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RESUMO

O virus Zika (ZIKV) foi considerado uma "Emergéncia de Saude Publica" em 2016 pela
Organizacdo Mundial de Saude devido a sua associacdo com a epidemia de casos de
microcefalia em recém-nascidos. Muitos paises tém limitacGes em relacdo a deteccéo,
notificagdo e monitoramento das doencas causadas pelo ZIKV, tornando necessario o
desenvolvimento de ferramentas biotecnoldgicas de facil manuseio, baixo custo e que
apresentem resultados rapidos. Neste trabalho, apresenta-se um genossensor
impedimétrico baseado no reconhecimento da fita simples de RNA do ZIKV, que detecta
a hibridizacdo entre uma sonda de oligonucleotideos e sua sequéncia complementar, o
alvo. Para a constru¢cdo do genossensor impedimétrico, foram utilizados eletrodos
impressos (SPEs), onde os eletrodos de trabalho e contra-eletrodos foram confeccionados
com tinta de carbono e o eletrodo de referéncia com prata e cloreto de prata. A superficie
do eletrodo de trabalho foi modificada por eletropolimerizagdo da glutationa, e a sonda
foi imobilizada por meio de ligacdes covalentes, empregando os reagentes EDC-NHS (1-
etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida e N-Hidrosuccinimida), tendo suas condicdes
Otimas encontradas por meio de Voltametria de Pulso Diferencial (DPV). Para
caracterizar o genossensor, foram utilizadas técnicas de DPV e Microscopia Eletronica
de Varredura (MEV). Todas as modificagdes feitas na superficie do eletrodo foram
analisadas, tendo em vista a observacdo das alteracdes nas correntes de pico do azul de
metileno (MB) por meio da analise de DPV e do ferrocianeto/ferricianeto por meio da
Espectroscopia de Impedéancia Eletroquimica (EIS). Todas as modificacGes realizadas na
superficie do eletrodo de trabalho foram bem-sucedidas, como demonstrado pelas
imagens de MEV. Na analise de EIS, a sequéncia complementar atingiu uma Resisténcia
a Transferéncia de Cargas (Rct) de 6,6kQ, representando uma redugdo de
aproximadamente 46% em comparacdo com o eletrodo contendo apenas a sonda
imobilizada. A Rct ndo foi afetada pela hibridizacdo com alvo ndo complementar,
demonstrando a especificidade da sonda selecionada. Os resultados apresentados sdo
relevantes para o desenvolvimento de estudos futuros que permitirdo a construgéo de

biossensores portateis e sensiveis para detec¢do de ZIKV.

Palavras-chaves: SPEs; Genossensor; Detecgéo; Hibridizagéo; Zika Virus.



ABSTRACT

The Zika virus (ZIKV) was considered a "Public Health Emergency” in 2016 by the
World Health Organization due to its association with the epidemic of cases of
microcephaly in newborns. Numerous countries face limitations regarding the detection,
notification, and monitoring of diseases caused by ZIKV. Hence, developing
biotechnological tools that are easy to handle, cost-effective, and provide rapid results is
crucial. In this study, we introduce an impedimetric genosensor based on the recognition
of the single strand of ZIKV DNA, which enables the detection of hybridization between
an oligonucleotide probe and its complementary sequence, the target. To construct the
impedimetric genosensor, we employed printed electrodes (SPEs). Carbon ink was used
for the working and conter electrodes, while silver/silver chloride was utilized for the
reference electrode. The surface of the working electrode was modified through
glutathione electropolymerization, and the probe was immobilized using covalent bonds
facilitated by EDC-NHS reagents (1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide and
N-Hydrosuccinimide). Differential Pulse Voltammetry (DPV) determined the optimal
conditions for these modifications. To characterize the genosensor, DPV and Scanning
Electron Microscopy (SEM) techniques were used. Changes in peak currents of
methylene blue (MB) were observed via DPV analysis, and ferrocyanide/ferricyanide
analysis was conducted through Electrochemical Impedance Spectroscopy (EIS). All
modifications performed on the working electrode surface were successful, as confirmed
by the SEM images. In the EIS analysis, the complementary sequence reached a Charge
Transfer Resistance (Rct) of 6.6kQ, representing a reduction of approximately 46%
compared to the electrode containing only the immobilized probe. The hybridization with
a non-complementary target did not affect Rct, demonstrating the specificity of the
selected probe. These results have significant implications for future studies aiming to
develop portable and sensitive biosensors for ZIKV detection.

Keywords: SPEs; Genosensor; Detection; Hybridization; Zika Virus.
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1 INTRODUCAO

O Zika Virus (ZIKV) é um agente causador de zoonoses, um virus de RNA de cadeia
positiva pertencente a familia Flaviviridae (género Flavivirus) (Yao et al., 2021). Foi
descoberto na Uganda em 1947 em macacos e detectado pela primeira vez em humanos
na Nigéria em 1966. Em seguida causou surtos no Pacifico e na Ameérica entre 2007 a
2015. O primeiro caso de transmissdo vertical notificado no Brasil ocorreu em 2015
(Magalhées et al., 2022). Em 2016, o virus da ZIKV foi declarado uma “Emergéncia de
Saude Publica” pela Organizacdo Mundial de Saude (do inglés, World Health
Organization - WHO) logo apds sua relacdo com a epidemia de casos de microcefalia em
recém-nascidos. 1sso ocorre devido a uma proteina encontrada em seu envelope viral que
facilita o processo de fixacgdo, fusdo e entrada na célula hospedeira (Labibe and Chigbu,
2022). Logo, os flavivirus sdo hoje globalmente distribuidos, causando mais de 400

milhdes de infec¢bes anualmente (Pierson and Diamante, 2020).

Existem dois modos principais de transmissdo: vetorial e ndo vetorial (Nelson et al.,
2019; Haddow et al., 2020). A vetorial se da, predominantemente, através da picada do
mosquito fémea Aedes aegypti. A ndo vetorial inclui formas verticais, de mae para feto e
horizontais, através de relacfes sexuais, transplantes de érgéos, entre outros. Os sintomas
da infeccdo variam de erupcdes cutdneas, febre, conjuntivite, dores musculares e
articulares. Além desses, 0 ZIKV ainda esta associado a defeitos congénitos, parto
prematuro, sindrome de Guillian-Barré, aborto espontaneo e microcefalias em recém-
nascidos (Ali et al., 2022). Mesmo sendo considerado um problema de salde publica, a
infecgdo pelo ZIKV ndo dispde de terapia especifica, vacina e medicamento (Pattnaik et
al., 2020; Ali et al., 2022). Seu diagndstico persiste em observacdo dos sintomas clinicos,
circunstancias epidemioldgicas e exames laboratoriais. Esse problema ocorre devido a
disponibilidade limitada de testes de diagndstico e dificuldade para analisar os resultados,
devido a sua semelhanca com outros flavivirus circulantes patdgenos aos seres humanos
(WHO, 2022). A vista disso, novas tecnologias capazes de detectar essa infeccdo de

maneira precoce e em tempo real tornam-se necessarias.

Os biossensores surgem como uma alternativa para auxiliar no diagnostico, cuja
metodologia apresenta alta especificidade, sensibilidade e seguranca frente ao agente
etioldgico causador dessa infec¢do. Assim, 0 objetivo do presente estudo é desenvolver

um genossensor eletroquimico para detecgéo rapida, sensivel e especifica do Zika Virus.



16

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Epidemiologia

O Zika Virus foi descoberto em abril de 1947 em macacos Rhesus na floresta do Zika
em Uganda, Africa, e apenas em 1954 foi associado a uma doenca humana na Nigéria,
Africa (Dick et al., 1952). Seu primeiro caso foi relatado em 1966 na Asia, espalhando-
se pela regido Pacifica e America entre 2007 e 2015. Investigaces filogenéticas sugerem
que o Zika Virus divergiu em duas linhagens: uma africana e outra asiatica (Pettersson et
al., 2018). Todas as cepas epidémicas identificadas na regido do Pacifico e nas Américas
desde 2007 pertencem a linhagem asiatica (Liu et al., 2019). Seu primeiro grande surto
surgiu em 2007 na llha Yap, na Micronésia, enquanto o segundo ocorreu em 2013 na
Polinésia Francesa, infectando cerca de 11% de toda a sua populacdo (Souza, 2017; Ali
et al., 2022). Em seguida, o0 mundo viu um surto de infeccdes pelo Zika virus, com
milhares de casos espalhados pela Franca, Italia, Espanha, Honduras, Venezuela, El
Salvador, Estados Unidos, Indonésia, Filipinas, Caribe e assim por diante. Em dezembro
de 2021, cerca de 89 paises e territorios tinham evidéncias documentadas de transmissdo
do virus por mosquitos (WHO, 2022). E possivel observar na Figura 1 a distribuico dos
casos e surtos do ZIKV em 2022, segundo o Centro de Prevencdo e Controle de Doencas

dos EUA (do inglés, Centers for Disease Control and Prevention - CDC).

As infecgdes pelo Zika Virus ndo foram documentadas na América do Sul até seu
primeiro relato de transmissao no Brasil. Notificado na Bahia em mar¢o de 2015, relatos
indicam que sua introducdo no Brasil ocorreu durante a Copa das ConfederacGes em
2013, causando uma grande epidemia no pais (Campos et al., 2015; Faria et al., 2016).
Em contrapartida, ha relatos de que o virus tenha sido introduzido no Brasil durante a
Copa do Mundo em 2014 (Zanluca et al., 2015). Entretanto, ha relatos de que nenhum
pais do Pacifico com a infeccdo documentada pelo Zika Virus havia participado da
competicdo (Younger, 2016). Outras possibilidades da introdugdo do virus no Brasil
seriam através da participacéo de alguns paises do Pacifico no campeonato de Va‘a World
Sprints que ocorreu no Rio de Janeiro em agosto de 2014 ou através de viajantes do Chile
(Musso et al., 2014; Salvador and Fujita, 2016).
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Legenda do mapa
[ Pais ou territério com atual surto de zika '
I Pais ou territério que jé relatou casos de zika ? (passados ou atuais)
"1 Areas com baixa probabilidade de infecgdo por zika devido a altitude elevada (acima de
6.500 pés/2.000 metros)
Pais ou territério com mosquito 3 mas sem casos relatados de zika 2
[ Pais ou territério sem mosquitos * que disseminam zika
' Atualmente, nenhuma &rea esté relatando surtos de Zika

2 Casos de zika adquiridos localmente e transmitidos por mosquitos
3 Aedes aegypti

Figura 1. Distribui¢do dos casos e ou surtos do ZIKV em 2022. Fonte: Centro de Prevencéo e Controle de
Doencas dos EUA - CDC, 2022.

Independentemente de como o virus foi introduzido no Brasil, surtos infecciosos
foram observados em quase todo o pais logo apds seu primeiro caso confirmado. Em
outubro de 2014, o virus se espalhou por pelo menos 14 estados brasileiros e em
dezembro, o Ministério da Saude estimou mais de 1,3 milh&o de casos suspeitos em todo
o0 Brasil (Hennessey et al., 2016; Petersen et al., 2016). Entre 2015 e 2016, surtos de
microcefalia atingiram predominantemente o Nordeste brasileiro, representando um
problema sanitario de saude internacional. E possivel observar na Figura 2 a situacéo
epidemioldgica da sindrome congénita associada a infec¢do pelo Zika virus no Brasil
entre 2015 e 2022, de acordo com o Boletim Epidemioldgico publicado pela Vigilancia
em Saude (2022). Neste mesmo periodo, mais de 4.000 bebés nasceram com microcefalia
e mais de 10 mil casos de Sindrome Congénita do Zika virus (SCZ) foram notificados no
Brasil, e destes, 2.080 foram confirmados (Gulland, 2016; Lima and Iriart, 2021). Ainda

em 2016, o Zika virus foi declarado um “Problema de Saude Publica e Global” pela



18

WHO. Atualmente, mesmo com politicas de saude publica, é possivel observar casos da

infeccéo, principalmente em locais com baixa vulnerabilidade econémica.

Nascidos vivos
com SCZ

7 7 0 250 500 km
71 - 106 —) —

Figura 2. Distribuicdo por regido no ano de 2015 (esquerda) e 2016 (direita) dos nascidos vivos
confirmados com sindrome congénita associada a infeccdo pelo Zika virus. Fonte: Boletim Epidemioldgico
publicado pela vigilancia de Saude (2022).

2.1.1 Zika Virus

Pertencente ao género Flavivirus, o Zika virus possui RNA de cadeia positiva, ndo
segmentada, envelopada e fita simples (Figura 3). Seu envelope contém proteinas cujas
ligagBes a superficie das células hospedeiras Ihe proporciona e facilita o processo de
fixacdo, fusdo e entrada (Labibe and Chigbu, 2022). Outros virus pat6genos aos seres
humanos dispdem destas mesmas caracteristicas, tais como o virus da Dengue, Hepatite
C, Febre Amarela, Encefalite Japonesa, e Nilo Ocidental (Liu et al., 2019; Labibe and
Chigbu, 2022). Possui tamanho aproximado entre 30 a 45 pum; RNA com um
comprimento de 10,8 kb; pode ser preservado até 6 meses em glicerol a 50% e até 30
meses apos sua secagem; € susceptivel ao éter anestésico e seu ponto de morte térmica é
em 58°C por 30 minutos (Younger, 2016; Liu et al., 2019).
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Figura 3: Mosquito Aedes aegypti. Foto: Lauren Bishop, Fonte: Globo.com.

Contudo, mesmo apresentando muita similaridade na organizagdo do genoma e
estrutura do virion entre o Zika virus e os outros flavivirus, estudos atuais mostram
evidéncias distintas, no qual o Zika virus adquire algumas propriedades diferentes de
outros flavivirus (Liu et al., 2019). O ZIKV consegue atravessar a placenta e causar
defeitos congénitos e neuroldgicos graves nos fetos, tal como a microcefalia (Mlakar et
al., 2016; Hoen et al., 2018). As consequéncias de sua infeccdo vém sendo estudadas ha
mais de 50 anos em modelos animais e humanos, principalmente apos testes de infeccado
cruzada revelarem diferencas entre a Febre Amarela, Dengue e Encefalomielite (Dick et
al., 1952; Younger, 2016). Por meio dos esforcos da comunidade cientifica, varios
estudos in vivo e in vitro foram e estdo sendo desenvolvidos para analisar as complicagoes

dessa infecgdo viral.

Dentre os dois modos de transmissdo, a vetorial se d& através da fémea do
mosquito A. aegypti, que pode ser encontrada em quase todos os paises do hemisfério,
com excegdo do Canada e Chile continental (Nelson et al., 2019; Haddow et al., 2020;
WHO, 2022). Ha relatos que além do A. aegypti, a infec¢do pode ocorrer por A albopictus,
A africanus, A luteocephalus, A vittatus, A furcifer, A hensilii e A apicoargenteus
(Younger, 2016). Por serem mosquitos predominantemente domésticos, podem se
reproduzir facilmente em qualquer ambiente ou reservatdrio que retenha agua parada.
Como um arbovirus transmitido por mosquitos, ele entra na corrente sanguinea e se

replica em varios 6rgaos (Wen et al., 2009). Isto porque a fémea do A. aegypti necessita
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de sangue humano para o desenvolvimento dos seus ovos e para o seu metabolismo. Ja,
a transmissdo ndo vetorial se d& por meio vertical, da mée para os filhos via placenta ou
amamentacdo, horizontal por transmissdo sexual, ocular, transfusdo sanguinea,
transplante de 6rgaos e exposicao laboratorial (Figura 4) (Gregory et al., 2017; Song et
al., 2017; Nelson et al., 2019; Haddow et al., 2020; Major et al., 2021; Ali et al., 2022;
Labibe and Chigbu, 2022).

