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RESUMO

A Leishmania €& um género de protozoarios da familia
Trypanosomatidae, que inclui os parasitas causadores das leishmanioses. A
leishmaniose visceral € transmitida ao homem por insetos vetores ou
transmissores, conhecidos como flebotomineos. E causada por espécies do
género Leishmania, pertencentes ao complexo donovani. E uma zoonose
que representa um problema sério de saude publica com vérias
manifestagdes clinicas que dependem da espécie. O objetivo deste estudo
foi desenvolver um biossensor utilizando filme eletrodepositado de
magnetita/quitosana/polianilina (Fesz04-Quit-PANI). O filme de Fes0s-Quit-
PANI foi eletrodepositado, por meio da técnica de voltametria ciclica (VC). O
filme revelou a presenca de picos caracteristicos revelados no
voltamograma. O compoésito FeszOsNps-Quit-PANI exibiu correntes mais
elevadas do que o compdsito Quit-PANI, indicando que as nanoparticulas
favorecem a um incremento na é&rea superficial efetiva do eletrodo. A
obtencg&o do sistema sensor Fe3OsNps-Quit-PANI-Primer eishmania foi possivel
devido a adsorcdo fisica do primer que servirA como molécula de
bioreconhecimento para fitas complementares presentes em material
genbmico do verme e material genbmico extraido do soro de caes
infectados. Os testes de sensibilidade do sistema sensor Fe3OsNps-Quit-
PANI-Primerieishmania frente ao DNA gendmico em diferentes concentracdes
revelou uma reducdo na magnitude das correntes de pico, demonstrando a
hibridacdo especifica. Em adicdo, o sistema Fe30sNps-Quit-PANI-
Primerieishmania @0 Ser exposto a soro de cées infectados com Leishmaniose
revelou boa sensibilidade de deteccdo em diferentes concentracbes do
material teste (1ng/uL, 0,1 ng/uL, 0,01 ng/uL, 0,001 ng/uL e 0,0001 ng/uL).
Desta forma, o sistema Fe3OsNps-Quit-PANI-Primerieishmania € Viavel para a

biodeteccéo de Leishmania em soro de cées infectados.

Palavras-chave: Biossensor. Nanoparticulas. Polimeros. Voltametria.

Impedancia.



ABSTRACT

Leishmania is a genus of protozoa of the family Trypanosomatidae,
which includes the parasites that cause leishmaniasis. Visceral leishmaniasis
is transmitted to man by insect vectors or transmitters known as sandflies. It
is caused by species of the genus Leishmania, belonging to the donovani
complex. It is a well-publicized zoonosis, which represents a serious public
health problem with several clinical manifestations that depend on the
species.. The objective of this study was to develop a biosensor using
magnetite/chitosan/polyaniline electrodeposited film (Fez0as-Quit-PANI). The
Fes04-Quit-PANI film was electrodeposited by means of the cyclic
voltammetry (VC) technique. VC analysis revealed a presence of
characteristic peaks in electrodeposited film. The Fesz04Nps-Quit-PANI
composite exhibited higher currents than the Quit-PANI composite, indicating
that nanoparticles favor an increase in the effective surface area of the
electrode. Obtaining FesO4Nps-Quit-PANI-PrimerLeishmania sensor system
is accessible to the physical adsorption of the primer that serves as a bio-
recognition molecule for complementary ribbons present in worm genomic
material and genomic material extracted from the serum of infected dogs.
Sensitivity testis of Fesz0aNps-Quit-PANI-Primerieishmania Sensor system
against genomic DNA at different concentrations revealed a reduction in
magnitude of peak currents, demonstrating a specific hybridization. In
addition, the Fe3Os Nps-Quit-PANI-Primerieishmania System on exposure to
sera from dogs infected with Leishmaniasis revealed good detection
sensitivity at different test material concentrations (1 ng / ml, 0.1 ng / ml, 0.01
ng / yL, 0.001 ng / pl and 0.0001 ng / pl). Thus, Fe3OsNps-Quit-PANI-
Primerieishmania System is feasible for a Leishmania biodetection in sera from

infected dogs

Keywords: Biosensor. Nanoparticles. Polymers. Voltametric.Impedimetric.
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1. INTRODUCAO

A Leishmania €& um género de protozoarios da familia
Trypanosomatidae, que inclui os parasitas causadores das leishmanioses. A
leishmaniose visceral (LV) é transmitida ao homem por insetos vetores ou
transmissores, conhecidos como flebotomineos (Souto et al, 2013). A
transmissdo acontece quando uma fémea infectada passa o protozoario a
uma vitima sem a infec¢éo, enquanto se alimenta de seu sangue (Diniz et al,
2010). E causada por espécies do género Leishmania, pertencentes ao
complexo donovani. S&o reconhecidas trés espécies como agentes
etiologicos da doenca destacando-se a Leishmania infantum (Souto et al,
2013). E uma zoonose largamente disseminada, que representa um
problema sério de saude publica com varias manifestacfes clinicas que
dependem da espécie. Além disso, a leishmaniose destaca-se como a
segunda causa de mortalidade dentre doencas negligenciadas (Reis et al,
2009). O numero de cées infectados constitui um problema na transmisséo
da infeccdo para humanos. Aspectos clinicos para o diagndstico sao de
extrema importancia devido a presenca de sinais e sintomas inespecificos
em oligossintomaticos (Gontijo et al, 2004).

Os exames parasitolégicos sdo considerados métodos de referéncia
no diagnostico da LV, ainda que requeiram procedimentos invasivos e a
necessidade de profissionais experientes. Sado ainda procedimentos que
demandam trabalho intensivo e que nédo apresenta sensibilidade ideal. A
confirmacédo de LV pode ser feita pela demonstracao direta em esfregacos
ou pelo cultivo do parasito obtido de baco, figado, medula éssea ou
linfonodos (Reis et al, 2009). A especificidade dos métodos parasitoldgicos €
de cerca de 100%, mas a sensibilidade € bastante variavel, pois a
distribuicdo dos parasitas ndo € homogénea no tecido e varia de 95 a 98%
quando se utiliza o aspirado de baco, de 76 a 91% para o de figado, de 52 a
89% para 0 de medula 6ssea e 52 a 69% para o de linfonodos (Gontijo et al,
2004).

Além disso, varios testes como o ELISA, imunofluorescéncia e

ensaios imunocromatograficos destinam-se para o diagnoéstico da LV
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(Gontijo et al, 2004).

No entanto, os testes supracitados apresentam como principal
limitacdo a reag&o cruzada com outras parasitoses e baixa sensibilidade na
deteccdo de casos assintomaticos. Dessa forma o desenvolvimento de
novas ferramentas de deteccédo da L. chagasi de forma rapida e sensivel é
de extrema importancia, destacando-se odesenvolvimento de biossensores
eletroquimicos impedimétricos e voltamétricos (Mohan et al, 2011).

Biossensores sdo pequenos dispositivos que utilizam componentes
biolégicos como elementos de reconhecimento de outros representantes
biolégicos, como virus, bactérias, fungos ou mesmo células cancerigenas.
Para construcdo de biossensores eletroquimicos, € de extrema importancia
imobilizar os elementos de reconhecimento sobre o eletrodo para fornecer
0os sitios de reconhecimento molecular, associado a isso vem sendo
utilizados nanomateriais para facilitar a deteccao do analito de interesse com
sensibilidade (Mugasa et al, 2010).

Os biossensores eletroquimicos de DNA baseados na hibridizacéo de
acido nucléico tem recebido uma consideravel atencdo devido a sua
potencial aplicacdo para o diagnéstico de varias doencas (Mohan et al,
2011).

O presente trabalho refere-se a duas plataformas, onde a primeira
baseia-se na aplicacdo de uma sequéncia curta de oligonucleotideos (sonda
de DNA) ligados eletrostaticamente a superficie de nanoparticulas de
magnetita (NpsFes0a4), quitosana, polianilina e a segunda utilizando também
sonda de DNA, acido mercaptopropionico, EDC NHS e ZNOsNHs, para
deteccdo de patdbgenos em amostras com baixas concentracdes (Zhang et
al, 2006).

A modificagdo da superficie do eletrodo, com nanoparticulas
metélicas tem levado ao desenvolvimento de varios sensores
eletroquimicos. Nanoparticulas de Oxido de ferro (FesOas) apresentam
propriedades como aumento da area de superficie, magnetismo, reducao
quimica, ligante e caracteristicas opticas (Fang et al, 2008) Além disso, tem

diversas outras vantagens entre elas a capacidade de associagédo a outras
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nanoparticulas metalicas sem alterar suas propriedades. No
desenvolvimento de biossensores utilizando DNA essas nanoparticulas tém
sido utilizadas diante de suas excelentes propriedades (Xui et al, 2007).

A quitosana € um biopolimero natural, abundante que apresenta
excelente capacidade de formacdo de filme, baixa toxicidade, boa

permeabilidade em agua e

Em adicéo, a segunda parte deste trabalho se objetiva em utilizar
acido mercaptopropidnico e nanoparticulas de O6xido de zinco aminada
(ZnONps). O acido mercaptopropibnico diante de suas adequadas
propriedades vem sendo muito utilizado para fazer automontagem de
camadas para desenvolvimento de biossensores (Doleman et al, 2007).
Além disso, as nanoparticulas de 6xido de zinco (ZnO) tém atraido cada vez
mais atencdo das industrias e pesquisadores no sentido de desenvolver
aplicacdes inovadoras com este nanomaterial em areas como a da saude e
de alimentos (Doleman et al, 2007). Entre as inUmeras vantagens do seu
uso, por ser excelente bactericida e fungicida, as ZnONps se destacam por

serem biocompativeis (Drummond et al, 2003).

19



1.2 Objetivos

1.2.1 Geral

Caracterizacdo impedimétrica e voltamétrica dos sistemas NPs-
Fe304/ Quitosana/PANI e AMP-ZnONHs visando o desenvolvimento
de biodispositivos nanoestruturados para a identificacdo de L.
chagasi.

1.2.3 Especificos

Avaliacdo fisico-quimica dos parametros relacionados as
etapas de modificacdo da superficie do eletrodo metalico;
Determinacéo de parametros fisico-quimicos da sonda de Leishmania
aminada e ndo-aminada, a qual seré utilizada como elemento de
biodeteccéo;

Avaliacdo das caracteristicas eletroquimicas da interacdo das sondas
de L. chagasi com o sistema NPs-Fe304/ Quit/ PANI e AMP-ZnONHs.
Estudo das propriedades interfaciais dos sistemas NPS-Fesz0a4/ Quit/
PANI- SondaLeish € AMP-ZNnONHs-Sondaceish, bem como avaliagdo da
bioatividade deste sistema frente a amostras do genoma de L.
chagasi isolado de amostras clinicas;

Andlise morfologica e estrutural dos filmes biol6gicos de NPS-
Fe304/Quit/PANI-Sondasteish € NPS-Fe304/Quit/PANI-Sondasteish-
Genoma por microscopia de forca atdbmica;

Andlise morfolégica e estrutural dos filmes biol6gicos de AMP-
ZNONHs- Sondadeish, AMP-ZnONHs-SondaceissGenoma por
microscopia de forca atbmica;

Determinacdo da capacitancia da dupla camada elétrica (Cdl) através
de célculos tedricos a partir de resultados experimentais e da
resisténcia a transferéncia de carga (Zre);

Determinacdo das correntes de pico anddicas (ipa) e catddicas (ipc)

dos voltamogramas ciclicos.
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2. REVISAO DA LITERATURA
2.1.Historico

A primeira descricdo da Leishmaniose Visceral (LV) foi na Grécia, em
1835 onde anteriormente era conhecida como “ponos” (Deus da dor, na
mitologia grega). Em 1869 foi denominada na india de “Kala-jwar” (febre
negra) ou “Kala-azar” (Calazar) em virtude do escurecimento da pele
ocorrido durante a doenga (Marzochi et al, 1981). William Boog Leishman no
ano de 1900, em Bengal na india, identificou a presenca de um protozoario
no baco de um soldado que foi a 6bito em decorréncia da febre “Dum Dum”
(Marzochi et al, 1981). Em 1903, o agente etioldgico foi descrito por
Donovan que demonstrou a presenca dos parasitos em aspirados esplénicos
de uma crianca que apresentava febre irregular. Pesquisadores encontraram
parasitos em cdes no ano de 1908, na Tunisia, sugerindo o papel destes
animais como reservatérios (Michalick et al, 2005). Apenas no ano de 1931 é
que os flebotomineos foram incriminados como vetores, onde a transmissao
da doenca ficou conhecida através de xenodiagnéstico em hamsters
(Michalick et al, 2005). No Brasil em 1934, Henrigue Penna relatou os
primeiros casos da infeccdo no pais a partir de laminas histologicas de
figado examinadas post mortem para diagndstico de febre amarela (Lainson
et al., 1986; Genaro, 2000). Evandro Chagas estudando a epidemiologia da
doenca suspeitou gque 0 mosquito responsavel pela transmissdo aos
humanos fosse o flebotomineo Lutzomya longipalpis devido sua constante
presenca ao redor e no interior das residéncias de pacientes doentes
(Rangel et al, 2003). Em 1953, ap6s um surto em humanos com LV no
Ceara, pesquisadores realizaram uma investigagdo epidemiologica da

doenca e verificaram infec¢ao natural em raposas (Rangel et al, 2003).

3.2. Agente etiologico e Transmisséo
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A Leishmania € um género de protozoérios da familia Trypanosomatidae,

gue inclui os parasitas causadores das leishmanioses. A Leishmaniose visceral,
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calazar, € uma doenga transmitida pelo “mosquito-palha” (Lutzomyia
longipalpis) (Figura 1), que, ao picar, introduz na circulacdo do hospedeiro o
protozodario Leishmania chagasi também denominado Leishmania infantum
(Figura 1) (Campos, 2007). Os insetos desta familia sdo pequenos e tem como
caracteristicas a coloracédo de cor palha e, em posicdo de repouso suas asas
permanecem eretas e semi abertas. Por essas caracteristicas sdo, conhecidos

como mosquito palha (Vilela et al, 2013).

Figura 1- Mosquito palha. Fonte: (Michalick et al, 2005).

Esses protozoarios sdo responsaveis por um amplo espectro de doencas
tropicais e subtropicais do homem e de outros animais (Vilela et al, 2013). As
principais formas encontradas durante o ciclo de vida (Figura 2) sdo a forma

flagelada ou promastigota e forma aflagelada ou amastigota (Campos, 2007).

O ciclo biologico do vetor compreende uma fase larvaria terrestre, em locais
umidos, sombreados e ricos em matéria organica. Do ovo a fase adulta
decorrem cerca de 30 dias. As fémeas sdo hematdfagas obrigatorias, pois
necessitam de sangue para 0 desenvolvimento dos ovos, tendo habito
alimentar noturno que se inicia cerca de 1 hora apos o crepusculo (Brasil,
2010).

A infeccdo do vetor ocorre pela ingestdo, durante o repasto sanglineo, de
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formas amastigotas da Leishmania existentes no citoplasma de macréfagos
presentes na derme do hospedeiro infectado. No tubo digestivo do inseto
transformam-se em promastigotas que se multiplicam e, apos 3 a 4 dias, as
fémeas tornam-se infectantes (Brasil, 2010). Durante novo repasto sangtineo
ocorre a inoculacdo das formas amastigotas que se multiplicam e disseminam

por via hematogénica fechando o ciclo de transmissao (Murray, 2005).

A transmissdo acontece quando uma fémea infectada passa o protozodrio a
uma vitima sem a infeccdo, enquanto se alimenta de seu sangue (Vilela et al,
2013).

