X X=(-1)s @)
onde % é o vetor (Jx1) das médias das colunas da matriz X, X é a matriz de dados
centrada na média e S é a matriz de variancia-covariancia. A matriz SSwotal pode ainda
ser escrita como a soma de duas matrizes, SSwta =W + B, em que W e B representam
as somas de quadrados e produtos dentro dos grupos, assim como as somas de
quadrados e produtos entre 0s grupos, respectivamente. A matriz W, expressa pela
equacao 3, fornece uma medida da variabilidade dentro dos grupos e é obtida a partir
da soma de quadrados e produtos de cada grupo individualmente, e em seguida,

fazendo-se a soma para todos os grupos (Ferreira, 2022).

_ N T
W= Xg-1 Sii (g — %) (g — %) = i X %, 3)
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sendo o vetor X, (Jx1) o centroide do g-ésimo grupo dos quais elementos séo as
médias das colunas da matriz Xg de dimensdes (IgxJ) e Xq é a matriz de dados desse
mesmo grupo centrada na média.

A matriz B, que representa a soma de quadrados e produtos entre 0s grupos é
representada pela equacéo 4 (Ferreira, 2022).

B=%511; &~ D& -9 4)

Na andlise de variaveis candnicas de Fisher, o objetivo é encontrar a direcédo
gue maximiza a separacao entre 0s grupos, ou seja, encontrar a direcao no espaco
multivariado na qual a diferenca entre as médias dos grupos é a maior possivel,
quando comparada a variabilidade dentro dos grupos. Esse € um método de andlise
exploratéria que, assim como ao das componentes principais, estabelece
combinacdes lineares 6timas das variaveis originais (Ferreira, 2022). Além disso, para
gue o método possa ser aplicado é necessario calcular a inversa da matriz W e isso é
um fator negativo quando existem matrizes nas quais o numero de variaveis € maior
que o numero de amostras (é o que ocorre com dados espectrais), pois a matriz é
singular e isso provoca instabilidade na determinacédo da sua inversa. Existem duas
solucBes possiveis para esse problema, fazer uma selecéo de varidveis ou utilizar um
método de compressdo de dados que contenha o maximo da informacgédo original,
como a PCA. O algoritmo das projecdes sucessivas (SPA) é uma técnica de selecéo
de variaveis amplamente utilizada (Ferreira, 2022; Soares et al., 2013).

3.4.3 Algoritmo das projecdes sucessivas — SPA

A selecéo de variaveis € uma acao inicial importante na andlise multivariada de
dados. Isso porque se, 0 niumero de objetos é pequeno, 0 numero de variaveis é
grande e essas podem conter informagao redundante ou ruidosa. Sendo assim, um
procedimento preliminar de selecdo de variaveis ou caracteristicas € essencial para
gue nao ocorra o problema de sobreajuste (overfitting). O sobreajuste acontece
quando o ruido é modelado e dessa forma o modelo ndo tem a capacidade de
generalizacdo. Logo, a selecdo de variaveis apresenta muitas vantagens, como a
remoc¢do de ndo linearidade e de ruido, quando comparado ao uso do espectro
completo, por exemplo (Diniz, 2013).

No SPA, a selecéo de variaveis é moldada como um problema de otimizacéo

combinatéria com restricdes. Diz-se que € restrita porque a busca é restrita a um
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namero reduzido de subconjuntos de variaveis, os quais sao formados conforme uma
sequéncia de operacdes de projecédo envolvendo a matriz de respostas instrumentais.
Dessa forma, esse algoritmo apresenta a vantagem de encontrar um conjunto
representativo de variaveis com um nivel minimo de colinearidade (Soares et al., 2013;
Canova, 2023).

De acordo com Luciana dos Santos Canova (2023), o SPA é um método
iterativo de selecdo direta, 0 mesmo opera na matriz de resposta instrumental,
escolhendo as variaveis que sdo minimamente redundantes, resolvendo os problemas
de colinearidade. A selecdo de varidveis inicia com uma variavel, em seguida
incorpora uma nova a cada iteracdo, até que um numero especifico N de variaveis

seja alcancado (Canova, 2023).

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAIS

Os reagentes que foram utilizados neste trabalho séo listados abaixo.

e AgNOs (Sigma Aldrich; = 99 %);

e NaBH4 (Sigma Aldrich; = 98 %);

e Agua ultrapura (18,2MQ.cm, Milli-Q) foi utilizada no preparo das solucdes da
sintese de AgNPs;

e Alcool Etilico Absoluto (Neon; p.a);

e 3-Aminopropiltrietoxisilano (APTMS) (Sigma Aldrich; 99 %);

e Agua deionizada;

e HCI (Sigma Aldrich; 37 %);

e Corante AM (Sigma Aldrich).