Transfusao de sangue

Da-se por meio do contato

@ com o sangue infectado 88
pelo virus. .
Sexual Mosquito
A fémea do mosquito dedes
Adveém das relagdes . q
. - o~ spp. € responsavel pela
sexuais. R ~. . .
- transmissdo do virus.
7, . N

! @) \ .
‘\) "‘ ¥, Y . ’ ‘\‘
Ocular © J 'o = Q M Vertical %

Ocorre quando o virus
atravessa a placenta materna,

Zlka Vlrus infectando o bebé ou através

N v da amamentacio.

Decorre via contato
com os fluidos oculares.

Exposicao laboratorial

Se da através da exposicdo a
materiais contaminados.

Figura 4. Diferentes formas de transmissao do Zika Virus. Fonte: Autora, 2022.

2.1.2 Virologia e Detecgdo

O Zika Virus consegue se ligar aos receptores de superficie celular que suportam
infeccdo e replicacdo, tais como células neurais, dendriticas, fibroblastos dérmicos,
endoteliais, macrofagos, celulas epiteliais do pigmento da retina, queratinocitos
epidérmicos e trofoblastos para causar infeccdo (Labibe and Chigbu, 2022). Apos a

proteina do envelope celular do Zika Virus reconhecer e ligar-se as células alvos, ocorre
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um processo de descamacéo para liberar o genoma do RNA viral no citoplasma da célula
hospedeira (Atif et al., 2016). Existem formas sintomaticas e assintomaticas, cuja
variacdo depende da gravidade da infecgdo. As formas sintomaticas incluem conjuntivite,
erupcdes cutaneas, dores de cabeca, febre, desconfortos musculares e articulares,
persistindo de 2 a 7 dias (Ali et al., 2022). Além desses, outros sintomas foram relatados
tais como hemospermia, perda de audi¢éo, inchagcos musculares nas méos e cotovelos e
sangramento subcutaneo (Tappe et al., 2014; Musso et al., 2015; Karimi et al., 2016).
Casos mais graves incluem a sindrome de Guillain-Barré, Sindrome Congénita do Zika e
problemas neurolégicos em fetos e lactantes, tal como a restricdo de crescimento
intrauterino, abortos espontaneos e microcefalia (Hoen et al., 2018; Liu et al., 2019;
Labibe and Chigbu, 2022).

Atualmente ndo existe nenhum medicamento ou vacina especifica para seu
tratamento (WHO, 2022). Seu diagndstico persiste em observacdo dos sintomas clinicos,
circunstancias epidemioldgicas e exames laboratoriais. Os dois procedimentos principais
baseiam-se na detecgdo do RNA viral via Teste de Amplificacdo de Acido Nucleico (do
inglés, Nucleic Acid Amplification Test - NAAT), que consiste na Transcricdo Reversa
Seguida da Reacdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real (do inglés, Reverse
Transcription Followed by Real Time Polymerase Chain Reaction - RT-PCR), e detec¢éo
de anticorpos por meio de ensaios soroldgicos (do inglés, Enzyme Linked
ImmunonoSorbent Assay - ELIZA) com confirmacdo por ensaios de Microneutralizacdo
ou Reducéo de Neutralizacdo (do inglés, Neutralization For Plaque Reduction - PRNT).
O RT-PCR ¢é util entre 0 3° e 5° dia ap6s o inicio dos sintomas, enquanto 0s anticorpos
conseguem detectar o virus apds o 5° dia de infeccdo. Entretanto, ambas as formas de
diagnostico podem apresentar falhas quanto se trata da detec¢do do virus de forma rapida
e segura, ou seja, sem falsos negativos ou positivos para o paciente. Além disso, esse
diagndstico torna-se ainda mais dificultoso quando os casos sdo assintomaticos ou quando

0S mesmos apresentam coinfecgdes e comorbidades.

A observacgdo dos sintomas pode resultar em conclusdes equivocadas devido a
grande semelhanca do virus com outros patégenos comentados anteriormente. Analises
laboratoriais demandam tempo, um vilao para portadores da forma mais grave da infeccao
tais como gestantes, cujo diagndstico de forma precoce pode favorecer o tratamento e
intervencdo, evitando abortos e ma formagéo fetal. Atualmente, muitos paises possuem

sistemas limitados quando se trata da detec¢éo, notificacdo e monitoramento das doencas
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causadas pelo ZIKA (WHO, 2022). Esses fatores comprovam a necessidade de métodos
alternativos para diagndstico do agente etiolégico causador da infeccdo viral. Dessa
forma, pesquisas nesse ramo vém despertando bastante interesse, uma vez que, tratando-
se do monitoramento e diagndstico terapéutico na saude, a atencao precisa ser redobrada.
Por consequéncia, investimentos em dispositivos analiticos visando a quantificacdo e
deteccdo de analitos alvos sdo extremamente necessarios nesse setor. Logo, 0S
biossensores surgem como um método promissor para a detec¢do de um alvo de interesse

médico.

2.2 Biossensores

Um biossensor é um sistema analitico que pode detectar um analito biolégico, cujo
elemento de reconhecimento é uma biomolécula, traduzindo as informacdes de presenca
e/ou concentracdo em dados analiticos, como sinais elétricos, dpticos e térmicos, usando
uma operacéo simples, de baixo custo e com economia de tempo (Makvandi et al., 2021;
Mohankumar et al., 2021; Presutti et al., 2022). As pesquisas envolvendo biossensores
comecaram no ano de 1962, com o projeto envolvendo a detec¢do de oxigénio no sangue
usando enzimas, introduzido por Clark e Lyons (Abid et al., 2021). Mas, foi apenas depois
do surgimento do primeiro biossensor para medicao da glicose, desenvolvido por Updike
e Hickes em 1967 que os estudos nesse ramo se intensificaram. Hoje é possivel observar
as variacGes dos biossensores para glicose encontrada no mercado farmacoldgico e,
mesmo apods 70 anos do seu lancamento, ainda € objeto de estudo nos dias atuais. Além
do monitoramento da glicose, 0s biossensores s&o utilizados para detectar e medir baixas
concentracOes de patdgenos especificos, produtos quimicos, toxicos e em diversos niveis
de pH (Naresh and Lee, 2021). Esse emprego diverso é resultado da inovacdo de
ferramentas de diagndstico especificas por meio da integracao de elementos de detecgédo
bioldgica, cujo principal objetivo é a deteccdo de alvos especificos dispersos em uma

amostra, de maneira rapida e econdmica (Presultti et al., 2022).

Os biossensores possuem diferentes formas, tamanhos e fungdes, cuja utilizagdo esta
diretamente relacionada com o objetivo da anélise. Devem possuir alta sensibilidade,
seletividade, linearidade, reprodutibilidade, alto alcance e resolugdo, proporcionando
baixo desvio e tempo de resposta (Dincer et al., 2019; Naresh and Lee, 2021). S&o

constituidos por um sistema de detec¢do composto por um receptor, um transdutor e um
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sistema de leitura, cuja juncdo é capaz de medir diretamente um analito alvo disperso em
uma amostra (Huang et al., 2021). Apos a deteccdo do sinal, 0 mesmo é registrado e
transmitido para um display, podendo ser observado na Figura 5 (Li et al., 2021; Naresh
and Lee, 2021). A interacdo especifica do elemento bioldgico com o alvo resulta na
alteracdo de uma ou mais propriedades fisico-quimicas, produzindo sinais proporcionais
a concentracdo do analito (Li et al., 2021). A resposta final € medida de forma qualitativa
e/ou quantitativa de um analito (por exemplo, um patdgeno) a partir da ligagéo especifica

do biorreceptor com o alvo.

Alvo / Transdutor

o
° . \ .
. ® ® Unidade
/') ‘ + > processadora de > Sinal
® ® .
A o o sinal

Elemento Biologico

Figura 5. Unidades que compdem um biossensor. Fonte: Autora, 2022.

2.2.1 Classificagdo dos Biossensores

A classificacdo dos biossensores é realizada de acordo com os transdutores e
biorreceptores utilizados em sua producdo. Quanto aos transdutores, podem ser
classificados em eletroquimicos, acusticos, calorimétricos e opticos (Karunakaran et al.,
2015; Abid et al., 2021; Ekrami et al., 2021; Lopes et al., 2022). De acordo com 0
elemento de reconhecimento bioldgico, os biossensores podem ser classificados como
enzimaticos, imunossensores, genossensores, celulares e biomiméticos. Os tipos de

biorreceptores e transdutores estdo descritos na Tabela 1.
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Tabela 1: Tipos de biossensores de acordo com biorreceptor e transdutor.

Biossensor Biorreceptor | Transdutor Aplicacoes (alvo)
Medicdo via corrente
Amperométrico de substratos
enzimaticos

Medicéo via voltagem

Potenciométrico . .
de ions, espécies redox

Eletroquimico

Enzimas, Medicéo via
Anticorpos, Condutimétrico condutancia de reacdes
Acidos cataliticas
nucléicos Imoedimétrico Medicao via
(DNA, RNA), | P impedancia
Gravimétricos/ | Células, : fo Medicdo de massa de
o . Piezoelétricos e
Acustico Biomimeticos gases volateis
o . . Medicdo via calor de
Calorimétricos Termistores, diodo ¢ .
organelas, vitaminas
Fibras Opticas | Medicédo via
Optico (fluorescente,  SPR, | luminosidade de

Raman, SERS, FTIR) | enzimas

A seguir, serdo abordadas de forma mais detalhada as classificacbes dos
biossensores de acordo com o tipo de transdutor utilizado.

2.2.1.1 De acordo com o transdutor

Um transdutor € definido como um dispositivo que pode converter energia de uma
forma para outra e sdo categorizados com base em métodos de transducdo do sinal
(Alhadrami, 2018; Naresh and Lee, 2021). O transdutor pode variar de acordo com sua
forma e funcdo, de modo que se adeque as medidas de interesse. O tipo de transducéao de
sinal segue a caracteristica quimica e fisica da reacdo gerada pelo componente bioldgico.
As perturbacBes da interacdo do alvo com o bioreceptor é recebida pelo transdutor e
convertida em sinais mensuraveis e quantificaveis, que podem ser eletronicamente
visualizados, amplificados e armazenados. De acordo com o seu principio operacional,
os transdutores sdo amplamente categorizados como gravimétricos, térmicos, épticos e
eletroquimicos (Abid et al., 2021; Naresh and Lee, 2021).
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a) Gravimétricos

S&o biossensores baseados em pequenas mudancgas na massa do material de ligacao,
como proteinas ou anticorpos na superficie, o que resulta na geracdo de um sinal
mensuravel (Naresh and Lee, 2021). Sdo empregados finos cristais de quartzo
piezoelétricos, que vibram em uma frequéncia especifica de acordo com a corrente
aplicada e a massa do material detectado (Cali et al., 2020). Assim, a medida que a massa
aumenta, resultado do evento de biorrenhecimento, a frequéncia oscilante diminui e o
sinal pode ser analisado (Antiochia, 2021). Os transdutores gravimétricos mais utilizados
sdo sensores baseados em magnetoelasticos (MES), microbalanga de cristal de quartzo
(QCM) e piezoelétricos. Dentre esses, a abordagem piezoelétrica se destaca por
apresentar varias caracteristicas atraentes como a sensibilidade devido ao alto médulo de
elasticidade, monitoramento em tempo real, custo-beneficio, alto limite de deteccéo,
frequéncia, estabilidade e linearidade (Lu et al., 2020; H. Li et al., 2022).

b) Calorimétricos ou Térmicos

Os biossensores que utilizam transdutores térmicos trabalham basicamente com a
deteccdo do analito via variacdo de temperatura, ou seja, as mudangas no calor produzido
ou consumido em uma reacao quimica sdo medidas ao longo de um periodo especifico de
tempo. A energia liberada ou absorvida € proporcional a entalpia molar e ao nimero total
de moléculas do produto criado na reacdo bioquimica (Eyvazi et al., 2021). Essa alteracao
é diretamente proporcional a quantidade de reagentes consumidos ou produtos formados
e, consequentemente, a quantidade de analito alvo. Entretanto, algumas informac@es dos
sensores térmicos ndo sdo confidveis devido a fatores como perda de calor (por radiacdo
ou conveccao), aquecimento do sensor (apds aplicacdo de um campo elétrico gerado por
uma fonte externa) e deformacéo do sensor (pressao mecanica) (Bordbar et al., 2021). Os
termopares, termistores e semicondutores sdo bastante empregados nessa forma de

deteccdo.

c) Opticos

Os transdutores Opticos sdo baseados nas modificacGes das propriedades Opticas,
permitindo quantificar a concentracdo do analito alvo por meio de alteraces na luz
emitida por um sistema reacional, seja biologico ou quimico (Ekrami et al., 2021).

Diversos fenémenos fisico quimicos podem ser observados como: absor¢do, indice de
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refracdo, fluorescéncia, fosforescéncia e refletividade (Antiochia, 2021). Os biossensores
Opticos mais comumente usados sdo baseados em fluorescéncia, quimioluminescéncia,
ressonancia de plasmon de superficie (SPR) e fibra dptica (Chen and Wang, 2020; Abid
et al., 2021). Dentre esses, a fluorescéncia e a SPR séo, sem duvida, as técnicas mais
utilizadas (Antiochia, 2021). Os biossensores opticos apresentam bom desempenho na
deteccdo de sistemas bioldgicos, promovendo avancgos significativos em diagndsticos
clinicos, descoberta de medicamentos, controle de processos de alimentos e

monitoramento ambiental (Chen and Wang, 2020).

d) Eletroquimicos

Os biossensores eletroquimicos sdo capazes de converter sinais bioldgicos em sinais
elétricos quantificaveis, tendo as enzimas como componentes mais utilizados devido sua
capacidade especifica de ligacdo com o alvo e atividade biocatalitica (Ekrami et al.,
2021). Assim, a medida que ocorre 0 consumo ou geracao de espécies eletroativas durante
a reacdo quimica/bioldgica, o transdutor processa e mensura a concentracdo do analito
presente na amostra. Essa resposta varia de acordo com a mudanca de alguns fatores, tais
como; corrente, potencial, condutividade, resisténcia ou carga. Na interface eletrodo -
solucdo ocorre a transferéncia de elétrons de uma espécie para o eletrodo ou vice-versa.
Para que essa técnica seja utilizada é essencial a utilizacdo de um potenciostato para

controlar o potencial aplicado e medir as correntes do eletrodo de trabalho.

Os biossensores eletroquimicos sdo populares por seus principios e funcionamento
visando as propriedades eletroquimicas do conversor e do analito (Malecka-Baturo,
2022). Dentre suas vantagens, as mais observadas e discutidas séo alta seletividade,
condutividade, estabilidade, baixo custo (Farzimet al., 2018; Lu et al., 2020). Além disso,
0s biossensores eletroquimicos podem ser miniaturizados, apresentar respostas rapidas e
em tempo real (principalmente de agentes nocivos a saude) (Lakard et al., 2021). Os
biossensores  eletroquimicos podem  ser amperometricos, condutimétricos,
impedimétricos, potenciométricos e voltamétricos (Lu et al., 2020; Naresh and Lee,
2021).