Estédgios de flebotomineos Estdgios em humanos

Flebotomineo ingere sangue de
um individuo sauddvel
(injetando com sua saliva 6 No organismo os
0 g p arios na forma de p i p i sdo
Promastigotas dividem- fagocitados por
s€ no intestino e

migram para a faringe
do inseto

, macréfagos
= / N
%%\/é EANAY i
e
\ Promastigotas se
t / D transformam em

amastigotas dentro de
macrofagos &

Amastigotas se transformam em
promastigotas

©S -
e Amastigotas se
® e & ; Ao multiplicam dentro da
¥ o \ ~ células por divisdo
e ’;‘L~— V binaria {incluindo
Ingestao de células LS macréfagos) em varios
parasitadas 2 tecidos A
Flebotomineo ingere
sangue com macrélagos
infectados com
amastigotas

As Estagio infeccioso
A- Fase de diagnostico

Figura 2- Ciclo do flebotomineo. Forma amastigota e

promastigota. Fonte: (Genaro et al, 2000).



2.3 EPIDEMIOLOGIA

A Leishmaniose € uma zoonose emergente com ampla distribuicdo
em paises de clima tropical e subtropical, atinge mais de 98 paises em todo
mundo. E considerada pela Organiza¢do Mundial da Satide (OMS), uma das
patologias que

mais causa impacto aos cofres publicos mundiais (Oliart-guzméan et al,
2013). E uma doenca debilitante, que fica atras apenas da Malaria e
Tuberculose. Estima-se que 12-15 milhdes de pessoas estdo infectadas no
mundo e aproximadamente 1,5-2 milhdes de novos casos por ano. Desses
500.000 casos sao de Leishmaniose Visceral (LV) e 1.500.000 de
Leishmaniose cutanea (Oliveira et al, 2013). A Leishmaniose cutanea
demonstra uma tendéncia de regresséo da patologia naturalmente, deixando
cicatrizar no local, em contrapartida a Leishmaniose Visceral quando nao
tratada € causa de 59.000 mortes anuais (35.000 homens e 24.000
mulheres) (Gontijo et al, 2004). Como ja citado, o primeiro caso descrito de
LV no Brasil ocorreu em 1934, quando foram encontradas amastigotas de
Leishmania em cortes histolégicos de figado de pessoas que morreram com
suspeita de febre amarela (Brasil, 2014). Ap6s passados 20 anos foi
registrado o primeiro surto da doenca em Sobral, no Ceara. J& em meados
dos anos 80, constatou-se uma transformacao drastica na distribuicdo
geografica da LV (Queiroz et al, 2004). A Leishmaniose avancou inclusive
para as periferias de grandes cidades, onde antes era apenas restrita a
alguns lugares principalmente do Nordeste. A doenca é mais frequente em
menores de 10 anos (58%) e o0 sexo masculino é proporcionalmente o mais
afetado (Oliveira et al, 2013). Criancas tém uma susceptibilidade diante do
sistema imunolégico mais fragilizado e outros fatores como desnutricdo que
sdo comuns em areas endémicas (Gontijo et al, 2013). Os cades sdo bastante
susceptiveis a infeccdo por LV e devido a sua estreita relagdo com o
homem, sédo considerados os reservatérios de maior importancia para a

transmissao da doenca ao ser humano (Brasil, 2014).

Os dados epidemiologicos dos ultimos dez anos revelam a

urbanizacdo da LV, destacando-se os surtos ocorridos no Rio de Janeiro,
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Belo Horizonte, Aracatuba, Santarém, Corumba, Teresina, Natal, Sdo Luis,
Fortaleza, Camacari, Trés Lagoas, Campo Grande e Palmas (Queiroz et al,
2004).

Estudo realizado em Pernambuco por Alves et al 2016, mostrou que a
taxa de incidéncia média de Leishmaniose Visceral no estado variou de 0,9
a 3,62 casos/100 mil habitantes e o ano de 2014 teve o maior numero de
casos. Os municipios da Regido Metropolitana do Recife (capital do estado)
tiveram uma taxa média (0,77) inferior aos demais (2,2). Predominaram o
sexo masculino (61,3%), faixa etéria até 14 anos (58,4%) e escolaridade até
0 ensino médio completo (72,9%). No inicio da série historica, a maioria dos
casos (66%) da doenca residiam em zona rural e, nos ultimos anos, em zona
urbana. ldentificou-se que 70% dos municipios pernambucanos tiveram pelo

menos um caso da doenca.

2.4 Sintomas

Alteracdo do estado geral, febre, palidez, fraqueza e aumento das
visceras - principalmente do baco, do figado e da medula 6ssea. Nos cées
também pode haver descamacdo de pele e crescimento progressivo das
unhas (Gontijo, et al. 2004).

2.5 Métodos de diagndstico e Tratamento

O diagndstico da Leishmaniose no Sistema Unico de Salde baseia-se

principalmente em exames imunoldgicos e parasitologicos.

Diagnostico imunoldgico: Pesquisa de anticorpos contra Leishmania

Ensaio imunoenzimatico (ELISA): O ELISA é considerado método de
triagem. Sua sensibilidade varia de 71 a 100% e sua especificidade entre 85
e 100%; os fatores que influenciam estas variaveis sdo o antigeno utilizado
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(bruto ou recombinante) e o protocolo padréo (tempo de incubacéo e tipo de
microplaca utilizada). Uma limitacdo desse teste é a reacdo cruzada com

outros parasitas como o Trypanosoma cruzi (Loureiro et al, 1998).

Imunofluorescéncia indireta (RIFI): E reconhecido como “padrdo-
ouro”, tanto para LV humana quanto canina. Apesar de apresentar menor
sensibilidade e especificidade que o ELISA, tem sido o método mais

comumente utilizado (Ikeda- Garcia et al, 2007).

Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR): Técnica baseada na
amplificagéo de fragmentos de DNA. A utilizagéo da PCR permite a detec¢do
do parasita com o uso de sondas especificas de forma ndo invasiva.
Trata-se de uma técnica ainda restrita por ser cara, necessitar de
profissionais bem capacitados, possibilidade de contaminagdo das amostras
entre outros fatores (Fio Cruz, 2009).

Intradermorreacdo de Reacdo de Montenegro (IDRM): consiste na
inoculacao intradérmica de antigeno padronizado (leishmania), com leitura
apos 48 a 72 horas. De acordo com Thomé et al, 1999, a mesma nao
apresenta bons resultados para o diagndéstico da LVC. Ela tem sido usada,

porém necessitando de estudos sobre possiveis rea¢des cruzadas.

Diagnostico parasitolégico

Diagnéstico parasitoldgico: busca de formas amastigotas do parasito
(Sampaio et al, 2002).

Exame direto: E realizada a busca de formas amastigotas através de
amostras de linfonodo, medula éssea etc, através das coloracdes de Giemsa
ou Wright, Leishman, Panético. Nem sempre o parasita € encontrado, pois
depende da distribuicdo na lamina, da coleta, de infeccbes secundarias etc.
Dentre as limitacdes do meétodo, encontra-se a probabilidade de diagnostico
falso-negativo em infeccdes recentes (Queiroz et al, 2010).

Isolamento em meio de cultura (in vitro): Inoculacédo do material em

meio de cultura contendo agar, NaCl, agua destilada e sangue de coelho
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retirado da puncéo aspirativa da lesdo ou da biopsia triturada. Método com
baixa sensibilidade porém melhor do que o exame direto. O controle da
temperatura e demora do diagnostico, sdo algumas das limitacdes desse
método (Schubach, 2001).

No Brasil, os medicamentos utilizados para o tratamento de LV sdo o
antimonial pentavalente e anfotericina B (Pelissari et al, 2011). A escolha de
cada um deles devera considerar a faixa etaria, presenca de gravidez,
comorbidades e o perfil de toxicidade das drogas. Todos os medicamentos
citados, tanto para o tratamento da LV quanto da LTA, sdo téxicos e podem

apresentar eventos adversos (Nogueira, 2009).

Desta forma, torna-se necessério o desenvolvimento de novas
ferramentas de diagndstico, como 0s biossensores, para Leishmaniose com

o intuito de favorecer uma melhor estratégia de tratamento.

2..6 Biossensor

Biossensores sdo dispositivos que utilizam componentes bioldgicos
como elementos de reconhecimento de outras moléculas biolégicas, como

virus, bactérias, fungos ou mesmo células cancerigenas (Wang et al, 2014).

Dentre os elementos de reconhecimento biolégicos utilizados na
construgdo de biossensores, destacam-se: sequéncias de DNA ou RNA,
enzimas, antigeno, anticorpo, organelas, peptideos, organismos e ceélulas
(Salgado et al, 2001). Assim, um biossensor combina a especificidade de um
componente biolégico ativo, para o analito de interesse, com a sensibilidade
de um transdutor que tem como funcédo a traducéo da informacgao a partir de
uma informacao bioquimica, geralmente em concentragéo do analito, em um
sinal de saida, quimico ou fisico, com uma sensibilidade definida. Sendo
assim, seu principal objetivo é fornecer um elevado grau de seletividade para

um determinado analito (Souza et al, 2011).
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Na Figura 3 pode-se observar o esquema de funcionamento de um
biossensor, onde o analito € reconhecido pelo biorreceptor. Interacéo
resultante é transformada num sinal elétrico pelo transdutor e registrado

através do processamento de dados (Diaz-gonzalez et al, 2005)

ANALITO BIORRECEPTOR TRANSDUTOR SINAL
MENSURAVEL

Amperométrico
Potenciométrico

Calorimétrico Processamento de dados
Acidos nucleicos Piezoelétrico
Enzimas Magnético
Anticorpos Fotométrico

Receptores celulares
Microrganismos

Figura 3- Esquema de Funcionamento de um Biossensor. Fonte:
(Gontijo et al, 2004)

Nos ultimos anos estudos (Wang et al, 2014, Souza et al 2011,
Queiroz et al, 2010), comprovaram que o0 uso dos biossensores traz uma
série de vantagens. Sao altamente sensiveis e seletivos, relativamente
faceis em termos de desenvolvimento, além de acessiveis, baixo custo,

necessidade de pouca amostra, andlise direta, prontos para uso.

2.6.1 Classificagcao dos Biossensores

Os biossensores podem ser classificados de acordo com o elemento

bioldgico de reconhecimento ou transdutor.
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2.6.2. Biossensores quanto ao elemento de reconhecimento biologico

Dentre os tipos de sensores que seguem esta classificagdo podemos
destacar 0s biossensores enzimaticos, imunossensores, 0s baseados em

células, os genossensores e aptassensores (Chambers et al, 2008).

Os biossensores enzimaticos fazem utilizacdo de enzimas como
elementos bioreceptores, como € o caso da glicose oxidase utilizada na
mensuracao da glicose no sangue. Além do uso da glicose oxidase, varias
outras enzimas sdo utilizadas na construcdo de biosensores, tais como a

urease, penicilinase e alcool dehidrogenase (Riccardi, 2002).

Os imunossensores sdo baseados na reacdo imunoldgica, sendo
gque o antigeno ou anticorpo é imobilizado na superficie do transdutor.
Assim, diversos tipos de imunossensores podem ser construidos, de acordo

com o tipo de transdutor empregado (Thevenot, 2001).

Os biossensores celulares utilizam microorganismos,
especialmente, para o monitoramento ambiental de poluentes. As células
sdo incorporadas a superficie de um eletrodo, sendo o principio de operacdo
muito semelhante aos biossensores enziméticos. Contudo, apresentam

custo reduzido, maior atividade catalitica e estabilidade (Labuda, 2010).

Ja o0s genossensores sao biossensores eletroquimicos de DNA ou
RNA, baseados na hibridagédo do &cido nucleico (Xing et al, 2014).

Os aptasensores sao biossensores que utilizam aptameros como
elemento de bioreconhecimento. Os aptameros séo sequéncias de DNA ou
RNA (Gaua et al, 2005).

2.6.3. Biossensores quanto ao sistema transdutor

Os biossensores podem ser classificados quanto ao sistema

transdutor em  eletroquimicos, condutimétricos, = amperoméetricos,
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potenciométricos, colorimétricos, piezoelétricos e oOpticos (Figura 4) (Wang,
2005).

[ TRANSDUTORES ]

4 4
[ Eletrcquimiccs] Calorimétricos [ Piezoelétricos ] [ Opticos ]

[ Condutimétricos ] [Ampercmétriccs] [ Pctencicmétriccs]

Figura 4- Classificacao dos transdutores. Fonte: (Wang et al, 2014).

Os biossensores eletroquimicos sdo 0s biossensores mais
comumente utilizados nos testes de monitoramento e diagndstico em
andlises clinicas. Eles transformam o efeito de interacbes eletroquimicas
entre analito e eletrodo em sinais elétricos. Esses dispositivos envolvem as
técnicas de potenciometria, voltametria e espectroscopia de impedancia,

entre outras (Gerard et all, 2002).

Os biossensores condutimétricos medem as alteragbes na
condutancia entre um par de eletrodos metalicos como consequéncia da
acdo do elemento biologico. A condutividade é a funcdo linear da
concentracdo ibnica, porém, ndo é especifica para um dado tipo idnico

(Mehrvar, 2004).

Os biossensores amperomeétricos medem as alteragcées na corrente
do eletrodo de trabalho devido a oxidacdo direta dos produtos de uma
reacao bioldgica. Nesta técnica é aplicado um potencial fixo suficiente para

efetivacdo de um processo redox na célula eletroquimica (Mehrvar, 2004). E



para as analises quantitativas, determina-se que quanto menor e mais
préximo de zero for o potencial, menores serdo os problemas relacionados a

interferentes. Sendo este conceito também

aplicavel aos biossensores voltamétricos. Uma célula amperométrica pode

conter dois ou trés eletrodos (Chambers et al, 2008).

Os potenciométricos baseiam-se na medicdo dos potenciais do
eletrodo de trabalho em relacdo a um eletrodo de referéncia. Como exemplo,

os eletrodos ions seletivos (Thevenot, 2001).

Os biossensores calorimétricos detectam substratos baseados no
calor envolvido nas reacfes bioquimicas do analito com uma substancia
bioldgica ativa adequada, como uma enzima (Labuda, 2010). Ndo podem ser
utilizados em sistemas que apresentem trocas de calor muito baixas. A
perda do calor diminui a sensibilidade dos biossensores calorimétricos. Além
dos biossensores ja citados destacam-se também os piezoelétricos e 0s
opticos (Wang, 2005).

Os piezoelétricos transformam variacbes de massa de uma
determinada superficie em sinais elétricos. Técnicas de transducéo
utilizando microbalanca de cristal de quartzo (QCM) e microscopia de forca

atdmica (AFM) sao utilizadas nesse tipo de sensor (Gerard et al, 2002).

Os opticos sao baseados no principio de transducdo como a
absorbancia, refletancia, luminescéncia, fluorescéncia, indice de refracéo
efeitos fototérmicos e espalhamentos da radiacdo, em variacdes
colorimétricas. Neste tipo de biossensores a luz € conduzida por meio de
fibras Opticas até ao detector para guiar as ondas de luz como um eletrodo

ou semicondutor (Xing et al, 2014).

2..7 Genossensores

2.7.1. Uso e aplicacdes
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Acidos Nucleicos-

Os é&cidos nucléicos sé@o as biomoléculas mais importantes no que diz
respeito ao controle celular e informacdo genética, compondo e
armazenando os processos de transmissdo do DNA e RNA. Um acido
nucléico € formado por moléculas gigantes (chamadas macromoléculas)

que, por sua vez, sdo formadas por

nucleotideos (unidades monoméricas) compostos por aclcar (pentose), um

radical fosfato e uma base organica nitrogenada (Marques et al, 2008)

DNA RNA
O\ o Adenina |

‘\ ~ Guanina.\"-

oo Citosina .\‘"
o7 [Se=

Timina Uracila

Figura 5- Estrutura dos acidos nucleicos. Fonte: (Marques et al,
2008).