4.1.1 Amostras de Sangue

Este trabalho foi um projeto que ocorreu em colaboracdo com o Hospital
Universitario Professor Polydoro Ernani de Sdo Thiago da Universidade Federal de
Santa Catarina, tendo como responsavel o Professor Dr. Getulio Rodrigues de Oliveira
Filho a aluna de doutorado Ana Rita Peixoto Panazzolo vinculados ao Programa de
Pos-Graduacao em Ciéncias Médicas da Universidade Federal de Santa Catarina. As

questdes éticas quanto a sele¢do das pacientes e coleta foram depositadas no comité
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de Etica em Pesquisa para Seres Humanos da Universidade Federal de Santa
Catarina.

As amostras de sangue utilizadas para o teste dos substratos plasmonicos
foram coletadas de 12 pacientes diagnosticadas com cancer de endométrio e 11
pacientes pertencentes ao grupo controle. Tanto o grupo de caso quanto o grupo de
controle seguiram critérios de inclusao e exclusao.

No que diz respeito ao grupo de caso, foram incluidas mulheres acima de 50
anos, na pés-menopausa com diagnostico de cancer endometrial num periodo de até
60 dias. Excluiu-se pacientes que fazem uso de terapia hormonal ou de tamoxifeno,
pacientes com tumores em outros 6rgaos, ainda que ja tenham feito tratamento. Além
disso, também foram excluidas pacientes em uso de terapia imunossupressora, com
cancer de colo uterino ou endocervical, assim como pessoas que ja fazem tratamento
para cancer endometrial.

Com relag&o ao grupo de controle, participaram pacientes acima de 50 anos na
pOs-menopausa que passaram por exame de histerectomia por prolapso uterino, que
possuiam endométrio atrofico confirmado no estudo anatomopatolégico. Além disso,
participaram mulheres acima de 50 anos na pés menopausa, diagnosticadas com
atrofia endometrial por meio de histeroscopia com biépsias. Da mesma forma que no
grupo de caso, foram excluidas aquelas que fazem uso de terapia hormonal ou de
tamoxifeno, pacientes com tumores nos demais O6rgdos, mesmo que ja tratadas,
pacientes que fazem terapia imunossupressora, assim como pacientes com poélipos
endometriais ou outras patologias benignas de endométrio.

O material biolégico foi coletado antes dos procedimentos clinicos, tais como,
cirurgia oncoldgica (grupo de caso), histerectomia vaginal (grupo de controle), ou
depois do diagndstico histeroscopico, tanto para as pacientes de caso quanto de
controle. Foram coletadas aliquotas de sangue de 4 mL em tubos contendo
anticoagulante (EDTA). As coletas das amostras ocorreram no Hospital Universitario
Professor Polydoro Ernani de Sao Thiago.

As amostras além de serem coletadas no Hospital Universitario Professor
Polydoro Ernani de Sao Thiago, também foram preparadas em laboratorio desse
hospital. ApOs o preparo, as amostras foram armazenadas em ultrafreezer, mantidas
a — 80 °C, até posterior andlise espectroscopica. O transporte das amostras até o
Instituto de Quimica da Universidade Federal do Rio Grande do Sul ocorreu por meio

de transportadora especializada.
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4.2 METODOS

4.2.1 Sintese das nanoparticulas de prata

As AgNPs foram sintetizadas pelo método de reducédo quimica, relatado por
Mulfinger et al., 2007. Nesse procedimento, é necessario utilizar um excesso de
borohidreto de sodio, tanto para reduzir a prata, quanto para estabilizar as
nanoparticulas de prata que se formam. A reacdo quimica envolvida é apresentada
na Equacao 5.

Foi adicionado um volume de 25 mL de solugcdo aquosa de nitrato de prata
(AgNO3) 1,0 mM gota a gota (cerca de uma gota por segundo) a 75 mL de solugéo
aguosa de borohidreto de sédio 2,0 mM, a qual foi resfriada a 10 °C em banho
termostatico. A mistura reacional foi agitada vigorosamente com o auxilio de uma
placa de agitacdo magnética. A solucdo, que inicialmente era incolor, tornou-se
amarelo brilhante quando todo nitrato de prata foi adicionado, em seguida a agitacao
foi interrompida e a barra de agitacdo removida. A solucdo coloidal amarela foi
armazenada em um frasco de vidro e mantida sob refrigeracao.