Os biossensores amperométricos baseiam-se na aplicagdo de um potencial para
gerar uma corrente elétrica, resultante de alteracbes de oxidacdo ou de reducdo de
especies eletroativas na superficie do eletrodo (Oliveira, 2017). Essa corrente &

diretamente proporcional a concentragdo/quantidade do agente eletroativo (alvo) presente
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na amostra analisada. Um pré-requisito para o desenvolvimento deste dispositivo é
estabelecer uma transferéncia rapida de elétrons do componente bioldgico para o eletrodo.
Pode ser utilizado no monitoramento de marcadores ambientais, industriais, farmacos no
sangue e urina, biomarcadores para doencas e infec¢des, entre outros (Schachinger et al.,

2021). Apresentam alta estabilidade, sensibilidade e facilidade de construcéo.

Os biossensores potenciométricos conseguem detectar concentracdes de ions
dispersos em uma amostra. A diferenca de potencial entre o eletrodo de trabalho e o
eletrodo de referéncia em condi¢cdes de corrente elétrica constante € medida. Os
biossensores potenciométricos mencionam a concentracdo e atividade de ions livres,
funcdo diferente dos outros métodos analiticos que fornecem concentracGes totais de
determinado alvo. Dentre suas vantagens, destacam-se tamanho reduzido, rapida

resposta, facilidade de uso, baixo custo e resistentes a interferéncias (Ding and Qin, 2020).

Ja os biossensores condutimétricos sdo baseados na mudanca na condutividade da
solugdo. Nao necessita da utilizacdo de eletrodo de referéncia, uma vez que a
condutividade dos eletrolitos varia de acordo com a exposicdo a diferentes
ambientes. Assim, o sinal obtido depende significativamente da temperatura (Xu et al.,
2017). Séo dificilmente manipulados, entretanto, quando utilizados permitem analisar
alteracdes de condutancia por meio de enzimas que consomem/produzem constituintes
ibnicos modificando o nimero de cargas do eletrdlito (Villalonga et al., 2022). Esses
biossensores podem ser facilmente miniaturizados, produzidos em larga escala e com
tecnologia de baixo custo. Esses dispositivos sdo facilmente utilizados para monitorar
processos metabdlicos em sistemas bioldgicos vivos (Radhakrishnan et al., 2014; Naresh
and Lee, 2021).

Os impedimétricos medem as mudancas na impedéancia na superficie do sensor a
medida que ocorre a ligacdo seletiva do alvo (Kim et al., 2019). O potencial/corrente pode
ser detectado através de uma ampla faixa de frequéncias de corrente/potencial alternada.
A razdo entre o potencial senoidal e a corrente é definido como impedancia (Z) e reflete
as diferengas de fase e amplitude do potencial e da corrente, permitindo analises dos
processos interfaciais do eletrodo, tais como transferéncia de cargas e difusdo de espécies
eletroativas (Wang et al., 2021). A Espectroscopia de Impedéancia Eletroquimica (EIS)
fornece uma analise ndo destrutiva de alguns parametros celulares e propriedades

interfaciais do alvo presente na amostra. A interacéo entre o biorreceptor e o analito causa
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mudangas na impedéancia da superficie do eletrodo de trabalho ap6s cada modificacao,

podendo aumentar ou diminuir a resisténcia a transferéncia de cargas (Antiochia, 2022).

Por fim, os biossensores voltamétricos sdo semelhantes aos amperomeétricos
baseando-se na medicdo da corrente-potencial, entretanto, a corrente resultante das
interacdes do analito com o elemento de reconhecimento é medida durante variacoes
controladas do potencial e ndo em um potencial fixo como ocorre na amperometria
(Ferreira, 2014). Assim, os niveis de corrente s&o monitorados em funcéo do potencial
aplicado, tendo a faixa de varredura escolhida de acordo com o objetivo. As técnicas mais
comuns para deteccao voltameétrica sdo Voltametria Ciclica (CV), Voltametria de Pulso
Diferencial (DPV) e Voltametria de Pulso de Onda Quadrada (SWV) (Liu et al., 2022).

2.2.1.2 De acordo com o Biorreceptor

Os biorreceptores sdo elementos de reconhecimento biolégico que reagem
especificamente com um analito de interesse para produzir um sinal mensuravel. Operam
como sensores em funcgdo das suas propriedades bioquimicas, tornando-os sensiveis e
seletivos para deteccdo de biomarcadores com minima interferéncia de outros
microrganismos ou moléculas presentes na amostra em analise (Abid et al., 2021). Sua
alta especificidade e forte interacdo das sondas bioldgicas com as moléculas alvo resultam
em ligacBes mais eficientes do analito e/ou ligante (Farzim et al., 2018). Varios
biorreceptores vém sendo desenvolvidos, estudados e descritos na literatura, com a
finalidade de evitar ao maximo a interferéncia de agentes ndo especificos na anélise e na
interpretacdo dos dados. As enzimas, anticorpos e aptameros sao as principais classes de

biorreceptores que sdo mais utilizados em aplicagdes de biossensoriamento.

Os elementos de reconhecimento podem ser inseridos em trés diferentes grupos:
os de afinidade, que se baseiam na interacdo do ligante com o receptor; os cataliticos, cuja
interacdo do biorreceptor com o alvo resulta na modificacdo do substrato em um produto
detectavel pelo transdutor e os biomiméticos, que utilizam elementos biologicos
sintéticos ou modificados que possuem 0s mesmos principios dos de afinidade e
cataliticos naturais (Oliveira, 2017). Os biossensores cataliticos dispdem das enzimas
(enzimaticos), organelas, células vegetais e animais e até fragmentos de tecidos, 0s quais

sdo bastante utilizados na deteccdo clinica e ambiental (Mehrotra, 2016; Mohankumar et
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al., 2021). Inseridos nos biossensores de afinidade podem ser encontrados 0s anticorpos
e antigenos (imunossensores), e acidos nucléicos (genossensores). Por fim, 0s sensores

biomiméticos possuem sistemas similares aos ligantes naturais convencionais.

Diante disso, uma grande variedade de biorreceptores podem ser explorados. A
seguir sdo descritos os principais biossensores classificados de acordo com a variedade

de moléculas bioldgicas existentes.

a) Enzimaticos

Os biossensores enzimaticos sdo dispositivos analiticos que utilizam enzimas como
elementos de reconhecimento bioldgico para detectar a presenca de substancias alvo. Eles
funcionam através da conversdo de uma reacdo quimica em um sinal elétrico ou oOptico,
permitindo a quantificacdo da substancia alvo. As enzimas sdo biomoléculas que sempre
atrairam a atencdo dos pesquisadores devido as suas propriedades especificas em relacédo
a substratos e sua capacidade de serem inibidas usando analogos de substratos (Kaur et
al., 2019). Essa grande atencdo é consequéncia de sua excelente seletividade e alta
atividade catalitica, motivos pelos quais tem atraido grande interesse em meio a outros
receptores (Cavalcante et al., 2021; Silvestri et al., 2022). Podem ser utilizadas para
deteccdo de biomarcadores como patdgenos e doencas em estagios iniciais, mostrando
alto desempenho e confiabilidade. E importante frisar que, apesar dos anticorpos e
oligonucleotideos serem amplamente empregados, as enzimas sdo 0s elementos mais

utilizados na construcdo dos biossensores.

Tratando-se da deteccdo enzimatica, duas classes sdo destacadas; na primeira classe,
a enzima detecta a presenca de um substrato, cosubstrato ou cofator (biossensor de
glicose, por exemplo), ja a segunda classe é baseada na detec¢édo de inibidores na presenca
de um substrato (deteccdo de compostos usados como pesticidas, por exemplo) (Farzim
et al., 2018). Ambas apresentam alta sensibilidade e especificidade catalitica em relagédo
as suas moléculas alvo. Tratando-se de condutividade, seu emprego vem ganhando cada
vez mais destague no mercado de biossensores. Por exemplo, enzimas oxirredutoras
podem ser facilmente aplicadas na sintese de alguns polimeros condutores (Ramanavicius
and Ramanavicius, 2021). Além destas, algumas enzimas geneticamente modificadas

permitem melhorar a capacidade de desempenho dos biossensores atuais para detecgédo
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de analitos alvos (Farzim et al., 2018). Essa otimizacdo é resultado dos avancos em
pesquisas cientificas e aplicacdes tecnoldgicas, especialmente no campo da
nanotecnologia (Wang et al., 2019). Dessa forma, quando trazidas para nanotecnologia,
essas enzimas melhoram sua capacidade de imobilizacdo, caracteristica crucial na
transducdo dos biossensores, tais como: relacdo superficie-volume, resposta de sinal,
sensibilidade e condutividade (Cavalcante et al., 2021). Portanto, é cada vez mais
evidente que a nanotecnologia esti avancando rapidamente e os hanomateriais estdo se

tornando um importante pilar da pesquisa biomédica (Rinoldi et al., 2021).

A utilizacdo de enzimas apresenta algumas desvantagens que podem limitar sua
aplicacdo. Elas geralmente sdo caras e sofrem com a falta de estabilidade quimica e
térmica, além de uma baixa vida Util quando retiradas do seu ambiente nativo (Farzim et
al., 2018; Silvestri et al., 2022). Vale frisar que alguns produtos quimicos (agrotoxicos e
pesticidas, por exemplo) podem interagir ou se ligar especificamente as enzimas
imobilizadas, resultando em mudangas estruturais no sitio ativo das enzimas, inibindo sua
bioatividade (Yang et al., 2022). Porém, a utilizacdo de matrizes, tal como polimeros
condutores, minimiza essas desvantagens e, a0 mesmo tempo, oferece uma estratégia
eficaz para preservar a atividade enzimatica. Ou seja, a matriz polimérica fornece um
ambiente adequado para a imobilizacdo da enzima, mantendo sua atividade a longo prazo,
especialmente em medic¢des eletroquimicas (Zhang et al., 2018; Dinu e Apetrei, 2022).

b) Imunossensores

Esses dispositivos utilizam a interacdo especifica entre um antigeno e um
anticorpo (interagdo Ag-Ab) para detectar a presenca ou quantificar a concentragédo de
um determinado analito em uma amostra por meio da conversdo de um sinal bioquimico
em um sinal elétrico (Hassan et al., 2022). O processo de deteccdo utilizando
imunossensores comecga com a preparacdo da superficie de deteccdo. Geralmente, essa
superficie é constituida por um material solido, como vidro ou silica, que € funcionalizado
com anticorpos especificos para o analito em questdo. Esses anticorpos séo imobilizados
na superficie de deteccdo através de processos quimicos ou fisicos. Quando a amostra a
ser analisada € aplicada na superficie de deteccdo, os analitos presentes na amostra irdo
se ligar aos anticorpos imobilizados, processo chamado de ligacdo antigeno-anticorpo e
resulta na formagéo de complexos antigeno-anticorpo na superficie de detecgao (Monosik

et al., 2012; Ali et al., 2017; Li et al., 2022). Ap6s a formacdo desses complexos, €
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necessario detecta-los, isso pode ser feito de diversas maneiras, dependendo do tipo de
imunossensor utilizado, em geral, as técnicas de deteccdo mais comuns incluem a
espectroscopia, a eletroquimica e a impedancia elétrica (Monosik et al., 2012; Ali et al.,

2022).

Dentre as vantagens observadas nos imunossensores, destacam-se 0 baixo custo
de producdo, estabilidade, capacidade de regeneracdo, alta acuracia e sensibilidade
(Makvandi et al., 2021; Kumaran et al., 2022). Outra vantagem comumente observada
reside no fato do analito alvo e antigeno néo precisarem ser purificados antes da deteccéo,
0 que otimiza o tempo de processamento da amostra (Lakard, 2020). Além disso, 0s
imunossensores também podem ser miniaturizados, apresentando-se como dispositivos
portateis capazes de realizar rdpidas analises, tornando-os ainda mais acessiveis e
indicados para o0 biomonitoramento. Dessa forma, com foco nessas caracteristicas, esses
dispositivos fazem grande progresso no diagnostico medico, controle de qualidade
alimentar e ambiental, deteccdo de agentes bioldgicos e farmacéuticos, entre outras
aplicacdes (Hadzi¢ et al., 2021; Yao et al., 2022).

c) Celulares

Também conhecidos como microbioldgicos, os biossensores celulares dispdem de
estruturas celulares como elemento de reconhecimento. Em geral, todo tipo de célula pode
ser manipulado para desenvolver esse tipo de biossensor, entretanto, as mais utilizadas
sdo células bacterianas, algas, fungicas, peixes, ratos e seres humanos (Brennan et al.,
2016; Ye et al., 2019). Baseia-se na capacidade da célula em detectar as condi¢bes do
microambiente intra e extracelular, além de parametros fisioldgicos, gerando uma
resposta quando interage com o alvo. Quando as células sentem os estimulos externos, o
sinal gerado passa pelo transdutor que o converte e amplifica, tornando a existéncia e a
concentracdo do alvo conhecido na amostra analisada (Zhang et al., 2021). Mesmo
apresentando resisténcia e adaptabilidade, as respostas fisico-quimicas das reacfes podem
ser afetadas de acordo com 0 meio, temperatura, pH, entre outros, sendo necessario a
padronizacdo e otimizacdo do sistema de detec¢do (Kim et al., 2018). A vista disso,
destaca-se a importancia do manuseio correto das células que serdo utilizadas, uma vez
que apresentam um sistema cinético dindmico com varias reacfes de oxirreducdo e

mudangas na composicao idnica nos diferentes processos bioldgicos.
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Diferentes tipos de sistemas de transducao/deteccdo tém sido utilizados em
biossensores microbianos, sendo os eletroquimicos e dpticos os mais destacados (Hicks
et al., 2020; Siontorou, 2022). Sdo amplamente utilizados no monitoramento ambiental
(metais pesados, por exemplo), bioproducéo, aplicagdes biomédicas em diagnosticos e
monitoramento em saude (marcadores de doencgas), identificar a presenca de bactérias
patogénicas em alimentos e bebidas (Watstein and Styczynski, 2018; Wan et al., 2019;
Hicks et al., 2020; Siontorou, 2022). Tratando-se de aplica¢fes médicas, 0s biossensores
celulares oferecem diagnosticos mais rapidos do que os métodos tradicionais, onde a
cultura do agente infeccioso € comumente necessaria, bem como o transporte para um
laboratério de testes (Hicks et al., 2020). Todavia, apesar de suas notdrias vantagens,
esses dispositivos frequentemente apresentam baixa confiabilidade, podendo ter seu
desempenho de deteccdo afetado devido sua baixa sensibilidade e limite de deteccdo
(LoD) (Shemer et al., 2017; Landry et al., 2018). Deste modo, ainda sdo necessarios
esforgos consideraveis para solucionar esses problemas relacionados ao processo de

deteccdo desses dispositivos.
d) Genossensores

O principio de funcionamento dos genossensores baseia-se na hibridacdo do
oligonucleotideo sonda com a sequéncia complementar presente na amostra, formando
uma dupla hélice, o que resulta em uma mudanga detectavel no sinal do sensor (Paniel et
al., 2013; Zidari¢ et al., 2022). Podem ser usados em diversas aplicacdes, tais como;
diagnostico de doencas, detectando a presenca de agentes patogénicos em amostras
biologicas, como sangue, urina e saliva; monitoramento ambiental, detectando
organismos patogénicos em agua e solo; testes de seguranca alimentar, identificando a
presenca de bactérias patogénicas em alimentos e bebidas; identificacdo de espécies,
detectando espécies de plantas, animais e microrganismos (Enter and Hauff, 2018;
Romanholo et al., 2021).