O comportamento eletroquimico do DNA e os efeitos de sua adsor¢cao
sobre diversos tipos de eletrodos (carbono, vidro, ouro etc), vém sendo

pesquisados ha varios anos.

Os biossensores baseados na hibridizagdo de acido nucléico tem

recebido uma consideravel atencdo devido a sua potencial aplicacdo para o
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diagnostico de varias doencas (Zhang et al, 2006). A resposta eletroquimica
sensivel é baseada na oxidacédo direta de acidos nucléicos, ou indiretamente
pela reacdo redox de moléculas indicadoras de hibridizacdo, como
indicadores quimicos. A utilizacdo de biossensores de acidos nucleico pode
ser vista em pesquisas envolvidas na deteccdo de doencas como:
Tuberculose (Zhang et al, 2006); Papilomavirus Bovino (Wang, 2005);
Dengue (Costa et al, 2014); Leishmaniose (Souza et al, 2011).

A versatilidade das técnicas eletroquimicas propiciou ndo apenas a
analise estrutural dos acidos nucléicos, como também sua determinacdo em

baixos niveis

de concentracdo (Costa et al, 2014). A voltametria € praticamente
insubstituivel na analise qualitativa e quantitativa de muitos compostos
organicos e na pesquisa de composicdo e estrutura de ions e moléculas
eletroquimicamente ativos em niveis de concentracdo muito baixos

(Nascimento et al, 2012).

Inicialmente, o biossensor de &cidos nucleicos € feito a partir da
imobilizacdo de uma sequéncia de DNA (sonda) na superficie transdutora,
visando o reconhecimento de sua sequéncia complementar (alvo). Existem
varios métodos de imobilizacdo sobre a superficie transdutora, tais com
adsorcao, encapsulacéo, ligacdo covalente e ligacdo covalente cruzada.
Para imobilizacdo sobre da sonda pode-se utilizar adsorcao fisica ou ligacdo
covalente (Nascimento et al, 2011) (Figura 5). Nos trabalhos desenvolvidos
utilizamos a adsorc¢do fisica da enzima que é o modo mais simples e rapido
de imobilizagdo. Baseia-se em interacdes fisicas entre a enzima e a
superficie da matriz (Marques et al, 2008). J4 a ligacdo covalente ocorre
entre os grupos funcionais da enzima e da superficie. A ligagdo covalente
cruzada ocorre atraves da formacao de um sistema reticulado das moléculas
da enzima, formando uma rede rigida, e a encapsulacdo ocorre através do
confinamento da enzima em uma membrana localizada na superficie do

eletrodo (Karamollaoglu et al, 2008).
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a) Adsorcdo  b) Ligacdo covalente  ¢) Englobamento  d) Ligagdo cruzada e) Afinidade

Figura 6- Esquema ilustrativo dos quatro tipos bésicos de
métodos de imobilizacdo: a) adsorcdo, b) ligacdo covalente c)
encapsulacdo, d) ligacdo covalente cruzada e (e) afinidade. Fonte:
(Adaptado de Dominguez-Benetton et al., 2013).

2.8. Modificacfes de superficies sensoras

2.8.1. Nanoparticulas

A nanotecnologia inclui a ciéncia de materiais para o dominio de
particulas e interfaces com dimensdes extremamente pequenas. As
nanoparticulas foram detectados na década de 1980, com um microscopio
eletrdnico (Quina et al, 2004). Uma nanoparticula € um corpo tendo uma
dimensédo da ordem de 100 (equivalente a cerca de mil atomos). Em 2000,
iniciou a comercializagdo de nanomateriais e, cada vez mais vem
aumentando o desenvolvimento e procura por estes produtos. Particulas
deste tamanho, ou "nanoparticulas”, apresentam uma grande area
superficial e, frequentemente, exibem propriedades mecéanicas, oOpticas,
magnéticas ou quimicas distintas de particulas e superficies macroscopicas
(Abdi, 2010). O aproveitamento dessas propriedades em aplicacbes
tecnologicas forma a base da nanotecnologia de materiais (Figura 6) (Quinta
et al, 2004).
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Figura 7- Comparacéo do tamanho de nanoparticulas. Fonte:
(Michalick et al, 2005).

A juncédo da nanoengenharia com a biologia permite a manipulacao
dos sistemas vivos e/ou construcdo de materiais biologicamente inspirados a
nivel molecular sendo, atualmente, um dos grandes desafios no
desenvolvimento de biossensores (Michalick et al, 2005).

Ha vérios anos, laboratérios ao redor do mundo desenvolvem
pesquisas na direcdo da miniaturizacdo, sobretudo de sistemas eletronicos,
nanoparticulas, sistemas nanoparticulados (Oliveira, 2008). Uma das
caracteristicas marcantes da nanotecnologia é sua multidisciplinaridade.
Trata-se de um encontro da quimica, fisica, engenharia e biologia. As
diferentes interfaces sao ricas de relevantes problemas cientificos e
oportunidades de geragéo de novas tecnologias (Campos, 2007).

A modificacdo da superficie do eletrodo, com compdsitos tem levado

ao desenvolvimento de varios sensores eletroquimicos.
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2.8.2. Polianilina e Quitosana: aplicacdes no desenvolvimento de

biossensores

Atualmente os materiais poliméricos sdo utilizados em grande escala,
em diversos setores da economia mundial (Sargentelli et al, 2010). Entre os
polimeros condutores, a polianilina (PANI) tem atraido grande atencéo
devido a sua ampla faixa de condutividade elétrica, propriedades
eletroquimicas e Opticas, associadas a estabilidade quimica em condi¢cdes
ambientais e facilidade de sintese (Medley, 2008). Nos ultimos anos, a
polianilina (PANI) e polimeros derivados da anilina tém recebido grande
atencdo pela estabilidade quimica em condicdes ambientais,
processabilidade, facilidade de polimerizacdo e de dopagem a baixo custo
(Vidotti et al, 2011). Apés a polimerizacdo quimica, a polianilina pode ser
produzida em escala industrial, obtendo-se em alguns casos, polimeros de
alta massa molecular, o que favorece a condutividade e a resisténcia
mecanica (Oliveira et al, 2011) (Melo, 2009).

vl i'\@%/ Q

— — N —

Reduzida Oxidada

Figura 8- Estrutura geral da Polianilina (PAN), mostrando as
unidades reduzidas (ganha elétrons) e oxidadas (perde elétrons).
Fonte: (Carvalho et al, 2006).

A polianilina e seus derivados formam uma outra classe de polimeros
condutores em relacdo ao processo de dopagem. Ela pode ser dopada por
protonacdo, isto é, sem que ocorra alteracdo do numero de elétrons
(oxidacéo/reducdo) associados a cadeia polimérica (Santana, 2012). A

polianilina pode ocorrer em diferentes estados de oxidag&do, dos quais a
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forma esmeraldina, 50% oxidada, € a mais estavel (Akira, 2005). A forma
base esmeraldina (isolante) do polimero pode reagir com &acidos (HCI)
resultando na forma sal esmeraldina (condutora) (Vicentini, 2013). A reacéo
de protonacgdo ocorre principalmente nos nitrogénios iminicos da polianilina
(-N=). Este estado contém duas unidades repetitivas, a amina-fenileno e a
iminaquinona (Carvalho, 2006). Além da elevada condutividade elétrica, que
chega a ordem de 10?2 S cm'?, outra propriedade interessante da polianilina é
exibir diferentes coloragbes quando se variam as condicbes de pH ou o

potencial elétrico (Figura 8) (Pacheco et al, 2013).
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Figura 9- Os trés estados de oxidacdo mais importantes da
polianilina: leucoesmeraldina, esmeraldina. Fonte: (Melo et al,
2009).

A quitosana é considerada um suporte ideal para imobilizacdo de
biomoléculas, sejam elas proteinas, enzimas, polinucleotideos, etc devido ao
grande percentual de grupos amino e hidroxila disponiveis em sua estrutura
quimica. Possui facilidade para formacéo de gel, é hidrofilica, biodegradéavel,
biocompativel e antibactericida (Brett et al, 1993). Além disso, ¢é
economicamente viavel, e bastante empregada na medicina, em produtos
farmacéuticos, na agricultura, em biotecnologia, na industria de cosméticos e
de alimentos e, também, como adsorvente na remocdo de corantes e no

tratamento de efluentes industriais (Carmo et al, 2014) (Oliveira, 2006).

Desta forma, a polianilina € um polimero condutor comercialmente



atraente devido a sua facilidade de sintese, boa estabilidade, facil controle
da condutividade e baixo custo de producdo em larga escala. Entretanto, a
polianilina ndo forma filmes finos com boas propriedades mecéanicas e seu
uso se torna limitado. Uma das formas de melhorar a processabilidade e as
propriedades mecéanicas da polianilina € a preparacdo de blendas e
compaésitos.

A quitosana € um biopolimero natural obtido a partir da desacetilacéo
da quitina, encontrada no exoesqueleto de crustaceos. A mistura desses
dois polimeros resulta na formacdo de uma blenda polimérica com finalidade
de se obter materiais com caracteristicas fisicas e fisico-quimicas
diferenciadas, combinadas de modo a conservar as vantagens de cada
polimero.

A quitosana, quimicamente modificada, tem sido empregada tanto na
forma de microesferas, quanto na de filmes, ou de pd, ou de membranas,
como adsorvente galactose oxidase, glutamato oxidase, glicose oxidase,
lactato oxidase,

peroxidase, sulfito oxidase) e na construcdo de

biossensores (Figura 9) (Santos, 2012).

CH,OH
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Figura 10- Estrutura Quimica da Quitosana. Fonte: (Oliveira, 2006).

2.8.3 Nanoparticulas de 6xido de ferro e biossensores

O surgimento da nanotecnologia trouxe varias oportunidades para
melhorar a sensibilidade, estabilidade e interferéncias das plataformas

biossensoras. As nanoparticulas despertam muito interesse diante de suas
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varias propriedades: alta eficiéncia catalitica, boa capacidade de adsorcao,

formacdao de filme entre outras propriedades (Devi et al, 2014).

Nanoparticulas magnéticas (NPMs) sdo materiais nanoestruturados
entre 1 e 100 nm de diametro que direcionam sua movimentagdo na
presenca de campo magnético. De maneira geral, a composicdo basica de
uma NPM é um metal (M) diretamente ligado a um oxido de ferro, que pode
ser exemplificado como MFe204. Assim, 0s sistemas magnéticos
nanoparticulados podem ser dispostos em duas classes: as nanoparticulas
constituidas de metais de transicdo (Mn, Co, Ti) e as nanoparticulas de
oxidos metélicos (FeO.Fe20s3, NiO, FeO). Dentre os oOxidos metéalicos
nanoparticulados, a magnetita, de estrutura molecular FesOs4, pode ser
considerado seu principal representante e objeto central desse trabalho. Isto
acontece porque esse material apresenta uma série de caracteristicas que o
tornam base para a construcdo de sistemas mais complexos e com
aplicacf6es nas mais diferentes vertentes tecnoldgicas.

As nanoparticulas magnéticas vém ganhando destaque nas
aplicacdes biolégicas, como a aplicacdo de diferentes formas de Oxido de
ferro, o 6xido de ferro (Il) FeO; oxido férrico (lll) Fe203 e éxido de ferro (I, 1lI)
Fes04) para procedimentos diagnésticos como ressonancia magnética
nuclear (RMN), carreador magnético de drogas, catélise e liberacdo
controlada de drogas e tratamento de cancer por hipertermia magnética
(Nougueira et al, 2009).

As aplicacBes terapéuticas exploram as duas maiores vantagens dos
oxidos de ferro: sua baixa toxicidade em seres humanos e a possibilidade de
se controlar sua magnetizagéo (Oliveira et al, 2008).

As nanoparticulas magnéticas, como as nanoparticulas de Fe304,
tém sido amplamente utilizadas na coleta e separacdo de moléculas
bioativas, na liberacdo direcionada de farmacos e em aplicacdes
biomédicas. As muitas técnicas de imobilizagdo de biomoléculas na
superficie de nanoparticulas magnéticas permitiram a producdo de
bioconjugados com propriedades magnéticas e estas substancias sao uteis
para a entrega e recuperacao de biomoléculas em aplicagcdes biomédicas
(Liu et al., 2015).
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Por causa de suas dimensdes submicrométricas e propriedades
quimicas e fisicas especiais, as nanoparticulas de Fe304 foram aplicadas
na construcao de biossensores baseados em DNA, proteinas e enzimas com
melhores limites de detecc¢éo, sensibilidade e tempos de resposta reduzidos.
Uma propriedade muito importante deste tipo de nanoparticulas para
biossensores eletroquimicos € sua capacidade de fornecer um
microambiente favoravel para biomoléculas, como proteinas, para trocar
elétrons diretamente com um eletrodo, melhorando assim a sensibilidade
dos biossensores eletroquimicos (Figura 10) (Wu et al., 2015, Cheng et al.,
2011).

Materiais © Grupos quimicos

scattering (SERS)

Eletroquimica

Potentiometric

7 Drugs
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HaN

nucleotidico . \, Materiais
Y, NH,
\ g o e
Moléculas | Mecanica

Figura 11: Visao geral das aplicacdes das nanoparticulas
magnéticas. Fonte: (Adaptado de Wu et al, 2015).

As nanoparticulas magnéticas tém despertado grande interesse na
area biotecnoldgica porque seu tamanho médio é menor ou comparavel com
o de virus (20 a 450 nm), proteinas (5 a 50 nm) e genes (2 nm de largura e

de 10 a 100 nm de comprimento). Além disso, a capacidade de serem
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manipuladas por um gradiente de campo magnético externo para transporte
e imobilizacdo in vivo de modo ndo- invasivo as tornam candidatas
promissoras para muitos estudos. Para atribuir uma variedade grande de
aplicacbes as NPMs, elas geralmente s&do funcionalizadas, contendo
basicamente um nudcleo magnético envolvido por uma camada polimérica
gue pode conter sitios ativos ancorando compostos organicos seletivos ou

metais (Tang et al., 2012).

A aplicacdo de nanoparticulas magnéticas em biossensores tem as
seguintes vantagens: (i) possibilidade de regeneracdo néo-quimica do
biossensor usando um campo magnético externo; (ii) Relacdo superficie-
volume extremamente alta e biocompatibilidade, resultando em aumento da
sensibilidade e (iii) Previne a agregacdo de moléculas guando as

nanoparticulas magnéticas sdo usadas diretamente como marcadores.

2.8.4.Nanoparticulas de 6xido de zinco (ZnONPSs)

A empregabilidade do o6xido de zinco é crescente por possuir
estabilidade quimica exibindo um grau significativo de seletividade a
substéancias toxicas (Patel et al., 2016),possuem uma notoriedade devido as
estabilidades fisicas e quimicas, alta capacidade oxidativa e largura de
banda proibida na regido UV ou visivel no espectro eletromagnético, baixo
custo, alta disponibilidade e baixa toxicidade (Seongpil et al.,2014), além da
biocompatibilidade expressiva, induzindo respostas especificas em
detrimento do seu uso (Aude-garcia et al.,2016).

O oxido de zinco (ZnO) € um tipo de semicondutor (3,37 eV), com
propriedades elétricas significativas (60 meV) (Nai-feng et al., 2014). Além
disso, atesta estabilidade em longo prazo, alta sensibilidade e confere
provavel aumento do sinal eletroquimico (Salih et al., 2016) garantindo sua
aplicacdo em biossensores.