AgNO3(ag) + NaBHa4(@aq) 2 Ages) + ¥2 Ha(g) + ¥2 B2Hs(g) + NaNOs@g) (5)

4.2.2 Preparo das monocamadas de nanoparticulas

A construcdo dos filmes finos de prata sobre slides de vidro seguiu a
metodologia reportada previamente (PEIXOTO; SANTOS; ANDRADE, 2019). Para a
obtencado do substrato plasménico foram utilizadas laminas de silica fundida de baixa
rugosidade e alta transparéncia. Inicialmente, as laminas de vidro ficaram imersas em
alcool etilico absoluto em banho ultrassom durante 10 minutos, como processo de
limpeza. Apo6s isso, foram colocadas em uma solugdo etandlica de 3-
aminopropiltrimetoxissilano (APTMS) 10 mmol/L por 24 horas, com aguecimento a
60 °C durante as primeiras duas horas e mantidas a temperatura ambiente no restante
do tempo. Na sequéncia, lavou-se as laminas modificadas com etanol, a fim de
remover o excesso de APTMS né&o adsorvido, e as mesmas foram colocadas sobre
uma chapa de aguecimento a 120 °C por duas horas como processo de cura. Entéo,
foram imersas imediatamente em solucdo de AgNPs durante 24 horas, para que
houvesse a formacao de um filme de AgNPs sobre a superficie do vidro. Esta etapa é
apresentada na Figura 4. Apdés as laminas foram removidas da solugdo de

nanoparticulas e submergidas em 10 mL de solucdo aquosa contendo 120 uL de
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APTMS 10 mmol/L e 100 pL de HCI 0,10 mol/L durante 20 minutos, apds lavou-se,
cuidadosamente, com 4gua deionizada e depois imersas novamente na solucao de
AgNPs por 1 hora. Esse processo de revezamento das solucdes foi repetido quatro
vezes, totalizando cinclo ciclos de formacdo das monocamadas de AgNPs. Os slides
de silica imersos na solu¢do de APTMS e HCI sdo apresentados na Figura 5. Os
substratos contendo filme de nanoparticulas de prata sdo apresentados na Figura 6.

Figura 4: Imagem das laminas de vidro imersas na solu¢éo coloidal AgNPs.

» Ul ¥ o0

Fonte: autoria propria.

Figura 5: Imagem das laminas de vidro submergidas em solucdo de APTMS e HCI 0,10 mol/L.

Fonte: autoria prépria.
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Figura 6: Imagem dos substratos apds os cinco ciclos de deposi¢do das AgNPs.

Fonte: autoria prépria.

4.2.3 Caracterizacdo dos materiais

4.2.3.1 Espectroscopia UV-Visivel

Para constatar a formacao das AgNPs de maneira simples, foi empregado o
uso da espectroscopia UV-VIS. A solucao coloidal foi analisada com um equipamento
Cary® 100 UV-VIS — Agilent dentro de uma cubeta de quartzo 1x1 cm? com uma faixa
de comprimentos de onda de 200 — 800 nm.

Para o acompanhamento da impregnacdo das AgNPs, foi utlizado o
equipamento Cary® 5000 UV-VIS, localizado no Laboratério de Espectroscopia Laser
e Filmes Opticos do Instituto de Fisica da UFRGS. A faixa de comprimentos de onda
utilizada foi de 330 — 800 nm.

4.2.3.2 Espectroscopia Raman

Para caracterizagdo e aplicacdo dos substratos plasménicos como substratos
SERS utilizou-se um equipamento NanoRaman da Horiba com radiacdo de excitacao
em 532 nm e 632.8 nm utilizando rede de difracdo de 600 mm e poténcia a depender

do experimento realizado.

4.2.3.3 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A caracterizacdo estrutural das nanoparticulas de prata sintetizadas, foi
realizada por meio da técnica de microscopia eletronica de varredura (MEV) no modo
de deteccao de elétrons secundarios. O equipamento utilizado foi o microscépio Zeiss
Auriga com fonte de elétrons do tipo FEG as imagens foram obtidas com diferentes
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magnificacdes e aceleragéo de feixe 5,0 kV. O tamanho das nanoparticulas foi medido
utiizando o softwere livre ImageJ & Eliceiri, K. (2021). ImageJ Ops

[Software]. https://imagej.net/Ops.

4.2.4 Preparo das amostras para andlise de espectroscopia Raman

4.2.4.1 Solucdes de corante Azul de Metileno

Foram preparadas solucdes de concentragées de AM 103, 104, 10°, 106, 10”7
e 108 mol/L. Foi utilizado o corante em pé diluindo esse em agua ultrapura. Com 0
auxilio de um micropipetador, foi pipetado 50 uL de cada solucao e esse volume foi
depositado sobre a superficie do substrato plasménico, como é demonstrado na
Figura 7, para posterior caracterizacdo desse material.