2.3 Elementos de biorreconhecimento dos genossensores

Os elementos de bioreconhecimento mais comuns utilizados nos genossensores
sdo o0s acidos nucleicos complementares, como o0 DNA ou RNA, que se ligam
especificamente ao alvo de interesse, permitindo a deteccdo e quantificacdo precisa de

sequéncias especificas de acidos nucleicos. A detec¢édo do alvo ocorre pelo processo de
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hibridizacdo entre a molécula imobilizada no transdutor (ssSDNA) e sua sequéncia
complementar (alvo), de modo que, ao adquirir a conformacéo de dupla hélice (dsDNA),
um sinal é gerado proporcional a concentracdo do alvo na amostra analisada. Importante
frisar que a deteccdo é altamente seletiva e resulta das propriedades especificas da
interacdo das bases nitrogenadas presentes nos oligonucleotideos. Contudo, a estabilidade
da dupla hélice (ligacdo da sonda com o alvo) depende da sequéncia de nucleotideos que
compde a sonda que serd hibridizada, isto €, uma combinacdo perfeita na sequéncia de
nucleotideos da sonda produz uma fita dupla hibridizada altamente estavel e facilmente
detectada pelo transdutor (Zhang et al., 2016; Oliveira, 2017).

Além dos acidos nucléicos, os genossensores podem utilizar aptdmeros como
elementos de biorreconhecimento. Os aptdmeros sao compostos por sequéncias de &cidos
nucléicos artificiais que sdo gerados por meio de bibliotecas computacionais que contém
diversas sequéncias de oligonucleotideos. Sua sintese dar-se-a por meio do método de
Evolucdo Sistematica de Ligantes por Enriquecimento Exponencial (SELEX). Quando
interagem com o alvo, os aptdmeros se dobram em uma estrutura 3D permitindo a ligagao
apenas em locais especificos com alto grau de afinidade. A alta afinidade e especificidade
dos aptameros reside na sua ligacdo e reconhecimento altamente organizado e estruturado
com o alvo, permitindo multiplas interacBes entre o aptdmero e o ligante sem

interferéncias de contaminantes externos (Munzar and Juncker, 2019; Jamei et al., 2021).

Esses elementos de biorreconhecimento sdo combinados com tecnologias de
deteccdo de alta sensibilidade, como a amplificacdo de sinal por meio de nanoparticulas
de ouro ou prata, ou com tecnologias de deteccdo fluorescente, para permitir a detecgédo
precisa e quantificacdo de acidos nucleicos especificos em amostras bioldgicas, tornando
a utilizacdo dos genossensores uma tecnologia alternativa valiosa aos ensaios genéticos

convencionais (Lu et al., 2020).
2.3.1 Principais métodos de deteccdo eletroquimica em genossensores

Como citado anteriormente, o principio basico de funcionamento de um
biossensor de acido nucléico é o reconhecimento de uma outra molécula alvo de acido
nucléico a partir do evento da hibridizacdo (Ferreira, 2014). Os métodos de deteccdo
eletroquimica sdo divididos em deteccdo direta e indireta. Assim, 0s genossensores

eletroquimicos podem ser divididos em duas categorias: biossensores de reconhecimento
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direto e biossensores de reconhecimento indireto (Zare and Shekari, 2019; Abedi et al.,
2022).

No método de deteccdo direta as medigdes sdo realizadas com base na interacao
biolégica dos componentes e ndo ha necessidade de moléculas-alvo marcadas (Zare and
Shekari, 2019). Alteracbes fisicas, como as alteracdes nas propriedades O&pticas,
mecanicas ou elétricas induzidas por intera¢fes bioldgicas, sdo medidas pelo transdutor.
Isso pode ser feito usando técnicas como voltametria, impedancia ou potenciometria. A
mudanca no sinal eletroquimico ocorre devido a uma mudanca na capacidade de
transferéncia de elétrons na interface eletrodo/solucéo, que ¢ induzida pela hibridizacédo
da sonda com o alvo. A detec¢do direta é geralmente preferida quando a ligagdo de um
analito produz uma resposta apropriada em uma ou mais faixas de concentragdo (Zare
and Shekari, 2019). Esse método de deteccdo de hibridizacdo consiste em medir o sinal
eletroquimico gerado pela oxidacdo das bases nitrogenadas presentes no duplex formado
entre a sonda e 0 DNA alvo. Essa deteccdo depende da eletrooxidacdo inerente de
nucleobases de guanina e adenina em cadeias de DNA (Abedi et al., 2022). A guanina é
a base mais adequada para esse método devido a sua alta eletroatividade e facilidade de
oxidacdo (Ferreira, 2014). A diferenca de potencial de oxidacdo permite distinguir
efetivamente o sinal gerado pela sonda e o sinal gerado pela hibridizacdo com 0 DNA

alvo.

J& a detecc¢do indireta explora o comportamento eletroquimico de um indicador
eletroativo/marcador para detec¢do de hibridacdo de DNA (Abedi et al., 2022). Vérios
marcadores eletroativos podem ser utilizados na deteccdo indireta, tais como: enzimas,
marcadores fluorescentes e marcadores redox (Zare and Shekari, 2019). O uso dessas
moléculas com propriedades redox pode monitorar indiretamente a estrutura dos acidos
nucléicos na superficie do eletrodo. Por exemplo, o azul de metileno (MB, do inglés
Methylene Blue) e o ferroceno (FC+) sdo dois compostos com atividade redox sensiveis
a analise eletroquimica e extremamente utilizados nesse método (Ferreira, 2014). O MB
apresenta alta afinidade pelas bases de guanina e é capaz de distinguir entre DNA de fita
simples (ssDNA) e fita dupla (dsDNA) com base na diferenca de sinal redox, ja o FC+ e
seus derivados interagem com as principais cavidades do dsDNA, apresentando uma
maior afinidade para o hibrido (dsSDNA) do que para a sonda (ssDNA) (Farjami et al.,
2010; Ferreira, 2014).
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E importante destacar os diferentes comportamentos do MB na deteccio
eletroquimica indireta. O sinal das reacdes redox do MB pode variar de acordo com cada
tipo de biossensor, ou seja, ele pode apresentar maior afinidade pela sSSDNA (DNA de fita
simples, do inglés Single-standed DNA) ou pela dsDNA (DNA de fita dupla, do inglés
Double-standed DNA). Por exemplo, a maioria dos trabalhos relatam que o MB apresenta
uma corrente mais alta em dispositivos contendo o sSDNA quando comparados aos que
contém apenas o dsDNA (Chowdhury et al., 2014; Santos, 2014; Silvestrini et al., 2015).
Nesse caso, onde 0 MB se liga ao sSDNA, é resultado da maior afinidade do mesmo pelas
guaninas livres no ssDNA e menos acessivel apds o evento de hibridizacdo, gerando
consequentemente sinais diferentes (Rashid and Yusof, 2017). Em contrapartida, ha
relatos de que o MB pode se ligar a superficie do DNA hibridizado (dSDNA) via interacéo
eletrostatica com o grupo fosfato de carga negativa do DNA ou interacdo intercalada entre
pares de bases (guanina-citosina) (Siddiquee et al., 2010; Da et al., 2018; Li et al., 2018;
Longetal., 2019). Assim, a discriminacdo entre 0 sSSDNA e o dsDNA se dé pela diferenca
do sinal redox do MB quando ligado as estruturas de DNA (Ferreira, 2014; Rashid and
Yusof, 2017).

2.4 Principais técnicas de Imobilizacao

A imobilizacdo é o método pelo qual um componente bioldgico se liga ao
transdutor, mantendo sua atividade bioldgica natural. A deteccéo do alvo de interesse esta
diretamente ligada a imobilizacdo adequada do bioreceptor. Essa etapa garante uma parte
ativa e acessivel para os alvos, proporcionando alta estabilidade conformacional e
bioatividade (Asal et al., 2019). Alguns parametros sdo considerados de extrema
importancia para uma imobilizacdo eficiente, sdo eles: tamanho da biomolécula, area de
trabalho, polaridade, forma, presenca de grupos funcionais e condi¢bes de
armazenamento (Asal et al., 2019; Botewad et al., 2021). Muitas formas de imobilizagdo
de um componente bioldgico séo utilizadas, tais como: adsorcao fisica e quimica, ligagéo

covalente, aprisionamento, afinidade e assim por diante (Botewad et al., 2021).

A adsorgao fisica € uma das técnicas mais simples, entretanto, € pouco reprodutivel
e confidvel devido a facilidade das biomoléculas de se liberarem do sensor (dessorcéao)
uma vez que as ligagdes sdo fracas e pouco estdveis. Para realizar esse tipo de

modificacdo, o elemento de reconhecimento pode ser imobilizado diretamente na
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superficie do eletrodo sem nenhuma modificacdo ou ja contendo um agente modificador,
tal como polimero, nanomateriais ou nanocompasitos (Ferreira, 2014; Nemiwal et al.,
2022). A imobilizacdo pode ocorrer por imerséo do eletrodo ou deposi¢cdo em sua
superficie da solucdo contendo o elemento de reconhecimento, aguardar a evaporagao do
solvente e formacdo de filme. A forca de adsorcdo depende da temperatura, pH, forca

ibnica e as propriedades dos solventes (Nemiwal et al., 2022).

A ligacéo por adsorcao quimica ou quimissorcao € uma forma de imobilizacdo mais
forte que a adsorcdo fisica e ocorre frequentemente com substancias organicas
hidrofébicas. A abordagem mais amplamente utilizada na quimissorcdo sdo moléculas
tioladas em ouro, devido a sua facil preparacédo e forte afinidade dos &tomos de tiol em
relacdo as superficies de ouro (Huertas et al., 2019). A quimissorcdo de sondas de DNA
modificadas com um ligante de tiol (ou seja, sondas SH-ssSDNA) é o tratamento mais
direto para o desenvolvimento de biossensores gerando monocamadas automontadas
(SAMs) contendo diretamente a sequéncia da sonda que hibridiza com o alvo (Ferreira,
2014; Huertas et al., 2019).

A ligacéo covalente ou reticulagdo ocorre entre o suporte e o biorreceptor, sendo esse
0 método de imobilizacdo mais utilizado e geralmente irreversivel devido a natureza
estavel das ligacOes (Fraas and Franzreb, 2017). As ligacdes covalentes sdo realizadas por
meio de grupos funcionais que ndo sdo essenciais para sua atividade natural.
Normalmente, os grupos funcionais utilizados para modificacdo estdo presentes nas
cadeias laterais de alguns aminoécidos, como os grupos hidroxila, amino, carboxilico e
tiol (Liébana and Drago, 2016; Belgis, 2019). A ligacdo covalente pode permitir a
imobilizacdo de biomoléculas orientadas, fornecendo superficies modificadas
controladas, reprodutiveis e altamente ativas. Para que isso ocorra, 0s materiais de suporte
precisam ser ativados ou modificados com algum agente de reticulagcdo, como por
exemplo glutaraldeido (acoplamento quimico), e EDC-NHS (agente ativador) (Asal et
al., 2019; Purohit et al., 2020) (Figura 6).
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Figura 6: Processo de modificacao (ativagdo) dos grupos carboxilicos da Glutationa. Fonte: Autora, 2023.
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O processo de ativacdo dos grupos carboxilicos de um polimero por EDC-NHS
envolve a ativagdo desses grupos com EDC, formando um intermedidrio reativo que reage
com NHS, formando um éster estavel e reativo. As moléculas de sondas podem ser
acopladas ao NHS-éster por meio de uma reacdo de amina-éster, resultando na ligacédo
covalente entre o polimero e as sondas (Kanagavalli et al., 2021). Isso aumenta a
estabilidade e eficiéncia do biossensor. A presenca do NHS e do EDC aumenta a
eficiéncia do acoplamento, permitindo que a sonda se ligue de forma mais estavel ao

substrato do sensor.

Na imobilizagdo por aprisionamento o biorreceptor é encapsulado em matrizes
tridimensionais, como eletropolimeros, fotopolimeros ou gel de silica (Huertas et al.,
2019). Esta técnica se depara com um longo tempo de resposta e baixa estabilidade devido
aauséncia de interacao entre a matriz de imobilizacdo e a molécula utilizada. Esse método
é usado principalmente com células e organelas, podendo ter as células aprisionadas nos
poros de membranas (de celulose ou outros materiais sintéticos) ou mantidas préximas a
superficie do transdutor usando uma membrana de dialise, ambas séo as abordagens mais
conhecidas (Asal et al., 2019).

Por fim, a ligacdo por afinidade inclui intera¢cbes ndo covalentes que dependem de
ligagdes de afinidade entre o suporte ativado e um grupo especifico da sequéncia de
proteinas (Asal et al., 2019). O procedimento mais conhecido neste método é a interacao
estreptavidina (ou avidina)-biotina que leva a uma das formacg6es mais fortes, fornecendo
imobilizacOes controladas e orientadas nos transdutores (Ferreira, 2014; Botewad et al.,
2021). Na presenca de biotina, a avidina ou estreptavidina (imobilizada no eletrodo de
trabalho) se liga a ela formando um complexo estavel, permitindo que a molécula
biotinilada seja capturada e detectada com alta especificidade (Carr, 2019). Essas
interacbes fornecem um sistema ideal de ligacGes de afinidade com inUmeras areas de

aplicacdo, como imunologia e biologia celular/molecular (Asal et al., 2019).

2.5 Agentes modificadores

Os polimeros condutores sdo uma classe importante de materiais funcionais que tém
sido amplamente aplicados na fabricagéo de biossensores eletroquimicos, devido as suas

propriedades quimicas, elétricas e estruturais. Despertaram interesse depois dos estudos
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de Shirakawa et al., (1977) descrevendo que a dopagem do poliacetileno com hilogénio
aumentou fortemente a condutividade do polimero. Gragcas a essa pesquisa
revolucionéria, Shirakawa, MacDiarmid e Heeger receberam o Prémio Nobel de Quimica
em 2000 e abriram caminho para o desenvolvimento de outros polimeros condutores
combinando propriedades de polimeros organicos e propriedades eletrénicas de
semicondutores (Guo, 2020). ApoOs esses estudos pioneiros, inimeros polimeros
condutores foram preparados e utilizados em diversas aplicagdes, como poliacetileno,
polipirrol  (PPy), polianilina (PANI), policarbazol, politiofeno (PTh), poli(3,4-
etilenodioxitiofeno) (PEDOT), polifenileno, poli(fenileno vinileno), polilisina,
policisteina, poli(acido glutamico), entre outros (Chen et al., 2018; Yi et al., 2019; Guo,
2020; Spychalska et al., 2020; Julio et al., 2022).