Os 6xidos de metais nanoestruturados vém chamando muita atengéo
devido as suas interessantes propriedades de superficies dependentes de:

tamanho eletro- analitico, piezoelétrico, fotbnico que tornam atraente para
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aplicacoes de biossensores. Neste contexto Oxido de zinco tém sido
utilizados para imobilizacdo de proteinas, enzimas e antigenos para
transferéncia acelerada de elétrons entre biomoléculas e eletrodos
imobilizados desejados.

Esses destacam por ser nanomateriais com propriedades de grande
interesse pelo fato de possuir grande relagdo superficie-volume, alta
atividade de reacao superficial, alta eficiéncia catalitica e forte capacidade de
adsorcdo que os tornam potenciais candidatos a desempenhar um papel
catalitico na fabricacdo de imunossensores (Aness et al., 2009).

Dentre alguns sensores de 6xido de zinco podemos destacar o uso de
ZnONPs para deteccdo de antigeno do céancer ovariano (Gasparotto et al.,
2017), para imunodeteccao de cortisol (Vabina et al.,, 2015) avaliacdo dos
niveis de dopamina (Foodazas et al., 2012). Em adicéo, a literatura também
demonstra o uso de ZnONPs no desenvolvimento de aptasensores, como
por exemplo aptasensor para trombina uma importante proteina a envolvida

nos processos de coagulagcdo sanguinea (Evtugyn et al., 2013).

2.8.5. Eletropolimerizacdo como estratégia para

construcao de biossensores

A eletropolimerizagdo vem sendo muito utilizada como uma nova
estratégia para imobilizacdo do filme na superficie do eletrodo de ouro
(Costa et al, 2014). Uma das principais vantagens da eletropolimerizacéo
reside no fato de que, ha um maior controle dos parametros de producéo do
polimero, sendo possivel controlar precisamente a espessura dos filmes
depositados. Nesse processo, 0 polimero é oxidado devido a um potencial
aplicado na célula eletroquimica, sendo que os contra-ions sédo incorporados

(dopagem) para neutralizar a carga (Oliveira et al, 2008).

Os processos de eletropolimerizagcdo se iniciam em potenciais
anodicos, promovendo oxidagdo do mondmero proxima a interface
eletrodo/solucdo. Os mondémeros oxidados (cations radicais) podem sofrer
acoplamento com outros mondmeros oxidados, ou neutros, formando

dimeros, trimeros até oligbmeros, que se depositam na superficie do
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eletrodo (Figura 12) (Santos et al, 2016).
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Figura 12: Processo de eletropolimerizacdo. Fonte: Santos et al,
2016

Os polimeros mais utilizados como matrizes em biossensores sao 0s
condutores, tais como polianilina, polipirrol e seus derivados. Estes
polimeros podem ser usados em biossensores eletroquimicos e possibilitam
o desenvolvimento de novos materiais com maior sensibilidade e

seletividade.

Destaca-se que apesar de serem isolantes, os polimeros, que sao
conjugados, podem apresentar valores de condutividade acima de 1000 S.
cm-1 apdés um processo de dopagem quimica ou eletroquimica. A estrutura
dos polimeros se caracteriza por uma alternancia de ligacdes saturadas e
insaturadas, fazendo com que os elétrons n sejam deslocalizados ao longo

da cadeia polimérica principal.

No presente trabalho foi realizado eletropolimerizacéo utilizando NPs
Fe304, quitosana e polianilina, onde através de um potencial aplicado houve

0 processo de eletrodeposicdo na superficie do eletrodo.



2.9. METODOS ELETROQUIMICOS

2.9.1. Voltametria Ciclica

A voltametria ciclica é a técnica comumente usada para adquirir
informacdes qualitativas sobre os processos eletroquimicos (Costa et al,
2014). A eficiéncia desta técnica resulta de sua caracteristica de
rapidamente fornecer informagdes sobre a termodinamica de processos
redox, da cinética de reacfes heterogéneas de transferéncia de elétrons e
sobre reacGes quimicas acopladas a processos adsortivos (Garcia et al,
2015).

A voltametria ciclica consiste no varrimento de potencial de um
eletrodo de trabalho o qual se encontra mergulhado numa solucdo em
repouso, medindo-se a corrente resultante (Shi et al, 2014). Dado ser
impossivel medir potenciais absolutos, o potencial deste eletrodo é medido
relativamente a um eletrodo de referéncia eletrodo podendo ser de varios
tipos: Ag/AgCl, mercurio calomelano etc. Neste trabalho utilizou-se o de
Ag/AgCI (Silva et al, 2010). O potencial aplicado entre o eletrodo de trabalho
e o eletrodo de referéncia pode ser considerado um sinal de excitacdo e a
corrente resultante pode ser obtida como um sinal de resposta (Stevanato et
al, 2014).

Inicia-se a aplicagdo do potencial de um valor no qual nenhuma
reducdo ocorre, com o0 aumento do potencial para regides mais negativas
(catddica) ocorre a redugdo do composto em solugéo, gerando um pico de
corrente proporcional & concentragdo deste composto, quando o potencial ja
tiver atingido um valor no qual nenhuma reacdo de reducdo ocorre, o
potencial € varrido no sentido inverso, até o valor inicial, e no caso de uma
reacao reversivel, os produtos que tiverem sido gerados no sentido direto (e
se localizam ainda préximos a superficie do eletrodo) serdo oxidados,
gerando um pico simétrico ao pico da reducao (Singh et al, 2008) (Song et
al, 2006). O tipo de voltamograma gerado depende do tipo de mecanismo
redox que o0 composto em questdo sofre no eletrodo, o que faz da

voltametria ciclica uma ferramenta valiosa para estudos mecanisticos
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(Souza et al, 2008). A forma de aplicacdo do potencial na voltametria ciclica
€ representada na, o potencial € varrido linearmente com o tempo no

eletrodo de trabalho estacionario (Figura 11) (Suarez et al, 2013).
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Figura 13- Voltamograma Ciclico. Fonte: (Oliveira et al, 2008)

2.9.2. Espectroscopia de Impedéancia Eletroquimica

A espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE) € um método d
analise que atua na caracterizacdo da impedancia de um sistema sensivel a
fendbmenos de superficie como também de alteragcbes das propriedades
dielétricas do meio (Skoog et al, 2002). Devido a estes fatores a EIE é uma
técnica relevante na area dos biossensores e importante como método de
deteccdo da ligacdo entre o elemento de reconhecimento do sensor e o
analito (Garcia et al, 2015). A técnica de EIE oferece diversas vantagens tais
como baixo custo, rapidez e facilidade de instrumentacao. A EIE vem sendo
empregada em genossensores, devido ao melhoramento da transferéncia de
elétrons que ocorre durante o processo de hibridizagcdo do DNA (Tan et al,
2005).
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Trata-se de uma técnica de caracterizacdo elétrica, que fornece um
aspecto completo e detalhado das caracteristicas elétricas da interface
eletrodo/solugédo (Costa et al, 2014). Envolve a aplicagdo de uma
perturbacdo de potencial ou de corrente no sistema sob investigacao
(Stathard et al, 2014). A perturbacéo do sistema é feita mediante a aplicacéo
de um potencial continuo (potencial central aplicado) sobre a qual é
superimposta uma variagcado senoidal de potencial com pequena amplitude.
Este método de aplicacdo do potencial possibilita que o sistema seja
perturbado empregando poucos milivolts, de forma a tornar possivel a
investigacdo de fenbmenos eletroquimicos proximos ao estado de equilibrio
(Oliveira et al, 2008).

Além disto, é possivel perturbar o sistema usando diferentes valores
de frequéncia, pois a onda de potencial é senoidal (Tan et al, 2005). Uma
vez que a perturbacdo no sistema sob investigacao, € de pequena amplitude
€ possivel empregar a técnica para a andlise de etapas de um mecanismo
reacional. Numa mesma medida, podem ser determinadas a resisténcia de

polarizacéo e a capacitancia da dupla camada (Souza et al, 2008).

7

Atualmente, a EIE é utlizada em ampla gama de estudos,
abrangendo desde o transporte eletrdnico em dispositivos semicondutores
até o estudo de processos cinéticos eletroquimicos das mais diferentes
naturezas, ou seja, processos que ocorrem em baterias de ions litio, células
fotovoltaicas, sistemas de corrosao e/ou processos eletrocataliticos (Song et
al, 2006).

A EIE baseia-se na Lei Ohmica: o potencial (U) sobre um condutor
metalico é proporcional, em temperatura constante, ao fluxo elétrico de

corrente através do condutor (1) (Garcia et al, 2015).

R= U/

A lei 6hmica vale para todas as correntes e todos os potenciais

elétricos, a resisténcia € independente da frequéncia da corrente; a corrente
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alternada e o potencial estdo sempre em fase (Singh et al, 2008).

O circuito da (Figura 12) é conhecido como circuito de Randles (Costa
et al, 2014). O circuito de Randles engloba a impedancia de Warburg (Zw).
Este modelo prevé que a corrente faradaica resultante das transferéncias
eletrbnicas na interface esta sempre associada ao componente capacitivo.
Os componentes do circuito e as diferentes regides de resposta em
freqUéncia representam o processo eletroquimico global (Wang et al, 2003).
A regido de alta frequéncia esta associada com a resisténcia da solucdo
eletrolitica, Re. A regido de frequéncias intermediarias esta associada com a
transferéncia de carga na interface, Rtc. O efeito de relaxacéo
correspondente é apresentado no plano complexo ( Z"- Z') com um semi-
circulo, cuja constante de tempo € dada pelo produto Rtc-Cdc (Wang et al,
2012).

Cdc
L
.I‘h':l".l' —
e i ——
th Zw
solugio transferéncia T saturagio
i de carga difuusfo de carga
fe=p oo
~1
- y.
e y
N 7
i . - Iy
/,/"" x__\ ///
f=0/ v
|'
+ +
RE RE+RIE Re Rtl:: RL
Z'[ Q)

Figura 14- Circuito do tipo Randles (no topo) e sua resposta
idealizada no plano de impedéancia complexa. Fonte: (Costa et
al, 2014).

Em baixas frequéncias a impedancia é caracterizada por processos

de transporte de massa por difusdo (Wang et al, 2003) (Nascimento et al,



2012). Duas regibes podem ser identificadas no plano de impedancia
complexa: uma regiao linear com angulo de fase 1/4, correspondendo a
difusédo semi-infinita e representada pela impedancia de Warburg, ZW, e
uma segunda regido linear ainda em baixas frequéncias com um angulo de
fase de /2, associada com uma resposta puramente capacitiva.
Considerando uma reacdo de eletrodo onde a etapa mais lenta esta
relacionada ao transporte ibnico em direcdo a interface, é razoavel
considerar que a cinética da reacdo é limitada por difusdo (Zhang et al,
2006).

2.10. ANALISE MORFOLOGICA

2.10.1 Microscopia de Forca Atomica

A invencdo da microscopia de forca atbmica (AFM) foi o primeiro
exemplo de método de andlise micrométrica e tornou possivel o emprego do
cantilever em aplicacdes topograficas com alta resolucdo a dimensdes
reduzidas e ndo- topogréficas (sensores com mecanismo de transducéo
mecanica) (Ferreira et al, 2006). Na obtencdo de imagens topograficas, é
empregada uma sonda constituida de uma fina ponteira ("tip") acoplada a
um cantilever, para fazer o rastreamento da superficie da amostra (Santos,
2016). A deflexdo do cantilever € a resposta das forcas de interacdes
atdbmicas entre a ponteira e o substrato (Wang et al, 2012). Com o método
de andlise micromecéanica a partir da AFM, foram desenvolvidos sensores
para estudar as forcas envolvidas nas interacdées moleculares, tendo como
transdutor o cantilever. As forcas de interagcdes entre moléculas da superficie
da amostra com moléculas imobilizadas na ponteira resultam na deflexado do
cantilever, o qual atua como um transdutor de forca (Figura 13) (Wang et al,

2008).

48



—— Laser

|
Fotodiodo Cantilever

Ponteira

Amostra ——

\
Scanner piezelétrico

Figura 15- Microscopia do forca atébmica. Fonte: (Ferreira et al, 2000)

O principio de funcionamento do AFM baseia-se na varredura da
superficie da amostra por uma ponta piramidal (ponteira) de alguns
micrémetros de comprimento (100 a 200 um) e geralmente com menos de
vinte nandmetros de diametro, integrada em um cantilever flexivel (Oliveira
et al, 2008). A sonda (ponteira + cantilever) é sempre o componente basico
do SPM e, para alcancar resolucdo atbmica, a ponta tem que terminar em
um conjunto de atomos. A forca entre a ponta e a superficie da amostra faz
com que o cantilever se aproxime ou se afaste e essa deflexdo é
proporcional a forca de interacdo (Zhang et al, 2006). Na parte superior da
haste ha um espelho que reflete a luz de um feixe de laser. Apés a reflexao,
o feixe de laser passa por uma lente e incide sobre um fotodetector
(fotodiodo) de quatro quadrantes, que mede as variacdes de posicdo e de
intensidade da luz produzidas pelas deflexdes do cantilever (Mohan et al,
2011). A medida que a ponta varre a amostra ou a amostra ¢ deslocada sob
a ponta, os diferentes tipos de "acidentes geograficos" encontrados sobre a
superficie fazem com que a interacdo mude (Doleman, 2007). As variacdes
das interagcdes s&o os fatores que provocam diferentes deflexdes. Essas
diferencas, captadas no detector, sdo armazenadas e processadas por um
computador, que as transformam em imagens topograficas da superficie bi e
tridimensionais. A forga mais comumente associada com AFM na deflexdo

do cantilever é a forca de van der Waals (Ferreira et al, 2006).
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A técnica de AFM, conforme apresentado na Figura 14, pode ser
operada em trés modos diferentes: contato, n&o-contato e contato

intermitente.

Clanlilwer
~_V n
Amostra__\/— Ponteira F ‘V
!
Substrato (a) (b) (c)
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Figura 16- Representacdo esqueméatica dos modos de operacdo em

AFM: (a) modo contato, (b) modo n&o- contato e (c) modo

intermitente. Fonte: (Ferreira, 2006)

7

No modo contato, o cantilever é mantido a poucos angstrons da
superficie da amostra e a forca interatbmica entre a ponta e a amostra €
repulsiva (Oliveira et al, 2008). Neste modo de operacdo, a ponta faz um
leve "contato fisico" com a amostra produzindo imagens com alta resolucéo,
mas a compressao e as forcas geradas, entre a ponta e a superficie, podem
causar danos a amostra, 0 que € especialmente prejudicial as amostras
biolégicas que sdo sensiveis e nem sempre fortemente aderidas ao
substrato (Ferreira et al, 2006).

No modo de nédo-contato, o cantilever é mantido de dezenas a
centenas de angstrons da superficie da amostra e a forga interatdmica entre
a ponta e a amostra € atrativa (Mohan et al, 2011). Neste caso a ponta oscila
em alta frequéncia (100 kHz a 1 MHz), a poucos nandmetros acima da
superficie e a forca total entre a ponta e a amostra é muito baixa, geralmente
em torno de 101 N (Castro et al, 2017). Esta oscilagdo aumenta
consideravelmente a sensibilidade do microscopio, o que faz com que forgas
de van der Waals e forcas eletrostaticas possam ser detectadas (Drummond,
2007). O modo de nao-contato nédo sofre os efeitos do atrito sobre a

amostra, causada pela ponta, conforme é observado no modo contato apos



diversas varreduras (Goncalves et al, 2017). Por outro lado, este modo néo
tem encontrado aplicabilidade geral, devido a instabilidade entre a ponta e
as forcas adesivas da superficie e a resolucéo reduzida pela distancia ponta-
amostra que € relativamente grande. Esta limitagdo tem sido contornada

com a utilizagio do modo intermitente (Ferreira et al, 2006).