Figura 7: Deposi¢do das diferentes concentracdes de solugdo corante AM sobre a superficie do
substrato plasménico. ‘ A

Fonte: Autoria propria.

4.2.4.2 Preparo das amostras de sangue

Como foi mencionado na secdo 4.1.1, as amostras de sangue foram
armazenadas a — 80 °C até serem analisadas; antes da analise espectroscopica, as
amostras foram deixadas para descongelar a temperatura ambiente, por cerca de uma
hora. Foi depositado um volume de 50 yuL de cada amostra sobre a superficie do
substrato e as mesmas foram deixadas para secar ao ar por aproximadamente 1 hora.
A deposigdo sobre o substrato plasmonico ocorreu de modo anélogo ao apresentado
na Figura 7.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 SINTESE E CARACTERIZACAO DAS AgNPs
A solucao coloidal de nanoparticulas de prata foi preparada conforme descrito

na secéo 4.2.1, fornecendo uma solugéao de coloracdo amarela (Figura 8). O coloide
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de AgNPs foi caracterizado por espectroscopia na regido do Ultravioleta-Visivel. O
espectro de absorcédo no UV-VIS das AgNPs é apresentado na Figura 8. Observa-se
um maximo de absorcdo em 392 nm, que € caracteristico da excitacdo de SPR em

NPs de prata esferoidais com tamanhos menores do que 50 nm.

Figura 8: Imagem da solucdo coloidal de nanoparticulas de prata sintetizada (A) e Espectro da

absorg&o UV-VIS da solugéo coloidal de AgNPs (B).
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Fonte: autoria propria.

E possivel observar que a banda de absorcéo ndo mostra nenhuma assimetria,
0 que indica a presenca de nanoparticulas majoritariamente esféricas de tamanho
uniforme e auséncia de agregados maiores de NPs, que causam uma assimetria
dessa absorcao para maiores comprimentos de onda (Oliveira, 2015).

Na Figura 9 é apresentada imagens MEV das nanoparticulas sintetizadas e na
Figura 10 o histograma da distribuicdo de tamanhos. A partir das figuras € possivel

observar particulas predominantemente de formato esféricos e tamanhos de 30+5 nm.



Figura 9: Imagens de microscopia de varredura das AgNPs sintetizadas.
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Fonte: autoria propria.
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Figura 10: Histograma da distribuicdo de tamanhos das AgNPs.

Fonte: autoria prépria.
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5.2 CARACTERIZAC;AO DOS SUBSTRATOS PLASMONICOS

Como mencionado na secdo 4.2.2, para ligar quimicamente o vidro com as
AgNPs, foi utilizado APTMS para promover a adsorcéo quimica (PEIXOTO; SANTOS;
ANDRADE, 2019). Dessa forma, o objetivo da medida de absor¢cdo dos substratos
plasmonicos foi confirmar que a mudanca de aspecto das amostras esta relacionada
com a deposicao de filmes de AgNPs e ndo somente de APTMS ou outro reagente
utilizado. A teoria de Maxwell-Garnet prevé que um aumento no indice de refracéo
local faz com que o méaximo da banda LSPR desloque-se para maiores comprimentos
de onda (PEIXOTO; SANTOS; ANDRADE, 2019). Como nos subtratos as NPs estao
agregadas, enquanto em solucdo estas encontram-se dispersas individualmente,
espera-se que ocorra um aumento na intensidade da banda plasmonica.
A Figura 11 apresenta o espectro de absor¢do do substrato plasménico. E possivel
observar um deslocamento para um maior comprimento de onda, quando comparado
com o espectro da solucao coloidal (Figura 8). Dessa forma, observa-se que ocorreu
a formacéao de filmes multiplos de nanoparticulas, isso foi evidenciado pelo desvio do
Amax, em torno de 503 nm, associado ao acoplamento de plasmons entre as
nanoparticulas metalicas (PEIXOTO; SANTOS; ANDRADE, 2019).

Figura 11: Espectro de absor¢cdo UV-VIS do substrato plasménico formado pela deposicdo das
monocamadas de AgNPs.
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Fonte: autoria propria.