Além dos polimeros citados acima, a glutationa (GSH) também pode ser utilizada
como um agente modificador de eletrodos. A GSH é um tripeptideo linear concentrado
principalmente no figado, composto pelos aminoécidos L-glutamato, L-cisteina e L-
glicina. A GSH é o agente redutor de tiol mais importante envolvido na modulacéo de
processos redox (Matuz-Mares et al., 2021; Vairetti et al., 2021; Saini and Sahoo, 2022).
Sua sintese ocorre no interior das células de acordo com a biodisponibilidade dos
aminoacidos que a constitui. A GSH é encontrada nas células animais, vegetais, em
cianobactérias e proteobactérias, podendo auxiliar na inativacdo de compostos oxidantes,
retardando os efeitos do envelhecimento por meio da reducdo do estresse oxidativo,
armazenamento e transporte de cisteina (Dorion et al., 2021; Saini and Sahoo, 2022). Nas
células, a glutationa pode ser encontrada sob forma conjugada, reduzida e oxidada. A
forma utilizada no presente estudo foi a oxidada, também conhecida como GSSG, de
formula CooH32NeO12S2 € massa 612,63g/mol, sua estrutura molecular pode ser observada
na Figura 7. As vantagens proporcionadas pela glutationa geraram varios trabalhos
cientificos visando sua deteccdo, principalmente por meio de biossensores e que podem
ser encontrados facilmente descritos na literatura (Barman et al., 2017, 2018; Sui et al.,
2018; Rawat et al., 2020; Tian et al., 2020; Keoingthong et al., 2021; Asadpour and
Mazloum-Ardakani, 2022; Wang et al., 2022; Zhang et al., 2022; Zhu et al., 2022).
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Figura 7. Estrutura da molécula de L-Glutationa (G4376-10G); Fonte: Sigma-Aldrich, 2022.

Sua estrutura morfoldgica possibilita a fixacdo sobre o eletrodo de trabalho que,
consequentemente, fornece pontos de ancoragem (—COOH e —NH2) que proporcionam e
facilitam a imobilizacio de biorreceptores para deteccdo de moléculas alvo. E possivel
observar na Figura 8 como funciona a ligagédo da glutationa no eletrodo (essa ligacéo sera
abordada de forma mais detalhada na Sessdo de Resultados) de Carbono Vitreo (Xia et
al., 2016).
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Figura 8. Esquema da ancoragem da Glutationa no eletrodo de trabalho de Carbono Vitreo. Fonte Xia et
al., 2016.

Dentre os estudos envolvendo a utilizacdo da GSH, destaca-se o grupo de Cai et al.,
(2021), por meio da construgdo de um biossensor de fluorescéncia buscando a
determinacéo de furazolidona por meio de nanoclusters de cobre tendo a glutationa como
agente protetor de acido ascdrbico como agente redutor. O dispositivo apresentou LoD

de 0,012uM em amostras de soro bovino, apresentando-se como um método analitico
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rapido, facil e ultrassensivel para deteccdo de furazolidona. J& o grupo de Xia et al.,
(2016) focou em filmes multicamadas de poli(dissulfeto de glutationa)-poli(L-lisina)
(PGSSG-PLY) preparados por eletropolimerizagdo via VC para o reconhecimento de
Acido Ascérbico e Acido Isoascdrbico. Os resultados provaram que o filme PGSSG pode
amplificar o sinal eletroquimico, enquanto o filme PLY pode fornecer mais locais de

reconhecimento para discriminar o Acido Ascorbico (AA) e Acido Isoascorbico (IAA).

Varios estudos foram desenvolvidos utilizando a glutationa s-transferase para
deteccdo e quantificacao de agrotoxicos (pesticidas e herbicidas) e a propria molécula na
sua forma reduzida ou oxidada (Andreou and Clonis, 2002; Borah et al., 2016, 2018;
Aksoy and Kirangan, 2020; Ribeiro et al., 2022). Entretanto, as pesquisas apenas com a
glutationa como agente modificador da superficie de eletrodos sdo muito escassas,
principalmente tratando-se de sua utilizacdo para imobilizacdo de biomoléculas. Sendo
assim, torna-se necessario maiores investimentos em pesquisas utilizando esse tripeptideo

na construcao de dispositivos de biossensoriamento.

2.6 Principais Técnicas Eletroanaliticas

O principal fundamento da eletroquimica € a analise dos processos quimicos
associados a separacdo e transferéncia de cargas. Nas Ultimas décadas, métodos
eletroanaliticos tém sido propostos como alternativas vidveis e promissoras devido a seu
baixo custo e, principalmente, por possibilitar 0 uso de eletrodos quimicamente
modificados. Toda caracterizacdo da superficie de um eletrodo € de extrema importancia,
uma vez que o mesmo estd sendo modificado de modo a desempenhar uma funcgéo
especifica, seja ela deteccdo de um alvo, monitoramento ambiental ou médico. Essa
deteccdo e/ou monitoramento ocorre por meio de analises detalhadas das reacdes
envolvidas entre substrato-elemento biologico. Atualmente, dentre as técnicas
eletroquimicas mais utilizadas, destacam-se a Espectroscopia de Impedancia
Eletroquimica (EIS), Voltametria de Pulso Diferencial (DPV), Voltametria de Onda
Quadrada (SWV), Voltametria Ciclica (CV), Voltametria de Corrente Alternada (ACV),
Voltametria de Varredura Linear (LSV), Potenciometria (PM), Amperometria de
Potencial Constante (CPA), Cronoamperometria (CA) e Cronocoulometria (CC) (Li et
al., 2019).
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2.6.1 Voltametria de Pulso Diferencial

Essa técnica envolve a aplicacéo de pulsos de potencial crescente com amplitude
fixa no eletrodo de trabalho. A DPV é derivada da LSV, no qual o efeito da corrente da
carga é minimizado porque a corrente é mostrada imediatamente antes do potencial ser
alterado (Li et al., 2019). Isto é, pulsos curtos (t=10-100ms) com amplitude limitada
(AE=1-100mV) sdo sobrepostos de forma linear. A corrente € medida antes da aplicagdo
de um pulso (l1) e outra ao final do pulso (I2). Assim, a corrente plotada no grafico versus
0 potencial € a diferenga da corrente capacitiva (l1) e a corrente faradaica (I2) reflete a
corrente do pulso do potencial. O principal objetivo desse principio é a obtencdo de uma
corrente final livre de ruido a medida que a corrente faradaica (desejavel) é subtraida da
corrente capacitiva (ruido). Os voltamogramas resultantes da corrente de pulso tém uma
forma diferencial de modo que o valor maximo na diferenca entre 11 e I sera o ponto de
inflexdo da onda voltamétrica, sendo correspondente ao potencial de meia onda no qual
o0 pico em DPV (pico de corrente livre de ruido = ip) é idéntico ao potencial de meia onda
das reacOes redox (Figura 9). Geralmente a EIS é mais sensivel do que a voltametrias
ciclicas, e com maior sensibilidade podendo detectar analitos de forma simultanea e com
baixos Limites de Deteccdo (LoDs). Esses baixos valores de detec¢do tornam essa técnica
uma das mais utilizadas na atualidade, sendo empregada na identificacdo de

contaminantes em solo, agua, alimentos e amostras biol6gicas.

Figura 9. Esquema da leitura via DPV. Gréfico do potencial aplicado em fungéo do tempo. Adaptado de
Westbroek, 2005 e Nascimento, 2011.
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Voltametria Ciclica

Trata-se de uma técnica de varrimento de potencial que consiste na aplicacdo de
uma variagéo linear de potencial inicial e final. Nela, o potencial do eletrodo de trabalho
é aumentado de forma linear em funcdo do tempo, e depois que o potencial definido é
atingido (Emax e Emin), @ reagdo ocorre de forma oposta de modo a retornar ao potencial
inicial (Li et al., 2019). Ou seja, o potencial aplicado no eletrodo de trabalho tem forma
triangular, pois o potencial é varrido no sentido direto e depois no sentido inverso
compondo um ciclo, tendo o ponto onde ocorre a reversdao chamado de potencial de
inversdo. Essa técnica pode ser utilizada nas modificacGes de transdutores por meio da
eletropolimerizacdo, cujo mondmero conhecido é oxidado e as cargas resultantes dos
processos anddicos incitam afinidade de moléculas iguais ou adjacentes presentes na
solucdo, resultando em ligacdes covalentes entre essas moléculas e producdo de um

polimero que se adere ao eletrodo de trabalho (Ferreira, 2020).

Vale frisar que é de extrema importancia a escolha ideal dos pontos que serdo
seguidos nesta leitura para facilitar a observacdo da oxidagédo e reducgdo (processo que
ocorre por difusdo) de uma ou mais espécies de interesse sob a superficie do eletrodo.
Assim, parametros importantes sdo fornecidos pela curva voltamétrica e sdo
representados por Ipa = Corrente de Pico Anddico, Ipc = Corrente de Pico Catddico, Epa
= Potencial de Pico Anddico e Epc = Potencial de Pico Catodico (Figura 10).

Emax

Emjn

E/V

Figura 10. Esquema da leitura via CV. Gréfico do potencial aplicado em fungéo da corrente. Adaptado de
Westbroek, 2005 e Nascimento, 2011.
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O analito precisa ser eletroativo para ser detectado, visto que sua oxidagdo e
reducdo ocorrerd em uma regido de potencial no qual a transferéncia de elétrons é
favorecida criando um fluxo de elétrons na interface do eletrodo e solucdo (corrente
elétrica). Ele pode ser usado para obter informacdes qualitativas sobre processos
eletroquimicos sob vérias condicdes, reversibilidade de uma reacdo, determinacédo
estequiométrica eletroquimica de um sistema, coeficiente de difusdo de um analito e o
potencial formal (Li et al., 2019). A VC também pode ser aplicada na determinacéo de
area eletroativa de um eletrodo e determinacédo de constantes de velocidades por meio de
estudos variando as velocidades de varredura. Para mais, essa técnica também é utilizada
nos estudos envolvendo polimeros condutores, imobilizacdo de biorreceptores, interacdes
com alvos, entre outros, fornecendo vérios parametros relacionados a interagdes e

mecanismos de oxirreducéo.

Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica

A EIS é uma técnica poderosa e ndo destrutiva de caracterizacdo amplamente utilizada
e a Unica em meio aos sistemas eletroquimicos que mede a relagdo entre corrente e
diferenca de potencial aplicada no dominio da frequéncia (Ciucci, 2019) . E analisada
como uma combinacdo de elementos de circuitos elétricos passivos, tais como resisténcia,
capacitancia e indutancia. A aplicacdo do potencial alternado com baixa amplitude em
um eletrodo inserido em um eletrolito gera uma resposta de corrente senoidal (A1) obtida
usando a expressao geral da lei de Ohm, no entanto, possui uma diferenca de fase em
relacdo ao potencial aplicado (®) (no caso de indutancia e capacitancia). O estimulo
elétrico é forgado a passar por uma interface altamente sensivel a resisténcia de alteragdo
de cargas, tendo sua medicdo (resposta impedimétrica) por meio de sondas redox
conhecidas, tal como hexacianoferrato de potassio e ferroceno (Magar, Hassan and
Mulchandani, 2021).

Assim, as informacOes resultantes a partir dos dados de impedancia podem ser
interpretadas com diferentes modelos de medida, seja por meio de circuitos equivalentes
ou modelos matematicos. A maneira mais utilizada é que relaciona a parte real da
impedancia (Z’) com a parte imaginaria (Z’’) conhecida como diagrama de Nyquist,

Argand-Gauss ou Sluyters (Z’ versus Z’’) (Santos, 2017). O circuito equivalente ¢ uma
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representacdo do sistema composto pelos capacitores e resistores, conhecido como
Randles. Um diagrama ideal deve apresentar um semicirculo na regido de altas
frequéncias e uma variago linear em médias e baixas frequéncias. Quanto maior o arco,
maior a resisténcia a transferéncia de cargas, enquanto a regido linear corresponde ao
processo de migracdo. Para sua medi¢cdo, embora exija 0 uso de uma espécie redox
dissolvida, a EIS ndo requer reagentes especiais, é passivel de operacdo sem rétulos e a
transferéncia de elétrons atraves de superficies do eletrodo é expressa como corrente
Faradaica (Li et al., 2019; Magar et al., 2021).

Para facilitar o entendimento, as siglas e seus significados estdo expressos logo abaixo
(Figura 11).

e Z =Impedancia;

e W = Impedancia de Warburg

e Rs = Resisténcia do Eletrolito e Eletrodo;

e Rct ou RQ = Resisténcia a Transferéncia de cargas;

e Cdl = Capaciténcia da Dupla camada Elétrica;

Circuito de Randles

Controle Difusional
S ——

Baixa Frequéncia

Controle Cinético

AR

N Alta Frequéncia

v

Rs RQ Y/

Figura 11. Esquema de uma leitura via EIS. Adaptado de Amorim, 2012 e Bezerra, 2017.

2.7  Técnica de caracterizacdo morfoldgica
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As técnicas de caracterizagdo morfologicas sdo usadas para analisar a aparéncia e
a forma da superficie dos biossensores. Essas técnicas permitem visualizar e medir a
topografia da superficie do material com alta resolucéo e fornecer informacdes sobre sua
composicado quimica e estrutura molecular. Essas informacfes sdo importantes porque a
superficie dos biossensores é onde ocorre a interacdo com o analito, e qualquer
modificacdo na superficie pode afetar a sensibilidade e a seletividade do biossensor.
Dentre as técnicas mais utilizadas de caracterizacdo morfoldgica, destaca-se a

Microscopia Eletronica de Varredura.

Microscopia Eletrénica de Varredura

A Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) é uma técnica utilizada para
estudar diretamente a superficie de amostras solidas. O equipamento é composto
principalmente por uma fonte de elétrons, uma série de lentes de coluna, aberturas,
bobinas de varredura, detectores e uma cadmera para montagem de amostras. Para a analise
ocorrer, as amostras precisam ser colocadas em suportes amostrais (stub) e revestidas em
ouro, proporcionando uma camada protetora para as amostras sob alta tenséo da varredura
(Sun et al., 2018). A MEV projeta e varre um fluxo focado de elétrons sobre uma
superficie para criar uma imagem de um analito amostral. No entanto, a prepara¢do da
amostra deve ser simples, pois o feixe de elétrons pode causar degradacdo do material
analisado (Khare et al., 2019).