No modo contato, o cantilever é mantido a poucos angstrons da superficie
da amostra e a forga interatbmica entre a ponta e a amostra é repulsiva
(Oliveira et al, 2008). Neste modo de operacao, a ponta faz um leve "contato
fisico" com a amostra produzindo imagens com alta resolucdo, mas a
compresséo e as forcas geradas, entre a ponta e a superficie, podem causar
danos a amostra, o que é especialmente prejudicial as amostras biologicas
gue sdo sensiveis e nem sempre fortemente aderidas ao substrato (Ferreira
et al, 2006).

No modo de n&o-contato, o cantilever é mantido de dezenas a
centenas de angstrons da superficie da amostra e a forca interatbmica entre
a ponta e a amostra € atrativa (Mohan et al, 2011). Neste caso a ponta oscila
em alta frequéncia (100 kHz a 1 MHz), a poucos nandmetros acima da
superficie e a forca total entre a ponta e a amostra é muito baixa, geralmente
em torno de 101 N (Castro et al, 2017). Esta oscilagdo aumenta
consideravelmente a sensibilidade do microscopio, o que faz com que forcas
de van der Waals e forcas eletrostaticas possam ser detectadas (Drummond,
2007). O modo de nao-contato ndo sofre os efeitos do atrito sobre a
amostra, causada pela ponta, conforme é observado no modo contato apos
diversas varreduras (Gongalves et al, 2017). Por outro lado, este modo nao
tem encontrado aplicabilidade geral, devido a instabilidade entre a ponta e
as forcas adesivas da superficie e a resolucao reduzida pela distancia ponta-
amostra que é relativamente grande. Esta limitacdo tem sido contornada

com a utilizacdo do modo intermitente (Ferreira et al, 2006).

O modo contato intermitente € similar ao ndo-contato, exceto pelo fato
de que a ponta vibrante fica mais proxima da amostra, de forma que tenha

um contato intermitente e é utilizado para contornar as limitacées impostas
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pelo modo contato (Meloni et al, 2017). A comparacdo das imagens nos
modos contato e intermitente mostra que as superficies sdo menos

modificadas no modo intermitente (Xui, 2007).

A utilizacdo de Microscopia de forga atbmica no desenvolvimento de
sistemas nanoestruturados, vem se tornando cada vez mais frequente,
devido a boa capacidade de caracterizacdo de filmes automontados
(Carneiro et al, 2017) (Santos, 2016).
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3.0 METODOLOGIA
3.1 Materiais

Amostras sanguineas de caes foram coletadas e armazenadas com
anticoagulante citrato. Os reagentes eram de grau analitico e usados tal
como recebidos. Ferri- ferrocianeto de potassio foram obtidos a partir
VETEC (Brasil). Agua ultrapura foi obtido a partir de um Milli-Q Plus
(Billerica, EUA) Sistema de purificacdo. As Nps FesOs e Nps ZNOs NHs
foram sintetizadas no Laboratério de Biodispositivos Nanoestruturados-
UFPE, Recife-PE.

3.2. Equipamentos

As medidas eletroquimicas foram realizadas num
Potenciostato/galvanostato Autolab PGSTAT128N numa célula convencional
de trés eletrodos, eletrodo de trabalho, eletrodo de ouro como contra
eletrodo e eletrodo de referéncia Ag/ AgCl (KCI saturado) usados durante
todo o trabalho (Figura 15). As imagens de microscopia de forca atdmica
foram obtidas a partir de um (SPM-9700, Shimadzu Corporation, Japan).

Eletrodo de
Referéncia

|

Figura 17- Potenciostato e Célula eletroquimica convecional de
trés eletrodos: trabalho, referéncia e contra-eletrodo. Fonte: (Garcia et
al, 2015).
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3.3.Sintese e preparacdo Nps FesO4

As nanoparticulas foram obtidas atravées do método de  co-
precipitacdo. Cerca de 200 mL da solucédo de FeCI3 0,1 M« 6H20 e 0,5 M
de solugédo aquosa de FeSO4 « 7H20 foram colocadas num baldo de fundo
redondo e mantidas sob agitacdo intensa, numa atmosfera isenta de
oxigénio durante 30 min, até atingir o pH de 1,7 (Pundir et al, 2014).
Posteriormente 500uL de hidréxido de aménio foram adicionados gota a
gota. A mistura entdo foi agitada a 60 ° C durante 6 horas sob atmosfera de
N2. As NPsFe304 nao revestidas foram eliminadas por meio de lavagem
com 0,1 M HCI (Santos et al, 2017).

3.4.Sintese Nps ZnOs NHs3

O APTES em condicdo &cida ou bésica foi preparado no seguinte
processo: 1,5 g de é6xido de zinco, disperso em agua destilada (50ml- pH
6,8-7,2), o o pH inicial foi ajustado para 6,5 com HNOs. A solucao foi agitada
durante lhora e mais 1 ml de APTES foi adicionado. Ap6s adicdo do APTES
o pH chegou 9,7 por conta da propriedade basica dos grupamentos amino, e
apos alguns minutos estabilizou em 8,9-9,2. A solucao ficou sob agitacdo por
24h horas, o excesso do APTES foi removido por filtracdo e lavagem com

alcool e acetona. O po foi seco a 60°C sob vacuo (Grasset et al, 2003).

3.5. Preparacao do sistema NpsFe304/Quit/PANI-PrimerLeishmania

Para montar o nanocompaosito juntou-se 0,001ng de nanoparticulas de
magnetita (FesO4) e 1 mL de quitosana colocadas sob sonicagé&o por 30min,
em seguida adicionado 10mL de HCL (0,5M) e 180pL de anilina.

O procedimento seguido para preparar o biossensor foi 0 seguinte: O
eletrodo foi polido com uma lixa com agua deionizada, seguido por imerséo
em solucdo de hipoclorito de sédio durante aproximadamente 10 minutos e

secou-se a temperatura ambiente. Apds lavagem com agua deionizada o

54



eletrodo foi imediatamente imerso na solucdo de eletrodeposicéao
magnetita/quitosana/polianilina (10mL) onde foram realizados 30 ciclos, a fim
de obter o filme de magnetita/ quitosana/ polianilina. Seguida a lavagem foi
adicionado o Primer e incubado durante 30 minutos para se obter o sistema
NpsFes04/Quit/PANI-Primer, posteriormente a incubagdo do genoma foi
realizada por um periodo de tempo 30 minutos e, finalmente, a amostra com
o DNA-alvo pelo mesmo periodo. A lavagem foi executada com agua
deionizada apés cada incubacao.

3.6. Preparacéo do sistema AMP-ZnoNHs-Primereishmania

Eletrodo de ouro foi polido com alumina 0,5um e submetido a ultra
sonicacdo por 1 minuto em &agua deionizada, e posteriormente seco com
nitrogénio (N). Em seguida, o eletrodo de ouro foi submetido a um potencial
de -0,2 V para torna-lo catédico por 2 min. Posteriormente, o eletrodo foi
imerso no sistema AMP por 60 min (4ul), apés isso modificou-se a superficie
com EDC NHS por 15 min e ZnoNHs por
20 min. Concluida essas etapas o sistema sensor foi submetido a amostra
de PrimerLeishmania. ApOs obtencdo do eletrodo modificado AMP-ZnoNHs-
PrimerLeishmania €ste sistema foi submetido a incubacdo com o genoma de
pacientes contaminados com genoma de L. infantum (30min) diluidos em
tampéo fosfato de sddio (TFS) pH 7,4 (Siddiquee et al, 2014).

3.7. Andlise dos sistemas NpsFe304/Quit/PANI-PrimerLeishmania €
MPA- ZnoNHs-PrimerLeishmania frente ao material coletado de céaes

contaminados.

Apés obtencdo do eletrodo modificado com NpsFes3O4/Quit/PANI-
Primerieishmania € MPA-ZnoNHs-Primerieishmania € avaliagéo de sua viabilidade
de acgdo, o sistema foi utilizado para deteccdo genoma de cées
contaminados com L. infantum diluidos em tampé&o fosfato de sodio pH 7,4.
Os experimentos de hibridizacdo foram realizados por gotejamento no

eletrodo modificado com NpsFe3O4/Quit/PANI-PrimerLeishmania € MPA-
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ZnoNHs-PrimerLeishmania diferentes concentragdes da sequéncia alvo do DNA
gendmico (0,01 pg mL?, 0,1 pg mL?, 0,01 ng mL?%, 01, ng mL-}, 1ngmLte
10 ng mL™1). Finalmente, os eletrodos hibridizados foram lavados com agua
deionizada (Pundir et al, 2014).

3.8. Medidas eletroquimicas

Os experimentos de voltametria ciclica foram realizados apés cada etapa
da montagem do eletrodo na presenca de uma solucdo de 10mM de ferro-
ferricianeto de potéassio, [K3 (Fe (CN)6)/ K4(Fe(CN)6)] (1:1) como indicador
redox em NaCl, a varredura foi de -0,2 a 0,7V com varredura de 50mV/s. As
medidas de impedéancia eletroquimica foram realizadas na mesma solucéo de
ferro-ferricianeto de potassio numa faixa de frequéncia de 100 mHz a 100 KHz
com um potencial de amplitude alternada de 10mV. Todas as medidas
eletroquimicas foram realizadas em temperatura ambiente e dentro de uma
gaiola de Faraday (Costa, 2014) (Oliveira, 2008) (Santos, 2016).

3.9. Caracterizacdo morfoldgica- Microscopia de forca atbmica

As andlises morfologicas foram realizadas em um microscépio de
forca atbmica (SPM-9700, Shimadzu Corporation, Japan) no método nao
contato, a temperatura ambiente, (aproximadamente 25-C). Cantilevers de
silicone coma sonda (frequéncia de ressonancia = 300 kHz, energia
constante = 42 N m-1). As imagens (512 pontos por linha) foram coletadas a
uma velocidade de varredura de 1.0 Hz em uma é&rea de varredura de 7,0 x
7,0 um. Além disso, imagens foram obtidas e analisadas usando o software
AFM Gwyddion (Santos et al, 2017).
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PROCESSO PARA DETECCAO ELETROQUIMICA DA
LEISHMANIOSE UTILIZANDO NANOPARTICULAS MAGNETICAS E FILME
ELETRODEPOSITADO DE MAGNETITA/ QUITOSANA/ POLIANILINA

Campo da Invencdo

1 A presente invencdo é aplicavel a area do diagndstico através do
uso de biossensores eletroquimicos nanoestruturados, e refere-se
a métodos e composicGes para identificacdo de patdégenos. A
invencdo baseia-se na aplicacdo de uma sequéncia curta de
oligonucleotideos (sonda de DNA) ligados eletrostaticamente a
superficie de nanoparticulas de magnetita (NpsFes0a4), quitosana e
polianilina para deteccdo de patégenos em amostras com baixas
concentracbes. Em particular, na presente invencdo, foi
desenvolvido um genossensor para a identificagcdo de sequéncias
especificas do DNA da Leishmania chagasi em amostras de

pacientes caes infectados.

2 As nanoparticulas apresentam diversas aplicagbes como
carreadores para entrega controlada de farmacos, separacdo de
proteinas e de células, deteccéo de patdogenos e desenvolvimento
de sensores eletroquimicos para o diagnéstico de diversas
patologias. Outra aplicacdo para as particulas magnéticas é o seu
uso para a marcacao de moléculas bioldgicas, como por exemplo,
anticorpos ou DNA, proporcionando também aplicacdes nas areas

médicas e veterinarias e no diagnostico de doencas causadas por



diferentes patdégenos. As nanoparticulas de ouro também tém
demonstrado vasto potencial em diferentes aplicagBes biologicas,
incluindo a sua utilizacdo no desenvolvimento de métodos diagnosticos
altamente sensiveis. A polianilina (PANI) é um polimero condutor muito
atrativo por causa de sua sintese facil, estabilidade quimica e
propriedades ambientais, ja a quitosana é um biopolimero natural,
abundante que apresenta excelente capacidade de formacéo de filme,
baixa toxicidade, boa permeabilidade em &gua e elevada resisténcia
mecéanica. Diante de suas propriedades, a polianilina e a quitosana vem

sendo utilizadas para montagens de plataformas sensoras.

Sumario

7

3 O invento aqui descrito € oriundo da aplicacdo de uma técnica
simples para a obtencdo de um filme polimérico eletrodepositado
de PANI, nanoparticulas magnéticas e quitosana e sua aplicacao
no desenvolvimento de biossensores com elevada sensibilidade e
especificidade para o diagnéstico da leishmaniose. Desta forma,
descrevemos um método de preparacdo por meio da técnica de
eletrodeposicdo através da associacdo de magnetita/ quitosana/

polianilina sobre a superficie do eletrodo de ouro.

4. As nanoparticulas da presente invencdo combinam as propriedades
do oxido de ferro, quitosana e polianilina, proporcionando diversas
vantagens, dentre as quais podemos citar 0 aumento das propriedades
elétricas e magnéticas. A fim de melhorar a sua biocompatibilidade e
estabilidade h& a conjugacdo desta com outros materiais, dentre os quais

destacamos a quitosana e a polianilina. A quitosana € um biopolimero

natural, abundante que apresenta excelente capacidade de formacdo de
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filme, baixa toxicidade, boa permeabilidade em agua e elevada resisténcia
mecénica, 0 uso da quitosana na construcdo de sensores é uma alternativa
para tornar o meio biocompativel permitindo a manutencdo da atividade
biolégica da molécula. Este biopolimero juntamente com a polianilina (PANI)
tem condicbes apropriadas para imobilizacdo covalente, inclusive com

grupamentos amina e estabilizacdo das biomoléculas.

Anterioridades: Estado da Técnica

5 A Leishmaniose € uma doenca parasitaria causada pelo Lutzomya
longipalpis (mosquito palha), sendo uma doenca importante no
contexto da saude publica brasileira. Além ser encontrada em
muitas regides tropicais do mundo. A confirmagéo do diagnéstico
da leishmaniose é tomada principalmente pelo diagnéstico direto.
Algumas metodologias de teste de diagndstico, tais como ELISA,
imunoensaio de fluorescéncia indireta e PCR, sdo comumente
usados para diagnosticar a leishmaniose. No entanto, estes
métodos sdo geralmente complicados e demorados. Por isso o
desenvolvimento de métodos sensiveis, rapidos e seletivos para a

deteccdo da Leishmaniose € importante.

6. Recentemente, o uso de eletrodos nanoestruturados na area da
guimica analitica vem se tornando uma tendéncia, a fim de
melhorar a sensibilidade, seletividade e rendimento de sensores
analiticos eletroquimicos e biossensores. Atribui-se o aumento do
desempenho eletroanalitico de eletrodos nanoestruturados a sua
alta condutividade, a grande area de superficie, a estabilidade e

biocompatibilidade. Diferentes métodos de modificacédo de eletrodo
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sao utilizados para aumentar a sua sensibilidade e especificidade
atenuando assim 0s inconvenientes inerentes na deteccdo do

analito.

As nanoparticulas magnéticas vém ganhando destaque nas
aplicacdes biolégicas, como a aplicacdo de diferentes formas de
oxido de ferro, o oxido de ferro (II) FeO; oxido férrico (Ill) Fe203 e
oxido de ferro (I, 1ll) FesOs) para procedimentos diagnosticos
como ressonancia magnética nuclear (RMN), carreador magnético
de drogas, catalise e liberacdo controlada de drogas e tratamento
de cancer por hipertermia magnética. As aplicacdes terapéuticas
exploram as duas maiores vantagens dos Oxidos de ferro: sua
baixa toxicidade em seres humanos e a possibilidade de se
controlar sua magnetizacdo. Nos biossensores as nanoparticulas
magnéticas sao usadas com bastante sucesso, possuem alta
eficiéncia de imobilizacéo, e devido a sua alta area superficial, as
nanoparticulas podem aumentar a quantidade de biomolécula

imobilizada, consequentemente aumentando a sensibilidade.