5.3 AZUL DE METILENO COMO MOLECULA SONDA
Foi avaliada a possibilidade de aplicacdo dos materiais produzidos como

substratos SERS ativo. Para isso, utilizou-se diferentes concentracdes de solucdo de
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corante azul de metileno. Os testes foram realizados com uma amostra contendo as
nanoparticulas de prata e foram testadas solugcdes de concentracdes de AM 1073, 10
4, 10°, 10°%, 107 e 10® mol/L e seus espectros sdo apresentados na Figura 12.
Observa-se na figura que a intensidade das bandas ndo segue necessariamente a
concentracdo da amostra tendo em vista que nos espectros SERS a flutuacdo de
intensidades € algo caracteristico devido a natureza de intensificacdo do campo
eletromagnético local. De acordo com Aoki (2011), os sinais mais caracteristicos do
AM sdo aqueles que aparecem em 1622, 1394 e 446 cm™. As atribuicdes para as

principais bandas Raman do AM sao apresentadas na Tabela 1.

Figura 12: Espectros Raman obtidos dos substatos sintetizados utilizando diferentes concentragfes
de solucéo de corante AM.
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Fonte: autoria propria.

Tabela 1: Atribuicbes para as bandas Raman do corante Azul de Metileno de acordo com Aoki

(2011).
Raman
Experimental AtribuicOes
(cm™)

Deformacao esqueleto (CN, CS e CHs) / Deformacéo
446 esqueleto CN
Estiramento simétrico CN (lateral e centro) + CH
bending no plano (anel) + CH bending fora do plano
1394 (CHs3), estiramento CN + estiramento CC / estiramento
antissimétrico CN
1622 Estiramento CC + CH bending no plano (anel) /
estiramento CN + estiramento CC

Fonte: Aoki (2011)
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Como mencionado, a qualidade do substrato foi testada utilizando diferentes
concentragbes de solugcdo de corante AM, analisando principalmente a banda em
torno de 1620 cm™, que é atribuida conforme indicado na Tabela 1. Observa-se, na
Figura 11, que até para concentracdes muito baixas, tais como 107 e 10® mol/L
observa-se a banda caracteristica do AM, em torno de 1620 cm™! informacéo espectral
que nédo é obtida quando analisa-se por Raman normal a partir de solugdes diluidas
de mesma concentragdo do composto (dados ndo apresentados). Estes resultados
indicam que o substrato sintetizado se mostra como um bom substrato SERS.

Para confimar a eficiéncia do substrato como substrato SERS ativo foram feitas
andlises em diferentes pontos de determinada area do substrato, utilizando o método
de mapeamento que pode ser obtido com o microscopio Raman Confocal HORIBA
para a solucdo mais diluida. Foram analisadas trés diferentes areas da amostra. Nas
Figuras 13, 14 e 15 séo apresentados os resultados obtidos para o mapeamento de

diferentes areas da amostra usando a menor concentragdo de AM.

Figura 13: Mapeamento SERS utilizando como molécula sonda azul de metileno (108 mol/L) para a
area 1 analisada (a). A imagem apresentada foi obtida a partir da integragdo do modo vibracional 1622
cm! indicado no espectro (b).
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Fonte: autoria propria.
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Figura 14: Mapeamento SERS utilizando como molécula sonda azul de metileno (108 mol/L) para a
area 2 analisada (a). A imagem apresentada foi obtida a partir da integragéo do modo vibracional 1622
cm-1 indicado no espectro (b).
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Fonte: autoria prépria.

Figura 15: Mapeamento SERS utilizando como molécula sonda azul de metileno (10% mol/L) para a
area 3 analisada (a). A imagem apresentada foi obtida a partir da integragéo do modo vibracional 1622
cm! indicado no espectro (b).
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Fonte: autoria prépria.

A partir das imagens obtidas, é possivel observar que o mapeamento indica a
intensidade do modo vibracional utilizado como referéncia (em torno de 1620 cm™?).
Além disso, é possivel fazer duas observacdes importantes: (1) para toda éarea
analisada obteve-se pelo menos valores de intensidade acima de 1000 (azul escuro),
0 que indica a auséncia de regides com sinal Raman inexistente (cor preta); (2) dentro
da &rea analisada é possivel verificar uma grande variacdo da intensidade SERS,
indicada pelas cores vermelho escuro, amarelo, azul. Isto € comum em analises

SERS, uma vez que a intensificacdo do espalhamento Raman depende dos hot spots,
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formados a partir dos agregados de nanoparticulas que apresentam uma densidade
de campo eletromagnético muito mais elevada (Aoki, 2011). Portanto, esta falta de
uniformidade (flutuacdo no sinal) depende da natureza local das nanoparticulas.
Como trata-se de monocamadas de AgNPs, que estdo arranjadas de modo aleatorio,
havera regibes que serdo mais eficazes em intensificar o espalhamento Raman.
Apesar disso, os resultados indicam que as superficies plasmoénicas sintetizadas sédo
eficientes em intensificar o sinal Raman, permitindo a obtencdo de sinal para

concentragées tdo baixas quanto 10 mol/L.