Durante a leitura realizada pela MEV, elétrons sdo emitidos a partir de um
filamento aquecido e acelerados por meio de uma série de lentes eletromagnéticas em
direcdo a amostra. Quando os elétrons atingem a superficie da amostra, interacbes com
0s atomos e moléculas presentes produzem sinais que sdo capturados por detectores e
transformados em uma imagem de alta resolugédo da superficie analisada (Golinejad and
Mirjalili, 2020). Na MEV, a imagem é formada através da interacdo dos elétrons
primarios com a superficie da amostra. Os elétrons priméarios sdo acelerados por um
campo elétrico eletrostatico e dirigidos para a amostra, onde podem gerar dois tipos de
elétrons secundarios: elétrons secundarios e elétrons retroespalhados (Hamid, 2018). Os
elétrons secundarios sdo gerados quando os elétrons primarios colidem com atomos da

superficie da amostra e os deslocam da superficie. Esses elétrons secundarios tém energia
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relativamente baixa e sdo coletados pelo detector. Eles fornecem informacdes sobre a
topografia e textura da superficie da amostra. J& os elétrons retroespalhados s&o gerados
quando os elétrons primarios colidem com atomos mais pesados da superficie da amostra
e sdo refletidos em direcdo ao detector. Esses elétrons retroespalhados tém energia
relativamente alta e fornecem informacdes sobre a composicdo quimica da superficie da
amostra. Ambos os tipos de elétrons contribuem para a formacdo da imagem na
microscopia eletrénica de varredura. Os elétrons secundarios fornecem informacdes sobre
a topografia e textura da superficie da amostra, enquanto os elétrons retroespalhados
fornecem informacdes sobre a composicao quimica da superficie da amostra. O contraste
na imagem é produzido pela diferenca de emissdo de elétrons pelos diferentes tipos de
materiais na amostra (Inkson et al., 2016)

A MEV é uma técnica vantajosa para caracterizacdo morfologica na area de
biossensoriamento, permitindo estudos relacionados as modifica¢des de eletrodos. Dentre
as suas vantagens no estudo de materiais sélidos, a técnica apresenta facil manuseio,
algumas amostras necessitam de preparacdo minima, aquisicdo rapida de dados digitais,

entre outros (Spurgeon et al., 2021).

2.8 Eletroforese

A eletroforese é uma técnica utilizada para separar e analisar moléculas de diferentes
tamanhos e cargas elétricas em uma solucdo. Na técnica em questdo, a migracao proteica
é promovida por um potencial elétrico gerado entre os p6los positivo (anodo) e negativo
(catodo) que utilizam forcas eletroforéticas e eletroendosméticas, resultando na formacéo
de diferentes bandas (Oliveira et al., 2015). Ou seja, a eletroforese separa moléculas de
acordo com suas propriedades elétricas e baseia-se no principio de que particulas
carregadas eletricamente movem-se através de um meio quando um campo elétrico €
aplicado. Na eletroforese, uma amostra contendo as moléculas a serem separadas é
aplicada em um suporte sélido, geralmente um gel de agarose ou poliacrilamida
(Bernardo-bermejo et al., 2020). Em seguida, € aplicado um campo elétrico através do
gel, e as moléculas movem-se em direcdo ao polo oposto ao de sua carga, portanto,
moléculas com cargas opostas movem-se em diregdes opostas. A separacdo das moléculas

é baseada em suas propriedades elétricas, moléculas com cargas mais intensas se movem
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mais rapidamente, j& as com cargas menores se movem com mais lentiddo. Moléculas
maiores movem-se mais lentamente através do gel, enquanto moléculas menores movem-

se mais rapidamente.

A eletroforese utilizando o Bioanalisador (Bioanalyser) € uma técnica que utiliza
microchips com canais capilares para separar, identificar e quantificar moléculas
bioldgicas com base em seu tamanho e carga elétrica. As moléculas sdo misturadas com
um corante fluorescente, aplicadas no chip e submetidas a uma carga elétrica. A medida
que as moléculas se movem através do canal capilar, elas emitem luz fluorescente que é
detectada pelo equipamento e convertida em sinais elétricos. Esses sinais elétricos sao
processados pelo software do Bioanalisador, que gera um eletroferograma, um grafico
que mostra a distribuicdo das moléculas de acordo com seu tamanho. Cada tipo de
eletroforese tem suas proprias vantagens e limitacoes, e a escolha da técnica depende do
tipo de molécula que se deseja analisar. A eletroforese é uma técnica muito Gtil para
separar e quantificar moléculas bioldgicas, e é usada em muitas areas da pesquisa,
incluindo biologia molecular, bioquimica, genética, imunologia e outras (Neoh et al.,
2019). Alguns exemplos de aplicacdes da eletroforese incluem a analise de DNA para
identificacdo de paternidade, a separacéo de proteinas para estudos de estrutura e funcéo,
e a deteccdo de biomarcadores em amostras clinicas para diagnostico de doencas (Neoh
etal., 2019; Abe et al., 2022).

2.9 Trabalhos relacionados

A deteccdo e monitoramento do virus ZIKV tornou-se um desafio de satde global nos
ultimos anos, resultado de sua rapida expansdo geografica associada ao crescente
aumento de anomalias neuroldgicas. Atualmente, as técnicas de diagndstico para o ZIKV
requerem trabalho intenso, sdo caras, demoradas, necessario o uso de equipamentos
sofisticados, além de proporcionarem resultados falsos positivos (Steinmetz, 2019). Além
disso, o controle e monitoramento da infeccdo por ZIKV sdo limitados devido a
indisponibilidade de drogas, vacinas e diagnostico rapido (Moco et al., 2019). Deste
modo, torna-se importante o desenvolvimento de métodos de detec¢do do ZIKV de forma
rapida, confiavel e, principalmente, com menores custos de producgdo. A abordagem de

combate ao ZIKV deve conter assisténcia técnica em areas de risco, monitoramento do
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mosquito, vigilancia e controle da transmissdo (Kaushik et al., 2017, 2018). A proxima

secdo descreve varios sistemas de biossensoriamento para detec¢do dessa infeccao viral.

2.9.1 Biossensores para deteccao do Zika Virus

Os biossensores podem ser construidos de diversas formas e com diferentes
formas de deteccdo do alvo. Além disso, podem ser utilizados como uma ferramenta de
Ponto de Atendimento (do inglés, Point of Care - POC), uma vez que a populacéo esta
crescendo rapidamente assim como algumas epidemias, cuja materializacdo vem
frequentemente se intensificando (Sobhanie et al., 2022). Segundo Mungmunpuntipantip
and Wiwanitkit, (2022), os POCs baseados em papel para deteccdo do ZIKV podem
solucionar problemas de refrigeracdo durante o transporte e armazenamento de amostras,
0 que permite a vigilancia do virus em ambientes com recursos limitados. Os autores
também destacam que o0s biossensores baseados em papel sdo uma op¢ao atraente para a
deteccdo rapida e precisa de patdgenos, devido a sua simplicidade, baixo custo e
portabilidade. Esses garantem um monitoramento epidemiologico eficiente e

consequentemente facilita o tratamento e intervencéo de forma precoce.

Os POCs baseados em papel também podem ser chamados de eletrodos impressos,
conhecidos como SPE (do inglés, Screen-printed electrodes). Silva et al., (2021)
trabalharam com a fabricacdo de SPEs para deteccdo do virus Zika, baseado em
nanotubos de carbono e Prussian Blue. O imunossensor foi produzido através da
funcionalizacdo de nanotubos de carbono com &cido 4-carboxifenilborénico, seguido pelo
depdsito de particulas de Azul de Prussia e ligacdo de anticorpos anti-NS2B do virus Zika
através de ligacdes covalentes. Quando o virus Zika esta presente na amostra, ele se liga
aos anticorpos, formando um complexo imunolégico que pode ser detectado por meio de
amperometria. O imunossensor conseguiu detectar a proteina ndo estrutural NS2B do
ZIKV via atividade catalitica redox do PB. Contudo, os autores afirmaram que o
biossensor desenvolvido para a detecgdo do virus Zika também foi capaz de detectar o
virus da dengue. 1sso ocorreu porque a proteina NS2B é conservada em ambos 0s virus,
e os anticorpos anti-NS2B utilizados no biossensor reconhecem essa proteina. Ou seja, 0
trabalho néo abordou diretamente o diagndstico clinico de infecgdes por Zika ou Dengue
em pacientes, tornando-se importante ressaltar que essa possibilidade de diagnostico

diferencial precisa ser avaliada em estudos adicionais para verificar sua eficécia clinica.
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Além do PB, outras sondas redox também sdo bastante utilizadas na deteccdo do Zika,
como 0 MB descrito no trabalho de Lynch et al., (2019) e Saisuk et al., (2022), Ruténio
por Cajigas et al., (2020), entre outros.

Além da deteccdo da proteina NS2B, existe outra que se destaca por sua ampla
utilizacdo em meio ao campo de biossensoriamento, conhecida como proteina nao
estrutural 1 (NS1). Trabalhos realizados por Afsahi et al., (2018) descrevem a
modificacdo de chips comerciais portateis, de modo que a detec¢do da NS1 presente no
Zika Virus fosse mais sensivel e seletiva. O imunossensor desenvolvido conseguiu
identificar a NS1 em concentracdes tdo baixas quanto 0,45nM e ndo houve reatividade
cruzada mensuravel quando testado frente ao agente etiol6gico da encefalite japonesa
(JEV). Trabalho semelhante foi realizado por Cabral-Miranda et al., (2018), no qual o
imunossensor desenvolvido foi baseado em formas recombinantes da NS1 e proteina
envelopada (EDIII) no soro e na saliva. Utilizando EIS e SWV, o0s pesquisadores
comprovaram uma alta deteccdo de anticorpos especificos para Zika sem interferéncias
de anticorpos especificos do virus da dengue.

Outra proteina envelopada do ZIKV (Zev-Abs) foi identificada por Kaushik et al.,
(2018), em estudos com um imunossensor eletroquimico desenvolvido por meio de
arranjos de microeletrodos de ouro interdigitados funcionalizados (IDE-Au), exibindo
uma faixa de deteccdo de 10pM a 1nM. Ainda trabalhando com imunossensores, Hsu et
al., (2020) conseguiram combinar um smartphone com um aplicativo personalizado para
analises de testes rapidos validado usando fluidos corporais enriquecido com o virus da
Zika. O dispositivo combinou nanoenzimas sintéticas que conseguiram simular a
peroxidase a base de NPs de platina e ouro (NPs/Pt@Au) conseguindo atingir uma faixa
de deteccdo de 1 pg/ml— 1000 pg/ml nas amostras de urina, soro e sangue total. Os autores
também conseguiram observar a seletividade do dispositivo frente a virus da Dengue
(DENV), entretanto, frisaram a importancia de mais estudos com amostras reais para

confirmacéo da sua utilidade clinica.

Analisando sinais de fluorescéncia Takemura et al., (2019) trabalharam com
LSPR com nanoparticulas de ouro (AuNPs) para amplificar o sinal de intensidade de
fluorescéncia de Qdot dentro de um processo de deteccdo antigeno-anticorpo. O
biossensor de imunofluorescéncia para NS1 exibiu excelente especificidade contra alvos

negativos e pdde detectar o Zika em soro humano com LoD de 1,28 fg/mL. Ainda
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trabalhando com biossensores fluorescentes, Nguyen et al., (2022) descrevem um
dispositivo rapido ligado a pares de aptdmeros peptidicos capazes de identificar as formas
do ZIKV, dengue (DENV) e chikungunya (CHIKV). Esse, por sua vez, pode ser
empregado como POC para deteccdo do Zika em amostras de soro e urina com LoD de
2x10* dose infecciosa de cultura de tecidos TCIDso/mL. Os autores afirmam que o foco
principal do trabalho foi a deteccdo do Zika, por isso ele ndo foi testado com pares de
peptideos de outros virus.

Por meio de analises eletroquimicas, Moco et al., (2019) desenvolveram um
genossensor para deteccdo do RNA genémico do ZIKV. A plataforma teve como base a
utilizacdo de eletrodos de grafite modificados com o6xido de grafeno reduzido e
politiramina, cujo LoD foi de 0,1fg/mL em apenas 20 minutos. Alves et al., (2019)
também modificaram de forma eletroquimica eletrodos de grafite com derivados do acido
3-amino-4-hidroxibenzoico para deteccdo do Zika em amostras reais de soro. O
biossensor de RNA apresentou um LoD de 25,4pM, precisao de 3,2% e pouca diferenga
na corrente observada frente ao virus causador da dengue 2 e 3. Estudo semelhante foi
realizado por Alzate et al., (2020) para detecc¢éo diferencial do ZIKV de outros arbovirus
como a DENV e a CHIKV. O genossensor tipo sanduiche foi projetado utilizando sondas
marcadas com digoxigenina (Dig) para deteccdo em amostras de soro, urina e saliva em
pacientes infectados com ZIKV, DENV e CHIKV. Embora o0s biossensores
eletroquimicos sejam bem-sucedidos na deteccdo do Zika Virus, ainda sdo necessarias
mais analises com amostras biologicas visando o aprimoramento do método e sua
relevancia clinica (Imran et al., 2021). Uma vez que a reatividade cruzada é um problema
na deteccdo e diferenciacdo do ZIKV, a atencdo e investimento em métodos rapidos e

eficazes tornam-se essenciais para 0 monitoramento e intervencao terapéutica.
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3 OBJETIVOS

Geral

Desenvolver um genossensor impedimétrico baseado na imobilizacdo de
sequéncias sintéticas de oligonucleotideos, capaz de reconhecer por complementaridade
a sequéncia de RNA do ZIKV.

Especificos
e Caracterizar as sondas por eletroforese;

e Modificar a superficie do eletrodo de trabalho utilizando L-Glutationa, por

meio de eletropolimerizacao;

e Promover a ligagéo covalente entre a sonda e o filme de poli-L-Glutationa
utilizando EDC-NHS;

e Aprimorar a metodologia de eletropolimerizacdo, ativacdo dos grupos —
COOH e imobilizacéo covalente da sonda sob a superficie modificada do

eletrodo de trabalho;

e Caracterizar as modificacdes realizadas no eletrodo de trabalho utilizando
as técnicas de Voltametria de Pulso Diferencial e Microscopia Eletrdnica

de Varredura;

e Analisar a hibridizacdo por meio da Espectroscopia de Impedancia
Eletroquimica;

e Realizar testes de especificidade do genossensor impedimeétrico.
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4 METODOLOGIA

O planejamento, organizacdo e producdo do trabalho experimental foram realizados
nas instalacbes da divisdo de Biotecnologia do Instituto Keizo Asami (iLIKA), da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). Nessa sessdo, serdo abordados o0s
equipamentos, materiais, reagentes e 0s procedimentos experimentais envolvidos na
construcdo do biossensor, assim como as tecnicas eletroquimicas realizadas. Todos 0s
ensaios relacionados com o desenvolvimento do genossensor impedimétrico foram

realizados a temperatura ambiente (22°C +1°C).

4.1 Materiais e reagentes

Todas as solugdes foram preparadas usando agua ultrapura, obtida utilizando o
sistema da Human Corporation, modelo Human UP 900 - Coréia. As tintas condutivas
foram adquiridas da SunChemical® - EUA, Ag/AgCl, e da Loctite Group® - Holanda,
carbono, sendo armazenadas e utilizadas de acordo com as especificacdes dos fabricantes.
A L- Glutationa, tampdo Acido 2-(N-morfolino)etanossulfonico (MES), Tris
(hidroximetil) aminometano, Ferricianeto de potéssio, Hexacianoferrato de potéssio tri-
hidratado, Cloridrato de N-(3-Dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida (EDC), N-
hidroxisuccinimida (NHS) e azul de metileno (MB) foram adquiridos da Sigma-Aldrich
Chemical Company® (EUA). O tampéo fosfato salino - PBS (10X) foi obtido da Gibco
Company® (Life tecnology - EUA). As sondas de DNA e suas sequéncias complementar
e ndo-complementar foram obtidas da Exxtend Biotecnologia®, Brasil.