Esforcos vém sendo empregados, como objetivo de elaborar
metodologias eficientes no diagndstico e prevencao desta doenca,
como, por exemplo, a patente Pat. WO 2014160844 A2, que se
refere ao processo para a preparacdo de nanoparticulas
magnéticas que resulta em nanoparticulas muito sensiveis que
podem ser usados em uma variedade de métodos de diagndstico
e analiticos, especialmente em biossensores. Em termos gerais,
essa patente fornece nanoparticulas magnéticas (MNPs) com uma
pequena distribuicdo de tamanhos e alta susceptibilidade de
corrente alternada que pode ser usado numa variedade de

aplicacoes.
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9 Também séo conhecidas as patentes Pat. EP2631300 Al, que

divulga a construcdo de sondas de oligonucleétidos altamente
especificos que podem ser utilizados para a identificacdo de
Leishmania e, a0 mesmo tempo para a conjugagdo com AuNPs. A
patente WO 2015114506 A2, que descreve um biosensor para a
determinacdo de uma infeccéo e possiveis neoplasias associados
com ele. As patentes W0O2016005517A1; US 20120228155 Al,
descrevem métodos de diagnéstico, seja baseado na deteccao de
DNA, seja pela utilizacdo de moléculas alvo em fase liquida. A
presente invencdo difere das demais supracitadas porque
nenhuma delas utiliza sistemas de biossensores com dispositivos
nanoestruturados baseados em nanoparticulas de magnetita e
filme eletrodepositado de manetita/quitosana/polianilina no seu

desenvolvimento.

. A presente invencdo mostra um processo de sintese e obtencao
de nanoparticulas magnéticas e filme polimérico eletrodepositado
de PANI e quitosana e sua aplicagdo no desenvolvimento de

biossensores eletroquimico visando sua utilizagdo principalmente, mas

nao restrita, na area biomédica.

Muito embora tais documentos apresentem semelhanga em
relacdo a presente patente, as diferencas existentes podem ser
observadas através da comparacdo entre esses documentos que

pode ser visualizada na Tabela | abaixo.
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12 Tabela | - comparacéo

cada invento

63

entre as componentes caracteristicas de

WO WO
Invento 2014160844 | EP2631300 2015114506
apresentado A2 Al A2
Particula metélica Nao Nao Sim Sim
Polimero Sim Sim N&o N&o
Sequéncia de
DNA Sim N&o Sim N&o
Anticorpos N&o N&o Néao Sim
Nanoparticula
magnética e filme
eletrodepositado
de magnetita/
quitosana e
Sim N&o N&o N&o

polianilina




Problemas e Limitac6es do Estado da Técnica

13. O principal problema encontrado no estado presente da técnica é
a limitacdo da quantidade da sonda de DNA imobilizada no
genossensor, assim como da sensibilidade da sonda para a
deteccdo desta hibridacdo. A fim de reverter esta situacdo e
aumentar a quantidade de hibridagcdo bem como a sensibilidade de
sua deteccdo usamos 0S nhanomaterias, nanoparticulas de
magnetita e filme eletrodepositado de
magnetita/quitosana/polianilina para fazer modificagcbes na
superficie do eletrodo, pois sdo indicadas para este fim devido a
sua elevada é&rea superficial e excelentes propriedades
eletroquimicas. Podemos assim desenvolver um dispositivo

especifico, de alta sensibilidade e economicamente viavel.

Objetivos da Invencéo

14. O objetivo da presente invencdo é apresentar um biossensor
voltamétrico nanoestruturado com nanoparticulas de magnetita e
filme eletrodepositado de magnetita/quitosana/polianilina e sua
obtencédo através de eletrodeposicdo. A presente invencgdo evita e
dispensa a necessidade de marcadores, uma vez que esta técnica
revela alteracbes nas propriedades elétricas da superficie, tal
como a corrente elétrica que tém uma resposta representativa a

partir da presenca da molécula alvo, sem marcadores.



15 A presente invencdo também tem como objetivo o0
desenvolvimento de novos sistemas eletroquimicos em escala
nanomeétrica para producdo em larga escala e de baixo custo

operacional.

Solucédo

16. O ato inventivo relacionado com a presente invencao é a obtencao
de um biossensor eletroquimico modificado com filme
eletrodepositado de magnetita/quitosana/polianilina que fornecera
um diagnéstico rapido e preciso. Isso faz com que este dispositivo
forneca a vantagem em comparacdo aos métodos atuais de
diagndstico da leishmaniose de apresentar-se como uma técnica

com economia de tempo e custo.

Vantagens

7

17. Uma das vantagens é a juncdo das propriedades elétricas e
magnéticas, proporcionando o desenvolvimento de dispositivos
eletroquimicos mais eficientes, pois as combinacdes de distintas

propriedades possibilitam potenciais aplicagoes.



18 Por causa da sua simplicidade, a técnica da hibridacdo € a mais
comumente usada nos diagndsticos laboratoriais do que o método
de sequenciamento direto, na andlise de sequéncia génica

especifica.

hibridacdo do DNA, a sequéncia génica alvo € identificada por
meio de uma sonda de DNA que forma um hibrido de dupla hélice
com o0 seu acido nucléico complementar, sendo esse
reconhecimento altamente eficiente e especifico. O Transdutor
eletroquimico (eletrodo) de DNA apresenta a vantagem de
apresentar uma grande diversidade de suportes utilizados e pela
facilidade de modificacdo dos mesmos. Apds modificacdo com a
sonda de DNA, o eletrodo entdo produzido, é capaz de detectar
eletroquimicamente a molécula complementar de DNA,
apresentando-se como uma promissora ferramenta para aplicacéo

na area biomédica.

19. O biodispositivo da invencdo mostra respostas satisfatorias frente
a diferentes concentracdes de DNA alvo na amostra analisada,
além de ser de facil manuseio, 0 que € uma vantagem, pois
permite sua aplicacdo em laboratorios de andlises clinicas, além

de laboratérios de ensino e pesquisa.

A novidade e o efeito técnico alcancado

20. Resumindo, a novidade da presente invencdo é a metodologia



diagnostica utilizando biossensores modificados com filme
eletrodepositado de magnetita/quitosana/polianilina, onde até o
presente momento, ndo havia sido identificada por nenhuma outra
instituicdo de pesquisa ou ensino ou mesmo descrito na literatura
para 0 uso como sensor de Leishmaniose, jA& que o0s atuais
métodos de deteccdo limitacdes, dentre elas: baixa sensibilidade,
especificidade, alto custo, tempo elevado de diagndstico; o atual método
combina todas essas vantagens para detec¢do da doenca, baseando-se
na hibridicdo da fita complementar de DNA.

Descricdo Detalhada

2l Os exemplos a seguir ndo tém o intuito de limitar o escopo da
invencdo, mas sim de somente ilustrar uma das inumeras

maneiras de se realizar a invencgéao.

2. Resumidamente consegue-se chegar a invencao primeiramente
pela montagem do nanocompdésito. Para montar o hanocompa@sito
juntou-se 0,001ng de nanoparticulas de magnetita (FesOs) e 1 mL
de quitosana colocadas sob sonicacdo por 30min, em seguida
adicionado 10mL de HCL (0,5M) e 180uL de anilina.

23 O procedimento seguido para preparar o biossensor foi o seguinte:
O eletrodo foi polido com uma lixa com agua deionizada, seguido
por imersdo em solucdo de hipoclorito de soédio durante

aproximadamente 10 minutos e secou-se a temperatura ambiente.



Apoés lavagem com agua deionizada o eletrodo foi imediatamente
imerso na solucéo de eletrodeposicao
magnetita/quitosana/polianilina (10mL) onde foram realizados 30
ciclos, a fim de obter o filme de magnetita/ quitosana polianilina.
Seguida a lavagem foi adicionado o Primer e incubado durante 30
minutos para se obter o sistema NpsFe;O4/Quit/PANI-Primer,
posteriormente a incubacdo do genoma foi realizada por um periodo de
tempo 30 minutos e, finalmente, a amostra com o DNA-alvo pelo mesmo
periodo (Fig.16). A lavagem foi executada com agua deionizada apés
cada incubacdo. O exemplo a seguir mostra um caso mais especifico de

realizacéo.

24. Exemplo 1. Sintese e caracterizacdo das nanopatrticulas

25. Preparacéo de Nanoparticulas

26. As nanoparticulas foram obtidas através do método de co-
precipitacao.

Cerca de 200 mL da solugao de FeCI3 0,1 M « 6H20 e 0,5 M de
solucédo aquosa de FeS0O4 « 7H20 foram colocadas num baldo de
fundo redondo e mantidas sob agitacdo intensa, numa atmosfera
isenta de oxigénio durante 30 min, até atingir o pH de 1,7.
Posteriormente 500uL de hidréxido de aménio foram adicionados
gota a gota. A mistura entdo foi agitada a 60 ° C durante 6 horas
sob atmosfera de N2. As NPsFe304 né&o revestidas foram
eliminadas por meio de lavagem com 0,1 M HCI.



Caracterizacdo de Nanoparticulas

27. As analises voltamétricas foram realizadas com potenciostato /
galvanostato PGSTAT 128N (Autolab, Holanda), em uma célula
eletroquimica de trés eletrodos, imersos numa solucdo de 10 mM
de ferro- ferricianeto de potassio Ks[Fe(CN) ¢]*/Ks[Fe(CN) 3] na
proporcdo (1:1) usada como uma sonda regox. A superficie do
eletrodo de trabalho foi de ouro. Eletrodos de fio de platina e Ag /
AgCl (solucdo saturada de KCI) foram usados como eletrodo
auxiliar e de referéncia, respectivamente. Analise voltamétricas
foram realizadas em um intervalo de potenciais entre 0,7 V e -0.2V
a uma taxa de varredura de 50mVs?t. A eletrodeposicdo foi
realizada numa faixa de potencial de -0,1 a 1,0 V vs Ag / AgCl
ciclado 30 vezes a uma velocidade de varredura de 50 mV.s*

Caracteristicas das nanoparticula

28 O artificio utilizado na construcdo do biodispositivo foi a
imobilizacdo de uma sequéncia especifica do DNA da Leishmania
infantum, na superficie do eletrodo que vai se ligar a sequéncia
alvo através de processos de hibridacdo. Empregamos ainda
diferentes concentragbes deste DNA alvo que foram imobilizados
para testar a sensibilidade do dispositivo aqui descrito.

2. A Fig. 17 mostra os voltamogramas ciclicos do processo de
montagem do biossensor, onde podemos observar no
voltamograma em preto as correntes de picos anddicos (Ilpa) e
catodicos (Ipc) bem definidos, o que € caracteristico de um processo
limitado por difusdo. Com a adicdo de NPsFezO.4/ Quit/ PANI vemos a
diminui¢cdo acentuada destes picos, caracterizando assim a aderéncia do
nanocompa@sito a superficie do eletrodo (voltamograma vermelho). Apés
a adicdo do primer de leishmaniose (Primeriisn) observa-se uma nova

reducdo dos Ipa e Ipc (azul), onde esta diminuicdo dos picos reflete a



interacdo eletrostatica entre o nanocompdsito e o primer, comprovando
assim a ligacdo e formacdo da camada sensora NPsFes;O4/ Quit/PANI-

Primerieish.

. A Fig. 18 mostra os voltamogramas ciclicos do sistema sensor
referentes as analises com o genoma 0,5ng e suas respectivas
diluicdes (1:500/1:100/1:50), mostrando assim que houve
hibridacdo e reconhecimento da sequéncia complementar. No
voltamograma ciclico é possivel observar que apos cada etapa de
modificacdo do eletrodo de ouro, ha uma queda da resposta
amperomeétrica do sistema, como também observa-se que quanto
maior a concentracdo do genoma, menor sao as correntes de pico

anddicas e catodicas.

A Fig. 19 mostra os voltamogramas ciclicos do processo de
bioreconhecimento do biossensor frente as amostras clinicas de
cdes infectados (DNA). No voltamograma ciclico podemos
observar que foram analisadas uma amostra concentrada (10ng) e
a mesma diluida em varias concentracdes
(1ng/0,1ng/0,01ng/0,001ng/ 0,0001ng), mostrando assim a
viabilidade e sensibilidade de utilizacdo do sistema sensor, onde
avaliando cada resposta do voltamograma ciclico, pode-se
observar que quanto mais concentrada a amostra, menores sdo as
correntes de pico anddicas e catddicas, mostrando que quando aplicado
0 potencial sobre o eletrodo de trabalho, h4& um maior impedimento de
passagem da corrente de elétrons. A Fig. 20 mostra a relacdo da
concentracdo do analito alvo com as magnitudes da corrente de pico
anddica extraida. A Fig. 21 mostra a analise morfolégica por microscopia

de forga atébmica.

Figuras:
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32. A Figura 1 apresenta a representacao esquematica da construcdo do
biossensor NPsFe30a4/ Quit/PANI-Primerceish

33. A Figura 2 apresenta a voltametria ciclica das etapas de montagem

do biossensor

34. A Figura 3 apresenta a voltametria ciclica ap6s a montagem do
sistema NPsFe304/ Quit/PANI-PrimerLeish-Genoma

35. A Figura 4 apresenta a voltametria ciclica do sistema sensor frente
as amostras clinicas de caes infectados

Referéncias:

36.Souto D.E., Silva J.V., Martins H.R., Reis A.B., Luz R.C., Kubota
L.T. and Damos F.S., Development of a label-free
immunosensor based on surface plasmon resonance technique for

the detection of anti-Leishmania infantum antibodies in canine serum,
Biosen Bioelectron 46:22-29 (2013).

37.Diniz L.M.O., Duani H., Freitas C.R., Figueiredo R.M. and Xavier
C.C., Neurological involvement in visceral leishmaniasis: case
report, Rev Soc Bras Med Trop 43:743-745 (2010).

38.Drummond TG, Hill MG and Barton JK, Electrochemical DNA
sensors, Nat Biotechnol 21:1192-1199 (2003).



39.Xue D, Elliott CM, Gong P, Grainger DW, Bignozzi CA and
Caramori S, Indirectelectrochemical sensing of DNA hybridization
based on the catalytic oxidation of cobalt(ll), J Amer Chem Soc
129:1854-1855 (2007).

40.Ravindranadh K and Rao MC, Physical properties and applications
of conducting polymers: An Overview, Int J Adv Pharm Biol Chem
2:190-200 (2013).

41.Fang FF, Choi HJ and Joo J, Conducting polymer/clay
nanocomposites and their applications, J Nanosc Nanotechnol
8:1559-1581 (2008).