5.4 ESTUDO EXPLORATORIO: UTILIZANDO SERS PARA O DIAGNOSTICO
DIFERENCIAL DE CANCER DE ENDOMETRIO

Uma vez que foi verificada a eficiéncia dos substratos SERS, as amostras de
sangue foram analisadas por meio da espectroscopia Raman. A identificacdo e
diferenciacdo das amostras € realizada a partir das bandas consideradas
caracteristicas de cada composto. Dessa forma, € possivel caracterizar o espectro de
uma substancia relacionando com os principais modos vibracionais de uma amostra
referéncia. Pode-se dizer que 0s espectros sdao como uma impressao digital do
composto (Rios, 2018). A Figura 16 mostra o espectro Raman para as amostras de
sangue do grupo de controle. Na Figura 17, € apresentado os espectros Raman das
amostras de sangue de pacientes com cancer de endométrio. Além disso, 0s
espectros representativos das amostras do soro sanguineo de pacientes com

neoplasia endometrial e do grupo de controle estdo representados na Figura 18.

Figura 16: Espectros Raman das amostras de sangue do grupo de controle.
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Figura 17: Espectros Raman das amostras de sangue do grupo de pacientes com cancer de
endomeétrio.
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Figura 18: Espectros Raman das amostras de sangue do grupo controle e neoplasia.

1200

1000

g

Intensidade (u.a.)
S (=)
8 8

g

o

900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700
Deslocamento Raman (cm)

——EC —CONTROLE

Fonte: autoria propria.

De acordo com Santos (2020) o sangue compde-se de uma parte liquida, o
plasma, que contém em torno de 90 % de agua, além das hemacias (glébulos
vermelhos), leucécitos (glébulos brancos), e plaquetas. A hemoglobina (Hb) é o
principal croméforo no sangue e pode se apresentar de diferentes formas: sem
oxigénio, conhecida como desoxi-hemoglobina (desoxiHb) e saturado de oxigénio,
chamada de oxi-hemoglobina (HbO2). Cada molécula de hemoglobina humana &
constituida de quatro hemes contendo cadeias polipeptidicas. O grupo heme é
formado por quatro anéis pirrélicos ligados a um atomo central de ferro. Além disso, o
ferro forma duas ligagGes adicionais, uma em cada lado do plano do grupo heme
(Santos, 2020). Na Tabela 2, sdo descritas as principais bandas de absorgéo

referentes aos constituintes do sangue humano.
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Tabela 2: Atribuicdes das bandas Raman dos componentes majoritarios do sangue humano e seus
respectivos modos vibracionais de acordo com Rios (2018).

Numero de onda Modo vibracional Componente
1003 Respiracdo do anel aromatico Fenilalanina
1076 Vibragédo (C-0) Acido lactico

CHs rocking, vibracao (C- Lactato,
1124 0), polissacarideos, grupo
estiramento assimétrico (C-O-C) heme
1170 Estiramento (C-C) Hemoglobina
Rotacéao de spin (Fe), B-
1925 folha, vibracéo Hemoglobina
da ligacéo no plano Cm-H
. Fibrina, Guanina,
1248 Amida il Citosina
1340 Ligacédo (C-H) Triptofano
1374 Estiramento simétrico (CHs) Grupo heme
1399 Estiramento assimétrico (C=N) Grupo heme
1449 Ligacdo (CH2,CHs) Triptofano
1563 Estiramento e vibracdo do anel Hemoglobina
pirrélico, vibracdo (CgCp)
1580 Estiramento (C=C) Grupo heme
1583 Ligacéo (C-H) Hemoglobina
1620 Vibracédo (C=C) Grupo heme
1654 Amida | Proteinas

Onde, subscritos a, 8, representam os atomos de carbono na posi¢céo alfa, beta da porfirina; a e b

corresponde a grupos de carbono vinilicos; ¢ e d aos carbonos de proprionato. Fonte: Rios, 2018.

Como pode ser observado nas Figuras 16, 17 e 18, os espectros Raman

apresentam bastante informac&o vibracional. E possivel identificar os componentes

presentes no sangue, como a hemoglobina (1170, 1225, 1583 cm), o amino&cido

triptofano (1340, 1449 cm™), assim como o modo vibracional relacionado a presenca

de proteinas, amida Ill, o amino&cido fenilalanina (1003 cm?), o &cido lactico e lactato
(1076 cm™), o grupo heme (1374, 1580 cm™*) e o modo da amida | (1654 cm™). Embora

algumas regides espectrais sejam visualmente semelhantes, o uso da andlise
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quimiométrica é indispensavel para superar a interpretacdo visual que é imprecisa.
Dessa forma, aliar métodos quimiométricos a informagdo espectral € util na
interpretacdo das respostas analiticas, visto que essas sdo complexas e dificeis de

interpretar por simples inspecao dos espectros.