A sequéncia liofilizada de sonda do ZIKV contém 25 nucleotideos, obtida por
meio de estudos de bioinformatica, ndo podendo ser expressa devido suas propriedades
sigilosas e de caracter intelectual (ndo sendo de dominio publico). As sequéncias dos
alvos liofilizados foram o ZIKV, com sequéncia sigilosa, a DENG-2, tendo sequéncia de
CTGTTACTGGCCCTTGTGGCG e a Tuberculose, com
TGCCGTAGCCCAGCGCGTAGGTCT, ressuspendidos em Agua MilliQ, e diluidas em
Tris HCI 10mM pH 7,4 a partir da concentragdo méae de 10mM, 10mM e 200uM,

respectivamente.
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4.2 Preparacao dos agentes modificadores, sonda, alvo e outras solucdes.

Uma solucéo de L-Glutationa reduzida (GSH) a 5mM foi preparada com solugéo
tampéo fosfato salino contendo 0,1M de KCI. Antes da sua utilizag&o, o tubo contendo
0 agente modificador foi homogeneizado em vértex e centrifugado por aproximadamente
30 segundos. O pH do eletrolito suporte variou entre 6, 7 e 8 para melhor observar os
picos redox. A solucdo de GSH foi preparada todos os dias antes das modificacdes dos
eletrodos. O EDC foi preparado na concentragdo de 50mM, enquanto o NHS em 80mM,
ambos diluidos para concentracdo de 5mM e 2mM, respectivamente. A mistura dos dois
reagentes foi preparada em solucdo tampédo MES com pH 5,5 e utilizados imediatamente.
A concentracdo e tempo de ativagdo dos grupos -COOH da solugdo de EDC-NHS variou
em diferentes parametros utilizando o tamp&o MES com pH 5,5.

A sonda foi ressuspendida em Agua MilliQ ultrapura na concentracdo de 10mM
(sonda-mae) e armazenada em freezer (-20 °C) até 0 momento do uso. As dilui¢es foram
realizadas em PBS 1x em pH 7,4, com a concentracao e tempo de imobilizagéo variadas.
Antes da deposicdo sob o eletrodo de trabalho, o tubo contendo os alvos foram

homogeneizados em vortex e centrifugados por aproximadamente 30 segundos.

O tampdo Tris-HCI foi preparado nas concentragdes de 10mM e 20mM para
utilizacdo na diluicdo da sonda e alvo, enquanto a maior concentracdo para leituras na
DPV. Para o preparo da GSH o PBS 1x foi diluido a partir da concentragdo inicial de 10x
(pH 7,4), enquanto o MES foi preparado com pH 55. O MB foi preparado na
concentracdo de 500uM, em agua MilliQ. Todas as solucdes foram feitas em agua
ultrapura. Ja o ferrocianeto/ferricianeto ou ferri/ferro (([Fe(CN)6]%/[Fe(CN)6]*)) foi
preparado em Cloreto de Potassio (KCI) 0,1M. Todas as solucGes preparadas foram

armazenadas em geladeira (-4°C) até 0 momento do uso.

4.3 Preparo dos eletrodos impressos

Foi utilizado Policloreto de vinila (PVVC) como substrato para a confeccdo dos
SPEs. Para os eletrodos de trabalho e contra eletrodo, foi aplicada tinta de carbono,
enquanto para o eletrodo de referéncia foi utilizada tinta de prata e cloreto de prata
(Ag/AgCI). Antes da pintura, um molde (méascara) foi usado para delimitar a area de cada
eletrodo, produzido por meio de uma impressora de corte e colado ao substrato de PVC.
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O eletrodo de trabalho possui um didmetro de superficie de cerca de 3mmz2. Apds a pintura
com cada tinta, as cartelas de eletrodos foram mantidas em capela de exaustéo por uma
hora para secagem parcial da tinta. Posteriormente os eletrodos foram colocados em uma
estufa para cura das tintas em temperaturas adequadas. Para a tinta de carbono a curou
durou 1 hora e 30 minutos e 30 minutos para a tinta de Ag/AgCl, ambas a 60°C. Para
isolar e delimitar a célula eletroquimica, um adesivo foi aplicado apds a cura das tintas.
Os eletrodos foram entdo submersos em acido sulfarico (1%) por 1 hora, lavados trés
vezes com Agua MilliQ, postos para secar e armazenados em temperatura ambiente, ao
abrigo da luz. O procedimento pode ser visualizado na Figura 12.

Substrato
de PVC

Mascara |
adesiva

i?//i//i//i /$
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Figura 12. Processo de fabricacdo dos SPEs; pintura do eletrodo de trabalho e contra eletrodo com tinta de
carbono e eletrodo de referéncia com Ag/AgCl. Fonte: Autora, 2022.

4.4 Modificagéo do eletrodo

A modificacdo do eletrodo de trabalho em biossensores € um processo que
envolve a criacdo de uma camada de polimerica sobre a superficie do eletrodo. Esse é
funcionalizado com grupos quimicos especificos que permitem a ligacdo dos materiais
bioldgicos, que pode entdo ser funcionalizada com o elemento bioldgico. Essa camada de
polimero pode ser criada por meio de técnicas de polimerizacdo eletroquimica ou por
meio da deposicdo de uma solugdo polimérica na superficie do eletrodo. Nesse estudo,
para realizar a eletropolimerizacéo, depositou-se cerca de 50pl de uma solucéo de GSH a
uma concentracdo de 5 mM em tampdo PBS 0,1M (pH 7,4) e KCI 0,1 M sobre a superficie
do eletrodo de trabalho. Foi investigada a melhor velocidade de varredura para a formagéo
do filme polimérico via VC, bem como o pH do eletrolito suporte. Como parametro fixo,
definiu-se o potencial de -1V a +2,5V por 8 ciclos, uma vez que o intervalo de potencial
ja é extenso e ndo foi observada diferenca nos ciclos do voltamograma da

eletropolimerizagdo apos o quinto ciclo. Em seguida, os mondémeros nédo ligados foram
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removidos com 1mL de agua MilliQ e os eletrodos com o filme de poli Glutationa foram

secos a temperatura ambiente, e denominados de PGSH.

4.5 Imobilizacao da sonda

Apds a formacdo do filme polimérico, procedeu-se a ativacdo dos grupos
carboxilicos por meio de uma solugdo de EDC-NHS, variando suas concentracfes em
diferentes proporcdes, (2mM/5SmM, 5SmM/2mM, 5mM/5mM, 5mM/8mM, 8mM/8mM,
8mM/5mM, 10mM/16mM, 50mM/80mM e 100mM/160mM), enquanto 0 tempo de
ativacdo dos grupos —COOH variou entre 5min, 10min, 30min e 45min. Em seguida, 0s
SPEs foram lavados com 0,5mL de tampdo MES pH 5,5 e secos a temperatura ambiente.
O eletrodo, modificado com o filme de PGSH e ativado com o EDC-NHS, foi chamado
de PGSH/ALtiv. Ap0s a ativacdo dos grupos carboxilicos, depositou-se 5ul da solugdo da
sonda na area do eletrodo de trabalho. Antes da deposicdo, o tubo contendo a sonda foi
homogeneizado em um vortex e centrifugado por cerca de 30 segundos. Foram avaliadas
diferentes concentrac6es da sonda, (1uM, 5uM, 10uM, 15uM, 20uM e 25uM) e diferentes
tempos de imobilizagdo (1h, 4h, 8h, 16h, 20h e 24h) por meio de DPV. Os SPEs foram
lavados com 1ml de Tris HCI 10mM para remover a sonda ndo ligada e deixados secar
em temperatura ambiente. O eletrodo imobilizado com a sonda do ZIKV foi denominado
de PGSH/Atv/Imob.

4.6 Processo de Hibridizagao

Para a deteccdo do alvo no genossensor impedimétrico ja desenvolvido, foi
depositada sobre a superficie do eletrodo de trabalho uma aliquota de 5ul da solugédo do
alvo complementar sintético. A hibridizacdo ocorreu em um agitador thermomixer
(modelo COMBI-H12 da empresa FINEPCR) a uma temperatura de 60°C £ 1°C durante
10 minutos, seguindo as recomendac6es do fornecedor. Apds a hibridizacéo, os eletrodos
foram lavados com 1mL de solugdo Tris HCl a 10mM e em seguida foram deixados para
secar em temperatura ambiente. Para testar a especificidade do genossensor, foi utilizada
uma sequéncia ndo complementar de DENG-2. O eletrodo hibridizado com o alvo

complementar foi denominado PGSH/Atv/Imob/HibAC, enquanto os hibridizados com
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os alvos ndo complementares foram denominados PGSH/Atv/Imob/Hib_ATB para
tuberculose e PGSH/Atv/Imob/Hib_ADENG-2 para Dengue-2.

Todas as etapas de preparo do genossensor impedimétrico descritas nas se¢des 4.2

a 4.6 podem ser observadas na Figura 13.
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Figura 13. Esquema das etapas de preparo e deteccdo do genossensor impedimétrico. Fonte: Autora, 2022

4.1 Instrumentacdo e equipamentos

Todas as medidas eletroquimicas de DPV e EIS foram realizadas em um Potenciostato
AUTOLAB® modelo AUT 85478 obtido da Metrohm - Brasil, apresentado na Figura
14 (A), controlado por um computador contendo o software NOVA 2.1. Para a
caracterizacdo via EIS, wuma Gaiola de Faraday foi acoplada ao
Potenciostato/Galvanostato. O principal objetivo dessa estrutura é criar uma barreira de
isolamento em dispositivos elétricos e eletrdnicos, evitando interferéncias externas. Os
experimentos eletroquimicos para geragdo e caracterizacdo dos filmes poliméricos,
eventos de ativagdo, imobilizacdo e hibridizacdo foram conduzidos em uma célula

eletroquimica conectada ao potenciostato como pode ser observado na Figura 14 (B).
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Figura 14. Potenciostato utilizado para as modificagdes do eletrodo de trabalho e detec¢do do alvo do
ZIKV, sendo (A) Potenciostato e (B) célula eletroquimica conectada ao Potenciostato. Fonte: Autora, 2022.

A analise morfoldgica da superficie dos eletrodos modificados foi realizada através
do Microscopio Eletronico de Varredura, modelo Zeiss EVO/LS15® e representado na
Figura 15. Os parametros para metalizacdo dos eletrodos foram revestimento de ouro e
paladio, 10mA, 1,2 KV por seis minutos. As magnificacdes para captura dos eletrodos
modificados (Mag) variaram de 200X, 500 KX e 2000 KX, com alta tensdo de elétrons
de 10,00 kV (EHT).
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Figura 15. MEV utilizado para captar as imagens das modificaces realizadas sobre a superficie dos
eletrodos. Fonte: Autora, 2023.

A eletroforese foi realizada em um equipamento Bioanalyzer Instrument
adquirido da Agilent®. Para a realizacdo da leitura, a sonda (diluida em PBS 1x pH 7,4),
alvo complementar e ndo complementar (ambos diluidos em Tris HCI pH 7,4 na
concentra¢do de 10mM) foram diluidos para concentracdo de 5uM a partir da sonda e
alvo mée. Foi utilizado o Kit da Agilent® para realizacédo de todas as leituras de acordo
com as especificacdes do manual de instrugdes do fabricante.

4.2 Parametros para as leituras eletroquimicas

Foram realizadas analises de DPV utilizando uma solucdo aquosa de MB na
concentracdo de 500nM. Para isso, foi depositada uma quantidade de 5 pL dessa solugéo
sobre a area de trabalho apos todas as etapas de modificacdo. Apds uma interagdo de 5
minutos do MB com as estruturas formadas na superficie do eletrodo, utilizou-se 1 mL
de solucgéo Tris HCI (pH = 7,4) com uma concentracdo de 20 mM para lavar o SPE e
retirar 0 MB ndo adsorvido. As analises foram conduzidas em tampao Tris HCI pH = 7,4,

também com concentracdo de 20 mM, com o potencial variando de -0,6 V a 0 V,
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amplitude de modulacéo de 50 mV e velocidade de varredura de 20 mV/s. As medicdes
foram realizadas a temperatura ambiente, e os resultados foram tratados com as
ferramentas "moving average" (subtracdo da linha de base usando o método de média

movel) e "Smooth"” (suavizacdo em nivel 2) do software NOVA 2.1.

As analises de EIS foram realizadas utilizando 50 pL de solugdo de
ferrocianeto/ferricianeto na concentracdo de 5 mM em KCI 0,10 M, depositados sobre o
eletrodo ap6s todas as etapas de modificacdo. Para cada concentracdo de analito, foi
calculada a Rct (ou didmetro do grafico de Nyquist a partir do eixo Z') ajustando
semicirculos aos tragos de Nyquist, usando o software FRA (analisador de resposta de
frequéncia) em um hardware da AUTOLAB. A primeira frequéncia aplicada foi de 105
Hz e a ultima frequéncia de 0,1 Hz, com amplitude de 0,01 VRMS (raiz média
quadratica). Todas as medi¢c6es foram realizadas a temperatura ambiente, e os resultados

foram tratados com as ferramentas do software NOVA 2.1.

4.3 Analises Estatisticas Realizadas

Com o objetivo de identificar a significancia entre cada etapa de construcdo do
genossensor impedimétrico, serdo aplicados uma série de testes estatisticos. Inicialmente,
foi escolhido o teste de normalidade mais apropriado, considerando a quantidade de
repetices dos tratamentos. Em seguida, foi selecionado o teste estatistico adequado, com
base na normalidade ou ndo dos dados obtidos. Por fim, para avaliar a correlacdo entre
cada um dos tratamentos, foi escolhido o teste post-hoc, de acordo com o teste estatistico
realizado. Todo o processo foi realizado por meio de um programa desenvolvido em

Python, utilizando a biblioteca SciPy, para uma melhor analise dos dados.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Eletropolimerizagio

Durante o processo de eletropolimerizacéo, é necessario controlar as condicGes
eletroquimicas para obter um polimero que possua as caracteristicas desejadas, como a
espessura, aderéncia, resisténcia mecanica, estabilidade térmica e condutividade elétrica,
entre outras propriedades. Para isso, é fundamental controlar uma série de parametros,
incluindo a densidade de corrente, o tempo de eletrélise, a temperatura, a composi¢do do
eletrolito, o tipo de eletrodo e outros fatores. A primeira etapa do processo de modificacdo
do eletrodo de trabalho é a formacdo do filme polimérico na superficie do eletrodo,
permitindo a imobilizagdo covalente da sonda. Para estudar a modificagéo utilizando a
GSH, foram expressos 0s sinais eletroquimicos obtidos por DPV. Para essa analise, o
reagente MB foi utilizado na concentrag&o de 500nM em Agua Millig, conforme descrito
na secdo 4.2. A escolha dessa sonda redox deve-se ao fato de que ela apresenta um
comportamento eletroquimico bem definido e conhecido, sendo considerada um padréo
eletroquimico. Esse par redox também tem sido empregado em analises de desempenho

na deteccdo de diferentes alvos em leituras eletroquimicas (Cheng et al., 2021).

Em solucdo aquosa, 0 monémero de L-Glutationa sofre oxidacdo e perde um
hidrogénio anteriormente ligado a um nitrogénio do grupamento aminado, gerando um
radical livre. Esse radical amina livre resulta em uma ligacdo carbono-nitrogénio na
superficie do eletrodo de trabalho, ou seja, ocorre uma ancoragem do mondmero GSH no
eletrodo, formando o filme polimérico (Xia et al., 2016). Os eletrodos feitos de pasta de
carbono geralmente apresentam grupamentos como -OH e -COOH em sua superficie
(Ferreira, 2020). Dessa forma, a formacéo do filme na superficie do eletrodo de trabalho
pode ocorrer a partir da ancoragem dos terminais aminados da GSH que, quando oxidados
em solucdo, ligam-se aos grupamentos -COOH provenientes do eletrodo. E importante
destacar que a formacao desse filme é crucial para permitir a imobilizagdo covalente da

sonda e, consequentemente, a detecgdo de diferentes alvos em leituras eletroquimicas.