72



Eletrodo
de ouro

@]
@]l

@@l

Hibridizagao
fita
complementar
DNA

Figura 18- Representacao esquematicasistemasensor NpsFe;0.4/Quit/PANI-

Pr"imerLeishmania

FIGURAS
A0~
(5:0”6 Fe;0,
CH,0H H,0H
0. 0. ..
10ml © " H |—O
Quitosana
Lo
Solugdo L,
Eletrodeposicdo
2 " C ! 2 Polianilina

A
MM
™

Primer L58S
(5'-TGATACCACTTATCGCACIT-3')

Fe,0, Quit-PANI
|

73



74

—— Au Limpo
—— Eletrodo Eletrodepositado
—— Primer L58S
5,0x10" -
<
g
E 0,0
3
Q
o
=
-5,0x10™ -
T T T T T 1
-5,0x10" 0,0 5,0x10" 1,0x10°

Potential applied (V)

Figura 19- Montagem do sistema sensor NpsFe304/Quit/PANI-Primerieishmania)
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Figura 20- Teste do sistema sensor NpsFe3O04/Quit/PANI-Primerieishmania frente

as amostras dos genomas dos caes.
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Figura 21- Teste do sistema sensor NpsFe3O4/Quit/PANI-PrimeriLeishmania frente

as amostras de caes contaminados com leishmaniose.
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Figura 22- concentragao do analito alvo com as magnitudes da corrente de

pico anddica extraida



Analise morfolégica AFM

A figura 21 mostra a superficie modificada por PANI-Quit-Fe3Oa4, com
a presenca de picos distribuidos ao longo da superficie e rugosidade de
32nm. Posteriormente, apds modificagdo com o primer podemos notar uma
distribuicdo mais heterogénea da superficie e um aumento da rugosidade
65nm (b). Além dessas analises da topografia, foi testado uma amostra
negativa (c), o resultado mostra que nao houve significancia na alteracao da
superficie 72nm. Diferentemente dos resultados obtidos com o genoma e
soro cdo, onde a superficie foi modificada para 0,15 pm e 0,18um
respectivamente, mostrando que o sistema PANI-Quit-Fe3sOs responde

positivamente a essas amostras de leishmaniose.

72 nm
5 ~ 0nm

a-PANI-CHI-Fe304
b-PANICHIFe304-Primer
c-Primer-Negativo
d-Primer-Genoma
e- Primer-Soro cdo

Figura 23- Microscopia de for¢ca atdbmica
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ESTUDO DE INTERFERENTES SISTEMA Nps Fesz04/Quit/PANiI

1- Glicogénio

Au Limpo
—— ELetrodeposic:0
—— Primer
— Glicogénio
4,0x10™
<
c
o
5
Q
= 0,0 4
w
=
-4,0x10™ 4
T T T T T 1
-5,0x10" 0,0 5,0x10™ 1,0x10°

Potential applied (V)

Figura 24- Estudo de interferentes do sistema Nps Fe304/Quit/PANi,

utilizando glicogénio.
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Figura 25- Estudo de interferentes do sistema Nps Fe3O4/Quit/PANi,

utilizando colesterol.



3- Acido ascoérbico
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Figura 26- Estudo de interferentes do sistema Nps Fe304/Quit/PANi,

utilizando acido ascoérbico.
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Figura 27- Estudo de interferentes do sistema Nps Fe304/Quit/PANi,

utilizando n-acetilglicosamina.
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TESTE AMOSTRA NEGATIVA
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Figura 28- Estudo do sistema Nps FesO4/Quit/PANI, utilizando amostra negativa
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Figura 29- Estudo do sistema Nps Fes04/Quit/PANI, relizando teste de

hibridizacéao.



CORRENTES DE PICO

Correntes de pico
Ai-
Primer — genoma/genoma x100=%

Ai

Eletrodo Eletrodepositado | 45%
Soro cédo 10ng 70,40%
Soro céo 1ng 73,68%
Soro céo 0,1ng 74,55%
Soro céo 0,01ng 76,41%
Soro céo 0,001ng 78,08%
Soro céo 0,0001ng 83,21%
Genoma 0,5ng 64,8%
Genoma 1:50 26,08%
Genoma 1:100 7,17%
Genoma 1:500 84,11%
Negativo 6,48%
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PLATAFORMA SENSORA 2 E PATENTE

5.1. PATENTE

DISPOSITIVO NANOELETROQUIMICO PARA DETECCAO DE
LEISHMANIA CHAGASI BASEADO EM PARTICULAS DE OXIDO DE
ZINCO

PEDIDO DE PATENTE PROTOCOLO: 23076.044012/2018-03



DISPOSITIVO NANOELETROQUIMICO PARA  DETECCAO DE
LEISHMANIA CHAGASI BASEADO EM PARTICULAS DE OXIDO DE
ZINCO

Campo da Invencéo

1 A presente invencao é aplicavel a area do diagndstico através do uso

de plataformas sensoras eletroquimicas nanoestruturadas, e refere-se
a métodos e composicbes para identificacdo de patdégenos. A
invencdo baseia-se na aplicacdo de uma sequéncia curta de
oligonucleotideos (sonda de DNA) ligadas quimicamente a
nanoparticulas metalicas de 6xido de zinco aminadas (ZNONps-NH3)
a superficie do eletrodo de ouro previamente modificado com a
camada automontada de acido 3-mercaptopropriébnico (AMP) para
deteccdo de patdbgenos em amostras com baixas concentracdes. Em
particular, na presente invengao, foi desenvolvido um genossensor
para a identificacdo de sequéncias especificas do DNA de Leishmania

em soro de humanos e caes.

2 As nanoparticulas metalicas apresentam diversas aplicacfes tais

3

como, possibilidade de atuar como carreadores para entrega
controlada de farmacos, separacao de proteinas e células, bem como
no desenvolvimento de sensores eletroquimicos para o diagndstico de
diversas patologias. Outra aplicacdo para as particulas metalicas € o
Seu uso para a marcacao de moléculas bioldgicas, como por exemplo,
anticorpos ou DNA, proporcionando também aplicagcbes nas areas

médicas e veterinarias.

As nanoparticulas de o6xido de zinco (ZnONps), apresentam um
notavel potencial de utilizacdo devido a sua estabilidade fisica e
quimica, alta capacidade oxidativa, baixo custo, alta disponibilidade e
baixa toxicidade. Além disso, as ZnONps possuem estabilidade a

longo prazo, alta sensibilidade e confere provavel aumento do sinal
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S

6.

7.

eletroquimico. O AMP também foi utilizado ja que ele constitui uma
alternativa vantajosa, por ser um alcanotiol de cadeia curta, 0 que
viabiliza a transferéncia de elétrons e diminui o tempo de formacao de
monocamadas. Além disso, o AMP possui grupos carboxilicos
terminais o que viabiliza a imobilizacdo de biomoléculas, seja pela
interacdo eletrostatica ou pela utilizacdo de agentes quimicos
ativadores para a formacdo de ligacdo cruzada. Diante de suas
propriedades, as nanoparticulas de oOxido de zinco e o éacido 3-
mercaptopropidnico vém sendo utilizados na montagem de plataformas

sensoras.

Sumario

O invento aqui descrito é oriundo da aplicacdo de uma técnica simples
para a obtencdo de nanoparticulas de 6xido de zinco modificadas
com o grupamento amina posteriormente ligadas a camada de AMP e
sua aplicacdo no desenvolvimento de biossensores com elevada
sensibilidade e especificidade para o diagnostico da leishmaniose.
Desta forma, descrevemos um método de preparacdo por meio da
técnica de automontagem através da associacdo de AMP-ZnONps-
NH3s sobre a superficie do eletrodo de ouro.

As nanoparticulas da presente invencdo tém areas de superficie
elevadas e propriedades fisico-quimicas Unicas fazendo delas ideais
para o desenvolvimento de sistemas de biosensoriamento. O uso das
ZnONps na preparacdo de biossensores eletroquimicos se deve as
suas caracteristicas, como estabilidade fisica e quimica, alta
capacidade oxidativa, baixo custo, alta disponibilidade e baixa
toxicidade. Além disto, o AMP proporciona 0 aumento da
transferéncia de elétrons e a imobilizacdo de biomoléculas na
superficie do eletrodo.

Anterioridades: Estado da Técnica
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8 A Leishmaniose € uma doenca parasitaria causada pelo Lutzomya

10.

longipalpis (mosquito palha), sendo uma doenca importante no
contexto da saude publica brasileira, além ser encontrada em muitas
regibes tropicais do mundo. A confirmacdo do diagnostico da
leishmaniose é tomada principalmente pelo diagndstico direto que se
baseia na deteccdo do parasito em secrecdes (microscopia direta).
Algumas metodologias de teste de diagnostico, tais como enzima
imunoensaio (do inglés Enzyme-Linked Immunosorbent Assay,
ELISA), imunoensaio de fluorescéncia indireta e reacédo da cadeia da
polimerase (do inglés Enzyme-Linked Immunosorbent Assay, PCR),
sado comumente usados para o seu diagnéstico. No entanto, estes métodos
apresentam etapas adicionais de processamento de amostras e
necessidade de pessoal técnico treinado. Por isso, o desenvolvimento de
métodos sensiveis, rapidos e seletivos para a deteccdo da Leishmaniose é

importante.

Recentemente, o uso de eletrodos nanoestruturados na area da
guimica analitica vem se tornando uma tendéncia, a fim de melhorar a
sensibilidade, seletividade e rendimento de sensores analiticos
eletroquimicos e biossensores. Atribui-se 0 aumento do desempenho
eletroanalitico dos eletrodos nanoestruturados a sua alta
condutividade, a grande area de superficie, a estabilidade e
biocompatibilidade. Diferentes métodos de modificacdo de eletrodo
sdo utilizados para aumentar a sua sensibilidade e especificidade

atenuando assim os inconvenientes inerentes na detecc¢ao do analito.

As ZnONps vém sendo largamente empregadas no desenvolvimento
de métodos para andlises de amostras bioldgicas. Destacamos 0s
numerosos métodos que tém sido desenvolvidos para a identificacédo
de sequéncias de DNA tais como a as técnicas oOpticas, elétricas e
gravimétricas. Todos estes procedimentos oferecem diferentes
vantagens para a deteccdo de alvos especificos de sequéncia de

DNA. Nos biossensores as nanoparticulas metalicas séo utilizadas
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com bastante sucesso, pois possuem alta eficiéncia de imobilizacéo,
e devido a sua alta area superficial, as nanoparticulas podem
aumentar a quantidade de biomolécula imobilizada,

consequentemente aumentando a sua sensibilidade.

Esforcos vém sendo empregados, com o0 objetivo de elaborar
metodologias eficientes no desenvolvimento de biossensores, por
exemplo, a patente Pat. WO 2014016465 Al, que se refere ao campo
da biotecnologia, especificamente ao campo de biossensores com
nanoparticulas metalicas como sistema de transducdo de sinal. Que
resulta em sistemas muito sensiveis que podem ser usados em uma
variedade de métodos de diagndsticos e analiticos, especialmente em

biossensores.

12 O desenvolvimento de novas metodologias diagnosticas da

leishmaniose tem atraido bastante atencéo, por exemplo, a patente
ES2356439 B1 que se refere ao uso de oligonucleotideos de cadeia
simples (aptameros) que sédo capazes de se ligar especificamente as
proteinas histonas de microrganismos do género Leishmania, bem
como as utilizagcbes dos referidos oligonucleotideos para o
diagnéstico e tratamento de leishmaniose. Também sdo conhecidas
as patentes Pat. EP2631300 A1, que divulga a construcdo de sondas
de oligonucleotideos altamente especificos que podem ser utilizados
para a identificacdo de Leishmania e, a0 mesmo tempo para a

conjugagao com AuNPs.

Em adicdo, as patentes W02016005517A1; US 20120228155 Al,
descrevem métodos de diagnostico, seja baseado na detecgdo de
DNA, seja pela utilizacdo de moléculas alvo em fase liquida. A
presente invencao difere das demais supracitadas porque nenhuma
delas utiliza sistemas de biossensores com dispositivos

nanoestruturados baseados em ZnONps e AMP no seu
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desenvolvimento.
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14. A presente invencdo mostra um processo de sintese e obtencdo de

nanoparticulas de oOxido de zinco modificadas com o grupamento

amina e sua aplicagdo no desenvolvimento de biossensores

eletroquimico visando sua utiliza¢do principalmente, mas néo restrita,

na area biomédica.

15. Muito embora tais documentos apresentem semelhanca em relacdo a

presente patente, as diferencas existentes podem ser observadas

através da comparacdo entre esses documentos que pode ser

visualizada na Tabela | abaixo.

16. Tabela | - comparacao entre as componentes caracteristicas de cada

invento
Invento apresentado |W02014016465 | ES2356439 | WO 2015114506
Al Bl A2

Particula Sim Sim Nao Sim
Metalica
Polimero N&o Nao Nao N&o
Sequéncia de Sim N&o Sim
DNA Nao
Anticorpos N&o N&o N&o Sim
Nanoparticula Sim Nao Nao N&o
de Oxido de
zinco aminada

17. Problemas e Limitagfes do Estado da Técnica



18. O principal problema encontrado no estado da técnica é a limitacao da
guantidade da sonda de DNA imobilizada no genossensor, assim
como da sensibilidade da sonda para a deteccdo desta hibridagdo. A
fim de reverter esta situacdo e aumentar a quantidade de hibridac&o
bem como a sensibilidade de sua deteccdo usamos 0s nanomateriais.
As nanoparticulas de 6xido de zinco aminada foram utilizadas para
fazer modificagcdes na superficie do eletrodo, pois séo indicadas para
este fim devido a sua elevada area superficial e excelentes
propriedades eletroquimicas. Podemos assim desenvolver um

dispositivo especifico, de alta sensibilidade e economicamente viavel.

19. Objetivos da Invencéo

20. O objetivo da presente invencdo € apresentar um biossensor
eletroquimico nanoestruturado com nanoparticulas de 6xido de zinco
aminada. A presente invencdo evita e dispensa a necessidade de
marcadores, uma vez que esta técnica revela alteragbes nas
propriedades elétricas da superficie, tal como a corrente elétrica que

tém uma resposta representativa a partir da presenca da molécula alvo, sem

marcadores.

21l A presente invengdo também tem como objetivo o desenvolvimento
de novos sistemas eletroquimicos em escala nanométrica para

producdo em larga escala e de baixo custo operacional.

22. Solucao

23. O ato inventivo relacionado com a presente invengao é a obtencgéo de

um biossensor eletroquimico modificado com nanoparticulas de 6xido



de zinco aminada que fornecera um diagndstico rapido e preciso. Isso
faz com que este dispositivo forneca a vantagem em comparacao aos
métodos atuais de diagnostico da leishmaniose e apresentar-se como

uma técnica com economia de tempo e custo.

24. Vantagens

2. Uma das vantagens é a juncdo das propriedades elétricas e
metalicas, proporcionando o desenvolvimento de dispositivos
eletroquimicos mais eficientes, pois as combinacfes de distintas

propriedades possibilitam potenciais aplicacées.

26. Por causa da sua simplicidade, a técnica da hibridacdo € a mais
comumente usada nos diagndsticos laboratoriais do que o método de
sequenciamento direto, na analise de sequéncia génica especifica.
Na hibridacdo do DNA, a sequéncia génica alvo é identificada por
meio de uma sonda de DNA que forma um hibrido de dupla hélice
com o seu acido nucléico complementar, sendo esse reconhecimento
altamente eficiente e especifico. O Transdutor eletroquimico
apresenta a vantagem de apresentar uma grande diversidade de
suportes utilizados e pela facilidade de modificagdo dos mesmos.
Apo6s modificagdo com a sonda de DNA, o eletrodo entdo produzido, é
capaz de detectar eletroquimicamente a molécula complementar de

DNA, apresentando-se como uma promissora ferramenta para aplicagcao na

area biomédica.

27. O biodispositivo da invencdo mostra respostas satisfatérias frente a
diferentes concentracbes de DNA alvo na amostra analisada, além de
ser de facil manuseio, 0 que € uma vantagem, pois permite sua

aplicagcdo em laboratdrios de andlises clinicas, além de laboratérios



de ensino e pesquisa.