55 ANALISES QUIMIOMETRICAS

Como foi discutido na sec¢édo 3.4.3, o pré-tratamento de dados é necessario
antes da analise de dados multivariados. Visto que, dados digitais, como 0s espectros
Raman, sdo sinais sequenciais no tempo, que podem apresentar informacao
redundante ou ruidosa. Sendo assim, é fundamental eliminar a ndo linearidade dos
espectros, assim como o ruido, afim de extrair a informacéao analitica relevante (Diniz,
2013).

Os espectros Raman foram adquiridos na faixa de 200-3200 nm. A fim de
remover caracteristicas de linha de base indesejaveis, 0os espectros da primeira
derivada foram calculados usando um filtro Savitzky-Golay com um polinbmio de
segunda ordem e uma janela de 15 pontos. Na Figura 19, sdo apresentados 0s
espectros derivados para o grupo de controle (em vermelho) e neoplasia (em azul).

Figura 19: Espectros derivados para as amostra de sangue do grupo de controle (em vermelho) e

neoplasia (em azul).
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Fonte: autoria propria.

Como foi mencionado na sec¢do 3.4.2, a andlise canbnica de Fisher (CVA)

produz uma combinacado linear das variaveis originais (nimeros de onda), com o
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propdsito de tornar as amostras de um grupo mais semelhantes entre si e mais
distintas de amostras pertencentes a outros grupos, maximizando a variancia
intergrupos, ao passo que minimiza a variancia intragrupo. Devido a limitacbes
matematicas, a CVA nao é capaz de operar com dados que possuem muitas variaveis
correlacionadas, que é o que ocorre com dados espectrais, sendo assim, faz-se
necessario o uso do algoritmo das proje¢cfes sucessivas (SPA), para selecionar os
nameros de onda mais representativos. Dessa forma, é possivel discriminar pacientes
do grupo de controle dos pertencentes ao grupo de neoplasia.

ApGs aplicar o SPA, os numeros de onda selecionados, para serem aplicados
no modelo CVA, foram: 1129,2; 1330,0; 1516,7; 1535,8; 1608,5; 1636,8 e 1702,5 cm"
1. O espectro médio, tanto do grupo controle, quanto de neoplasia, com 0s nimeros

de onda selecionados, € apresentado na Figura 20.

Figura 20: Espectro médio dos grupos controle e neoplasia com os nimeros de onda selecionados
(que serdo utilizados no modelo CVA).
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Fonte: autoria propria.

Os numeros de onda mais importantes, obtidos via SPA, foram combinados
com a analise canobnica de Fisher. Na Figura 21, € apresentado o resultado obtido
pelo modelo. E possivel observar uma boa discriminagdo entre os grupos controle e
neoplasia, onde 84 % das amostras foram distinguidas corretamente pelo método

empregado.



Figura 21: Projecdo dos objetos na primeira variavel canénica (CV1).

Fonte: autoria propria.
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As variaveis canonicas indicam dire¢cdes em que as diferencas entre 0s grupos

sdo maximizadas em relagdo as variagbes dentro dos grupos (Ferreira, 2022).

Variaveis que apresentam maiores valores de pesos indicam que o respectivo

comprimento de onda teve significativa importancia na tendéncia de separacao entre

0s grupos. O gréafico de pesos dos numeros de onda selecionados é exibido na Figura

22.

Figura 22: Gréfico de pesos dos numeros de onda selecionados utilizados na andlise candnica de

Fisher.

Fonte: autoria propria.
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Observa-se que os comprimentos de onda 1636,8 e 1702,5 cm™ sdo os mais
importantes para a primeira variavel candnica. Estes modos vibracionais estdo
relacionados a estiramentos de grupos amida sendo uma combinacdo dos
estiramentos vC=0, vVCNH e vCN, que compdem este grupo. Este resultado sugere
que o modelo foi capaz de identificar a presenca de caracteristicas proteicas que
diferem entre os grupos analisados.

6 AVALIACAO DO IMPACTO ECONOMICO

A deteccéo precoce e precisa de doencas permite uma intervencao eficaz. O
cancer de endométrio € a neoplasia genital maligna mais comum em paises
desenvolvidos. A maioria dos casos de CE séo diagnosticados no inicio da doenca, o
gue resulta em uma alta taxa de sobrevida. Entretanto, os métodos atuais de triagem
possuem limitagbes, por exemplo, a ultrassonografia transvaginal tem baixa
concordancia intra e interobservadores. A bidpsia de endométrio as cegas apresenta
baixa sensibilidade e especificidade, a histeroscopia, que apresenta maior exatidao
diagndstica, € um procedimento invasivo, caro sendo restrito a poucos hospitais.

Diante das delimitacbes das técnicas atuais de diagnéstico, surge a
necessidade de métodos menos invasivos, mais rapidos e com melhor precisédo para
detectar biomarcadores cancerigenos. A espectroscopia Raman é capaz de fornecer
informacdes moleculares em tempo real com um custo inferior ao de outras técnicas,
como ultrassom e ressonancia magnética. Dessa forma, a espectroscopia Raman
pode ser utilizada como uma ferramenta de andlise de materiais biolégicos com
aplicacao na caracterizacdo de células cancerigenas. Segundo Depciuh et al., ainda
existem poucos estudos publicados que analisam tecidos endometriais patoldgicos a
partir da espectroscopia Raman.

Os resultados obtidos nesse trabalho, demostram a eficacia da espectroscopia
Raman, aliada a métodos quimiométricos, como uma técnica optica nao invasiva. Os
mesmos podem proporcionar perspectivas de uma futura aplicacdo de diagnéstico

clinico.

7 IMPACTO DA PROPOSTA NA CADEIA TECNOLOGICA
Este Projeto Tecnologico possui baixo impacto na produtividade, visto que nao
€ voltado para processos industriais. Entretanto, a espectroscopia Raman tem
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potencial para caracterizar amostras bioldgicas, portanto, pode ser aplicada em
ambiente clinico e hospitalar.

Um ponto a ser destacado em estudos espectroquimicos, € a relacdo custo-
eficdcia dos substratos utilizados para apoiar a amostra (Paraskevaidi et al., 2018).
Os substratos plasmonicos para espectroscopia Raman intensificada por superficie,
sintetizados nesse trabalho, foram eficazes em intensificar o sinal Raman. A sintese
de nanoparticulas de prata requereu pouca quantidade de reagentes, assim como
baixa geracdo de residuos.

Diante do que foi exposto, o impacto tecnoldgico e cientifico € mais relevante,
uma vez que a espectroscopia Raman intensificada por superficie pode ser utilizada
como ferramenta de rastreio de cancer de endométrio em pacientes com suspeita da
doenca. O emprego desta técnica, em analises clinicas, pode permitir que um nimero
grande de pacientes seja avaliado diariamente, diminuindo a fila de espera de exames
ginecoldgicos, como a histeroscopia, por exemplo.

8 CONCLUSAO

Céancer de endométrio é o sexto tipo de cancer mais comum em pessoas com
Utero. O diagndstico precoce resulta em um prognostico favoravel da maioria dos
casos, com uma taxa de sobrevida de 80 %. Entretanto, exames como histeroscopia,
biépsia endometrial e curetagem sdo invasivos e caros. Diante disso, surge a
necessidade de desenvolver métodos menos invasivos, mais baratos e rapidos. A
Espectroscopia Raman esta sendo utilizada em estudos biolégicos e é considerada
uma nova ferramenta para rapidos diagnésticos.

As AgNPs sintetizadas apresentaram formato esférico com tamanhos 305 nm.
Os substratos sintetizados a partir das mesmas se mostraram eficientes quanto a
intensificacdo do sinal Raman para concentracdes, da molécula sonda (AM), de até
108 mol/L.

Tendo em vista a eficiéncia dos substratos sintetizados como substrato SERS
ativo, foi possivel utilizd-los como plataforma para identificacdo de cancer de
endométrio. Aliando as informacdes dos espectros SERS com calculos
guimiométricos foi constatado que os comprimentos de onda mais importantes para
diferenciacdo dos grupos foram 1636,8 e 1702,5 cm™, caracteristicos de estiramentos

do grupo amida I. A analise canbnica de Fisher forneceu uma boa discriminagao entre
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0S grupos controle e neoplasia, onde 84 % das amostras foram distinguidas
corretamente pelo método.

Os resultados obtidos nesse trabalho mostram a eficiéncia de substratos
nanoestruturados na intensificacdo dos sinais Raman. Além disso, a espectroscopia
SERS, em conjunto com métodos quimiométricos, demonstrou potencial para

caracterizar amostras bioldgicas, portanto, pode ser aplicada em analises clinicas.
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