28. A novidade e o efeito técnico alcancado

2. Resumindo, a novidade da presente invencdo € a plataforma
diagnéstica utilizando biossensores modificados com nanoparticulas
de 6xido de zinco aminada, onde até o presente momento, ndo havia
sido identificada por nenhuma outra instituicdo de pesquisa ou ensino
ou mesmo descrito na literatura para 0 uUSO COmMO Sensor para
Leishmaniose, ja que os atuais métodos de deteccdo tém limitacdes,
dentre elas: baixa sensibilidade, especificidade, alto custo, tempo
elevado de diagnostico; o atual método supera todas essas limitaces
para a deteccdo da doenca, baseando-se na hibridacdo da fita

complementar de DNA.

30. Descricdo Detalhada

3L Os exemplos a seguir ndo tém o intuito de limitar o escopo da
invencdo, mas sim de somente ilustrar uma das inUmeras maneiras

de se realizar a invencao.

32 Resumidamente consegue-se chegar a invengdo primeiramente pela
sintese das nanoparticulas de oxido de zinco aminada e sua ligacao

ao eletrodo de ouro previamente modificado com AMP.

33. O procedimento seguido para preparar o biossensor foi o seguinte: O
eletrodo de ouro foi polido com alumina 0,5um e submetido a ultra
sonicacdo por 1 minuto em agua deionizada, e posteriormente seco

com nitrogénio (N2). Em seguida, o eletrodo de ouro foi submetido a um



potencial de -0,2 V para torna- lo catddico por 2 min. Posteriormente, o
eletrodo foi imerso na solugcdo de AMP por 60 min (4uL), apos isso se
modificou a superficie com EDC:NHS (1- Etil-3-(3-dimetilaminopropil-
carbodiimida/ N-hidroxisuccinimida) por 15 min e ZnONps-NHz por 20 min.
Concluida essas etapas o sistema sensor foi exposto a amostra contendo a
sequéncia de oligonucleotideo de Leishmania (OligLeish). Apds obtencéo do
eletrodo modificado com AMP-ZnONps-NHs- OligLeish este sistema foi
submetido a incubacdo com o genoma de pacientes contaminados com
genoma de L. chagasi (30min) diluidos em tampéo fosfato de sodio (TFS)
pH 7,4 (Fig.1). A lavagem foi executada com agua deionizada apés cada
incubagdo. O exemplo a seguir mostra um caso mais especifico de

realizacao.

34. Sintese e caracterizacdo das nanoparticulas

35. Preparacao de Nanoparticulas

36. As nanoparticulas foram obtidas da seguinte maneira: 1,5 g de 6xido
de zinco foi disperso em agua destilada (v = 50mL, pH 6,8), o pH
inicial foi ajustado para 6,5 com acido nitrico (HNO3). A solucéo foi
agitada durante 1 hora e posteriormente 1 mL de 3-
aminopropiltrietoxilano (APTES) foi acrescido a solugdo para
obtencdo das nanoparticulas de ZnONps modificadas com NH3
(ZNONps-NHs). Apos adicdo do APTES o pH elevou-se para 8,9
devido a propriedade basica dos grupamentos amino. A solugéo ficou
sob agitacao por 24h horas e, posteriormente, 0 excesso de APTES
foi removido por filtracéo, lavado com &lcool e acetona, e o p6 obtido

foi seco a 60°C sob vacuo.

37. Caracterizagdo das Nanoparticulas



38. As analises impedimétricas e amperométricas foram realizadas com o
auxilio de um potenciostato / galvanostato PGSTAT 128N (Autolab,
Holanda), em uma célula eletroquimica de trés eletrodos, imersos
numa solugcdo de 10 mM de ferro-ferricianeto de potassio
Ka[Fe(CN)e]*/K3[Fe(CN)e*] na proporcdo (1:1) usada como uma
sonda redox. A superficie do eletrodo de trabalho foi de ouro.
Eletrodos de fio de platina e Ag/AgCI (solucdo saturada de KCI) foram
usados como eletrodo auxiliar e de referéncia, respectivamente. Andlise
voltamétricas foram realizadas em um intervalo de potenciais entre - 0,2 V e
0.7 V a uma velocidade de varredura de 50 mV.s' e os experimentos
impedimétricos foram realizados a uma frequéncia entre 100 mHz e 100
kHz, com um potencial de 10 mV aplicado.

39. Caracteristicas das nanoparticulas

40. O artificio utilizado na construcédo do biodispositivo foi a imobilizacao
de uma sequéncia especifica do DNA de Leishmania chagasi, na
superficie do eletrodo modificado com as nanoparticulas que vai se
ligar a sequéncia alvo através de processos de hibridacao.
Empregamos ainda diferentes concentragbes deste DNA alvo que
foram imobilizados para testar a sensibilidade do dispositivo aqui

descrito.

41 A Fig. 2 mostra os voltamogramas ciclicos do processo de montagem
do biossensor, onde podemos observar no voltamograma em preto as
correntes de picos anddicos (Ipa) e catodicos (Ipc) bem definidos
(eletrodo limpo), o que é caracteristico de um processo limitado por
difusdo. Depois da modificacdo do eletrodo foi observada uma
diminuicdo acentuada destes picos, caracterizando assim a formagéao
da camada orientada de AMP (voltamograma vermelho).
Posteriormente, foram adicionadas as ZnONps- NHs juntamente com

EDC:NHS, onde observa-se um novo decréscimo nas respostas



amperométricas, comprovando assim a eficiente aderéncia das
nanoparticulas a superficie do eletrodo (voltamograma azul). Com a
imobilizagao do primer da leishmania, ocorreu nova diminuigdo destas
correntes, em decorréncia a repulséo eletrostatica entre o par redox e
a sonda de DNA na superficie do eletrodo (voltamograma verde),
comprovando assim a ligacdo e formacdo da camada sensora AMP-
ZnONps-NHs-OligLeish. Para a avaliagdo da agao do sistema sensor
AMP-ZnONps-NHs-OligLeish foi avaliada uma amostra contendo o
DNA alvo, e apos incubacao foi observado o processo de hibridacao,
isto faz com que haja uma nova diminuicdo nas correntes de picos
anddicos e catodicos como observado no voltamograma em rosa.
Este processo reflete a presenca de fitas complementares a sonda da
camada sensora, demonstrando o reconhecimento especifico do sensor

desenvolvido. As andlises foram realizadas numa faixa de potencial de -0,2
a0,7V.

42. Através da Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica, também é

possivel observar o processo de modificacdo da superficie do
eletrodo de trabalho, onde as modificagbes sdo comprovadas pelo
aumento do diametro do semicirculo do diagrama de Nyquist, sendo
este aumento relacionado ao incremento na resisténcia a
transferéncia de carga (Rcr). O eletrodo sem modificagbes em sua
superficie apresenta grafico com um comportamento quase linear
devido o processo ser limitado por difusdo, ao adicionar o AMP a
superficie do biossensor ocorre um nitido aumento do diametro do
semicirculo quando comparado com o eletrodo sem modificacdo, esta
caracteristica se mantém a medida que as camadas vao sendo
acrescidas ao dispositivo, refletido pelo aumento gradual de sua
resisténcia para o sistema ZnONps-NHs-OligLeish como para o
sistema apos reconhecimento ZnONps- NHs-OligLeish-Genoma o que
corrobora com as andlises de voltametria ciclica. As modificagdes que
ocorrem na superficie do eletrodo e o processo de hibridacdo levam a
um blogueio na transferéncia de elétrons do par redox ferro-

ferricianeto de potassio para a superficie do eletrodo. Desta forma,
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estes eventos levam a alteracdes no diametro do semicirculo visiveis

no gréafico de Nyquist.

O processo de bioreconhecimento do biossensor frente as amostras
clinicas de cées infectados (DNA) também foi analisado. Foram
analisadas uma amostra concentrada (1.0ng/mL) e a mesma diluida
em varias concentracbes (0.5, 0.1, 0.01, 0.001 e 0.0001 ng/mL),
mostrando assim a viabilidade e sensibilidade de utilizacdo do
sistema sensor (Fig. 3). Foi possivel avaliar por meio das respostas
dos voltamogramas ciclicos, que quanto mais concentradas as
amostras, menores sdo as correntes de pico anddicas e catddicas,
mostrando que quando aplicado o potencial sobre o eletrodo de
trabalho, ha um maior impedimento de passagem da corrente de

elétrons
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REIVINDICACOES

1 DISPOSITIVO NANOELETROQUIMICO PARA DETECCAO DE
LEISHMANIA CHAGASI BASEADO EM PARTICULAS DE OXIDO DE
ZINCO, caracterizado por ser um biossensor a conter as seguintes partes: a)
molécula de reconhecimento (sequéncia de acido nucléico), b) suporte onde
sera feita a imobilizacdo das moléculas, c) fonte de corrente elétrica, d)
Nanoparticulas metélicas de o6xido de zinco (ZnONps) e) acido 3-

mercaptopropidnico (AMP).

2 DISPOSITIVO NANOELETROQUIMICO PARA DETEC(;AO DE
LEISHMANIA CHAGASI BASEADO EM PARTICULAS DE OXIDO DE
ZINCO, de acordo com reivindicacdo 1, caracterizado pela detecgcédo do

analito através da analise das interacdes interfaciais do eletrodo.

3 DISPOSITIVO NANOELETROQUIMICO PARA DETECC}AO DE
LEISHMANIA CHAGASI BASEADO EM PARTICULAS DE OXIDO DE
ZINCO, conforme reivindicacdo 1 e 2 caracterizado pela presenca de
nanoparticulas metalicas sobre a superficie modificada com acido 3-

mercaptopropidnico obtidas através de um processo de automontagem.

4, DISPOSITIVO NANOELETROQUIMICO PARA DETECCAO DE
LEISHMANIA CHAGASI BASEADO EM PARTICULAS DE OXIDO DE
ZINCO, de acordo com as reivindicagles 1, 2, 3 caracterizado por basear-se
na aplicacdo de uma sonda de DNA em nanoparticulas metéalicas e assim
permitir deteccdo de patdbgenos em amostras com baixas concentragdes, em
particular foi desenvolvido um genossensor para a identificacdo do DNA da

Leishmania em amostras de pacientes infectados e céaes.
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5 DISPOSITIVO NANOELETROQUIMICO PARA DETECCAO DE
LEISHMANIA CHAGASI BASEADO EM PARTICULAS DE OXIDO DE
ZINCO, conforme reivindicacdo 1, caracterizada pelo fato da referida
superficie de suporte ser de ouro 0 que proporciona uma maior
condutividade elétrica e biocompatibilidade ao dispositivo facilitando assim a

interacBes moleculares.

6. DISPOSITIVO NANOELETROQUIMICO PARA DETECCAO DE
LEISHMANIA CHAGASI BASEADO EM PARTICULAS DE OXIDO DE
ZINCO, conforme reivindicagcbes 1-5, caracterizado pelo fato de que o
referido compdsito apresenta um nucleo formado por 6xido de zinco que se
liga a superficie do eletrodo de ouro devido a presenca de acido
mercaptopropidnico, o qual disponibiliza grupo —COOH para interagéo
covalente com grupo —NH2 presentes na superficie da nanoparticulas de

6xido de zinco.

1. DISPOSITIVO NANOELETROQUIMICO PARA DETECQAO DE
LEISHMANIA CHAGASI BASEADO EM PARTICULAS DE OXIDO DE
ZINCO, caracterizado pela modificacdo camada a camada da superficie do
biodispositivo seguida da analise voltamétrica e impedimétrica ao término de
cada etapa de modificacdo e a lavagem executada com agua deionizada

apos cada periodo de incubacao.

8 DISPOSITIVO NANOELETROQUIMICO PARA DETECCAO DE
LEISHMANIA CHAGASI BASEADO EM PARTICULAS DE OXIDO DE
ZINCO, de acordo com as reivindicagbes 1, 2, 3 e 7 caracterizado pelo
método de deteccdo eletroquimica por meio voltametria ciclica e
espectroscopia de impedancia eletroquimica.

96



9 DISPOSITIVO NANOELETROQUIMICO PARA DETECCAO DE
LEISHMANIA CHAGASI BASEADO EM PARTICULAS DE OXIDO DE
ZINCO, conforme reivindicagdo 6, caracterizado pela exposicdo do
grupamento tiol pelo AMP.

10. DISPOSITIVO NANOELETROQUIMICO PARA DETECQAO DE
LEISHMANIA CHAGASI BASEADO EM PARTICULAS DE OXIDO DE
ZINCO, conforme reivindicacdo 6, caracterizado pelo fato de que o
grupamento tiol expostos pelo AMP é importante para a posterior ancoragem

das nanoparticulas.

1 DISPOSITIVO NANOELETROQUIMICO PARA DETECC}AO DE
LEISHMANIA CHAGASI BASEADO EM PARTICULAS DE OXIDO DE
ZINCO, conforme reivindicagdo 6, caracterizado pelo fato de que a sonda
imobilizada na superficie da nanoparticula € uma sequéncia especifica do
material genético da Leishmania chagasi, proporcionando ao referido

biossensor uma alta especificidade daresposta.

12 DISPOSITIVO NANOELETROQUIMICO PARA DETECCAO DE
LEISHMANIA CHAGASI BASEADO EM PARTICULAS DE OXIDO DE
ZINCO, conforme reivindicacdo 8, caracterizado pelo fato de que a referida
andlise é feita numa faixa de potencial de -0.2V e 0.7 V e numa faixa de
frequéncia de 100 mHz e100 kHz respectivamente.

13 DISPOSITIVO NANOELETROQUIMICO PARA DETECCAO DE
LEISHMANIA CHAGASI BASEADO EM PARTICULAS DE OXIDO DE
ZINCO, caracterizado pelo uso da nanoparticula de Oxido de zinco em
biossensores abrangendo ao menos um agente imobilizador, no minimo um
agente ativador das ligacdes moleculares, para a elaboracéo de ferramentas

para uso diagnéstico.
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14. DISPOSITIVO NANOELETROQUIMICO PARA DETECCAO DE
LEISHMANIA CHAGASI BASEADO EM PARTICULAS DE OXIDO DE
ZINCO, caracterizado pelo uso da nanoparticula de Oxido de zinco em
biossensores, conforme reivindicagcdo 13, caracterizado pelo fato de que o

referido dispositivo € um genossensor eletroquimico.

15 DISPOSITIVO NANOELETROQUIMICO PARA DETECCAO DE
LEISHMANIA CHAGASI BASEADO EM PARTICULAS DE OXIDO DE
ZINCO, caracterizado pelo uso da nanoparticula de Oxido de zinco em
biossensores modificados com oligonucleotideo para elaboracdo de
biossensores e biodispositivos.
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6. CONCLUSOES

As analises eletroquimicas realizadas indicaram a imobilizagéo
correta dos sistemas sensores NpsFes04/Quit/PANI-Primerieishmania €
MPA-ZnoNHs- Primerieishmania Na superficie do eletrodo de ouro por
etapa de adsorcédo do analito.

As analises realizadas de VC para o sistema NpsFez04/Quit/PANI-
PrimercLeishmania, indicaram uma resposta satisfatoria, pois em VC
obteve uma transferéncia eletrénica satisfatéria e na EIE um aumento

da resposta na resisténcia de carga.

As analises realizadas de VC e EIE para os sistemas MPA-ZnoNHs-
Primerceishmania, indicaram uma resposta satisfatéria para o sistema
MPA- ZnoNHzs-Primerieishmania, pois em VC obteve uma transferéncia

eletrbnica satisfatoria

As imagens de AFM confirmam a modificacdo da superficie do
sistema NpsFe304/Quit/PANI-PrimerLeishmania

Os sistemas desenvolvidos NpsFes3O4/Quit/PANI-PrimerLeishmania € €
MPA- ZnoNHs-PrimerLeishmania tem a vantagem de deteccdo da

Leishmania infantum em pequenas quantidades.

Estes resultados indicam a adequacédo do biossensor para aplicagbes

préaticas
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