Para entender qualitativamente a formacéo do polimero gerado pela ligacdo dos
monodmeros da PGSH, as magnitudes das correntes de pico apds exposi¢do em solucao

de MB nos eletrodos foram registradas por DPV. Com base nos parametros
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metodologicos descritos na secdo 4.2, os resultados das leituras podem ser observados

nos graficos da Figura 16.
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Figura 16 . Variacdo do pH e velocidade de varredura da eletropolimerizacdo da PGSH com concentragdo
de 5mM em PBS 0,01M com KCI 0,1M, potencial -1,0 e +2,5V, 8 ciclos, lavagem com MilliQ; deposicdo
de 5ul de MB por 5min; lavagem e leitura com

Com base nos resultados obtidos do voltamograma de DPV e graficos de barras,
foi possivel confirmar a formagdo bem-sucedida dos filmes de PGSH. lIsso foi
evidenciado pela mudancga na intensidade da corrente de pico ap6s as modificagdes
realizadas. A comparacdo com o eletrodo sem modificagdo (branco) mostrou um aumento

na corrente ap6s a polimerizacdo, o que indica a interacdo do MB com a superficie
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modificada com PGSH. Dentre os experimentos realizados, o parametro de pH=8 e
V=100mV/s apresentou o melhor desvio padrdo e foi selecionado para analisar a interagéo
da sonda. Ja os parametros de pH=8 e V=50mV/s e pH=7 e V=50mV/s apresentaram 0s

maiores desvios.

Por outro lado, a eletropolimerizacéo realizada em pH=6 e V=50mV/s mostrou-
se equivalente a realizada em V=100mV/s, tanto em relacdo a corrente de pico quanto ao
desvio. Entretanto, o parametro de menor velocidade, foi escolhido para seguir com as
préximas analises, além da configuracao anteriormente escolhida (pH 8 e V=100mVY/s).
Essa escolha baseou-se no fato de que a eletropolimerizacdo pode atingir melhores
resultados em velocidades de varredura menores, 0 que permite que os polimeros sejam
formados de maneira mais uniforme e controlada. Além disso, a eletropolimerizacdo em
baixas velocidades de varredura também pode reduzir a formacdo de bolhas de gas e a
deposicdo de produtos secundarios, que podem interferir na deteccdo de moléculas-alvo
(Wang, 2006; Sassolas et al., 2012; Xia et al., 2016).

Os parametros escolhidos de formacdo do filme polimérico (pH=8, V=100mV/s
e pH=6, V=50mV/s) foram submetidos a analise preliminar de imobilizacdo covalente da
sonda do ZIKV. O principal objetivo dessa analise era observar se a sonda de ZIKV se
ligaria covalentemente ao filme formado na superficie do eletrodo de trabalho e, em qual
das duas configuracbes de polimerizacdo se obteria o melhor resultado. Para isso, a
imobilizacdo da sonda foi realizada depositando uma aliquota de 5pl na concentragéo de
5uM em PBS 1x pH=7,4 por 16h, seguida de lavagem com 1mL de Tris HCI 10mM para
remocdo da sonda ndo ligada. A Figura 17 apresenta os resultados obtidos da
imobilizacdo da sonda de ZIKV em funcéo do estudo da variacdo de pH e velocidade de

varredura para a formacao do filme polimérico.
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Figura 17. Variagdo do pH e velocidade de varredura da eletropolimeriza¢do da PGSH com concentracéo
de 5mM em PBS 0,01M com KCI 0,1M, potencial -1,0 e +2,5V, 8 ciclos; imobilizacdo da sonda ZIKV
seguiu os parametros de ativagio dos —COOH com 5mM de EDC e 8mM de NHS por 1h em tamp&o MES
pH=5,5, lavagem com 0,5mL do mesmo tampdo de suspenséo; deposic¢do de 5pl de sonda na concentracdo
de 5mM em PBS pH=7,4 por 16h seguida por lavagem com 1mL de Tris HCI 10mM; deposicéo de 5ul de
MB por 5min; lavagem e leitura com Tris HCI 20mM, sendo (A) Voltamograma e (B) Gréaficos de barras
com os resultados resultante do voltamograma, com 5 repeticGes.

Como pode ser observado nos voltamogramas e graficos de barras, a maior

corrente e menor desvio padréo foi observada na imobilizacdo da sonda que seguiu a
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eletropolimerizacdo utilizando pH=6 e velocidade de varredura 50mV/s. Desta forma,

esses parametros foram selecionados para imobilizar covalentemente a sonda do ZIKV.

Estudo da ativacdo dos grupos carboxilicos do filme de PGSH

Apds o processo de ativacdo dos grupos —COOH, o préximo passo para a
construcdo do genossensor é a imobilizagdo da sonda. Quando um filme polimérico
apresenta mais de dois grupos funcionais para fixacdo/ligacdo com a sonda, é necessaria
uma imobilizacdo orientada para manter a funcionalidade e a forma nativa da biomolécula
(Asal et al., 2019). A imobilizacéo orientada pode superar a inativacdo de biomoléculas
e contribuir para a ligagdo com os alvos, fornecendo sitios de ligagdo mais acessiveis (Liu
and Yu, 2016). Dessa forma, uma vez que o filme de PGSH apresenta mais de dois grupos
funcionais para fixacdo da sonda, os parametros para a ligacdo covalente polimero-sonda
foram otimizados utilizando o EDC-NHS para ativar os grupos carboxilicos livres. As
concentragfes do EDC-NHS foram cuidadosamente otimizadas para uma melhor
imobilizacdo da sonda de ZIKV, com ligagcdo da amina (proveniente da sonda) aos grupos
—COOH (proveniente do filme de PGSH). A Figura 18 apresenta a variacdo da
concentracdo do EDC-NHS e suas respectivas correntes de pico obtidas por DPV apos a

imobilizacdo da sonda de ZIKV.
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Figura 18. Comparacéo entre as difetentes concentragdes de EDC:NHS em MES pH=5,5, com tempo de
ativacdo de 1h, lavagem com 0,5mL do mesmo tamp&o de suspensdo e imobilizacdo depositando 5pl de
sonda na concentragdo de 5mM em PBS pH = 7,4 por 16h seguida por lavagem com 1mL de Tris HCI
10mM; deposicéo de 5pul de MB por 5min; lavagem e leitura com Tris HCI 20mM; com 5 repetices.
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A Figura 18 revela que a imobilizacdo da sonda resultou em maior acumulo de
MB e consequentemente, um aumento de corrente em todas as concentragdes analisadas.
Esse comportamento pode ser explicado pelo fato de o MB ser capaz de ligar-se as
guaninas presentes na sonda (Ferreira, 2020). E possivel constatar que as concentragoes
de 5mM de EDC:2mM de NHS e 50mM de EDC:80mM de NHS apresentaram menor
desvio padrédo, sendo mais reprodutiveis que as outras concentracGes utilizadas. Supde-
se que a ativacdo dos grupos carboxilicos nessas concentracdes tenha favorecido as
ligacBes covalentes com a sonda. E importante frisar que, a ligacdo da sonda com 0s
grupos —COOH ativados do filme de PGSH ¢ realizada através do seu terminal -NH2,

gerando ligacdes estaveis com o polimero (Rashid and Yusof, 2017; Ferreira, 2020).

Com as concentracdes de EDC-NHS ja estabelecidas, o proximo passo foi a
variacdo do tempo de ativacdo. Embora a adi¢cdo do NHS ao EDC melhore a estabilidade
do intermediario ativo formado apds a ativacéo dos grupos —COOH, estudos mostram que
a reacdo com o grupo —NH2, presente na sonda, ainda ocorre de forma relativamente
lenta. Além disso, a reatividade do intermediario ativo diminui significativamente ap6s
uma hora de sua formacdo, comprometendo a eficiéncia do acoplamento. Essas
informac@es foram relatadas em um estudo recente por Tvorynska et al., (2022). Ou seja,
se o grupo —COOH ativado ndo encontrar o grupo —NH2 alvo (sonda), ele se hidrolisa e
0 acoplamento necessario pode ndo ocorrer ou levar a uma menor quantidade de sonda
imobilizada. Em vista disso, foi necessario otimizar o tempo de ativacdo do EDC-NHS
nas concentracdes escolhidas (5mM de EDC:2mM de NHS e 50mM de EDC:80mM de
NHS). Os resultados obtidos foram representados no grafico de barras construido a partir
dos dados do voltamograma da DPV, mostrado na Figura 19.
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Figura 19. Comparacéo entre as diferentes concentracGes e tempo de ativacdo do EDC/NHS, a cor mais
escura representa a concentracdo de 5mM/2mM e a cor mais clara para concentracdo de 50mM/80mM,
ambos suspensos em MES pH=5,5, lavagem com 0,5mL do mesmo tampdao suspensdo e imobilizagdo
depositando 5pl de sonda na concentracdo de 5mM em PBS pH = 7,4 por 16h seguida por lavagem com
1mL de Tris HCI 10mM; deposicéo de 5ul de MB por 5min; lavagem e leitura com Tris HCI 20mM; com
5 repetigdes.

Com base nos resultados obtidos a partir da ativacdo dos grupos —COOH
utilizando EDC-NHS, é possivel afirmar que todos os parametros, tanto de concentracédo
quanto de tempo de ativacao, foram capazes de imobilizar a sonda covalentemente. Dessa
forma, o grupo carboxilico presente no eletrodo modificado com o filme de PGSH foi
capaz de interagir com a sonda aminada, resultando em um aumento da corrente em
relacdo ao sinal expresso no eletrodo contendo apenas o filme polimérico de PGSH, como
pode ser visto na Figura 19. Ainda analisando essa figura, é possivel observar uma
pequena queda na corrente apds 10min de ativacdo e um maior desvio padrdo nas
concentracdes de 50mM de EDC e 80mM de NHS, sendo acentuada em 45min.
Analisando a menor concentracdo de 5mM de EDC e 2mM de NHS, é possivel observar
um aumento na corrente e no desvio no tempo de 5min em relagdo as demais variacoes
nesse mesmo parametro, seguido por uma queda nas correntes com um aumento no desvio
no tempo de ativacdo de 30min. Ja em 10min de ativagdo apresentou uma maior corrente
associado ao menor desvio padrdo analisado. Dessa forma, analisando o tempo de
ativacdo, correntes resultantes e os desvios, os parametros escolhidos para ativacdo dos
grupos —COOH foram a concentracdo de 5mM de EDC:2mM de NHS e 10min. Esses
indicam melhor reprodutibilidade, sendo selecionados para o estudo de imobilizacdo da
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sonda do ZIKV. E importante ressaltar que essa decisdo também foi baseada na busca
pelo melhor custo-beneficio, com um menor tempo de ativacdo, ou seja, com menor

utilizagdo de reagentes associada a um tempo otimizado.

Estudo de imobilizacio da sonda de ZIKV

Ap0s a otimizacdo dos parametros para a ativacao dos grupos —-COOH, a proxima
etapa na construgdo do genossensor foi a imobilizacdo do elemento de
biorreconhecimento, a sonda do ZIKV. Para obter melhores resultados experimentais, a
concentracdo e o tempo de imobilizacdo da sonda de ZIKV também foram otimizados. A
primeira analise realizada foi a variacdo da concentracdo da sonda, cujos resultados

podem ser vistos na Figura 20, obtidos por meio de DPV.
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Figura 20. Variacdo da concentracdo da sonda do ZIKV, ativagéo dos grupos —-COOH com 5mM de EDC
e 2mM de NHS suspensos em MES pH=5,5, lavagem com 0,5mL do mesmo tampdo suspensdo e
imobilizacdo depositando 5ul de sonda por 16h seguida por lavagem com 1mL de Tris HCI 10mM;
deposicéo de 5ul de MB por 5min; lavagem e leitura com Tris HCI 20mM, sendo (A) Voltamograma e (B)
Gréficos de Barras resultante das medicGes das correntes do voltamograma, com 5 repeticoes.

De acordo com a Figura 20, a medida que a concentragdo foi aumentando, houve
um aumento gradual na corrente, alcangando um patamar a partir da concentragdo de
15uM e apresentando uma leve queda apds esse ponto. Além de apresentar a maior
corrente de pico, essa concentragdo também exibiu o melhor desvio padréo, razdo pela
qual foi escolhida para dar continuidade as otimizacBes. E importante frisar que a
quantidade de sonda imobilizada na superficie do eletrodo pode favorecer a acessibilidade

da interagdo com o alvo, aumentando assim o desempenho do biossensor. Essa
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caracteristica é fundamental em relacdo aos genossensores para o reconhecimento da

hibridizacdo (Malekzad et al., 2017).

Tendo a concentracdo de 15uM definida, a préxima otimizacdo foi realizada

variando o tempo de imobilizagdo, cujo resultado est& descrito na Figura 21.
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Figura 21. Variacdo do tempo de imobilizacdo da sonda do ZIKV, ativac¢do dos grupos -COOH com 5mM
de EDC e 2mM de NHS suspensos em MES pH=5,5, lavagem com 0,5mL do mesmo tampdo suspensao e
imobilizacdo depositando 5l de sonda na concentracdo de 15uM seguida por lavagem com 1mL de Tris
HCI 10mM; deposicdo de 5ul de MB por 5min; lavagem e leitura com Tris HCI 20mM, sendo (A)
Voltamograma e (B) Gréaficos de Barras resultante das medicGes das correntes do voltamograma, com 5

repeticdes.

Com base na Figura 21, observa-se que os tempos de imobilizacdo de 16h e 20h

apresentaram praticamente a mesma intensidade de corrente. A partir de 16h de

imobilizacdo é possivel observar um aumento no desvio padrdo nos tempos de 20h e 24h,
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e uma queda de corrente no maior tempo testado. Esse comportamento pode ser explicado
pelo fato de que, no tempo de 16h, todos os grupamentos carboxilicos ativados podem ter
se ligado as sondas, levando em consideracdo o impedimento estérico. Portanto, o tempo
de imobilizacdo da sonda por 16h foi selecionado para a construcdo do genossensor e

demais estudos de deteccéo do alvo.

Microscopia Eletrénica de Varredura

As alteracdes morfoldgicas na superficie de um biossensor podem ser observadas
pela técnica de MEV (Ozcan and Sezgintiirk, 2021). Ao analisar a forma dos componentes
formados na superficie do eletrodo em biossensores, a MEV pode fornecer informacgoes
importantes para entender a estrutura do eletrodo e sua relagdo com a detecgédo de
moléculas especificas. Portanto, foram realizadas leituras em cada uma das etapas da
construcdo do genossensor impedimétrico, a fim de melhor entender as estruturas
formadas sob a superficie do eletrodo de trabalho. As imagens captadas de cada uma das
modificacOes realizadas na superficie do eletrodo de trabalho durante a construcédo do

genossensor podem ser observadas na Figura 22.
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Figura 22. Imagens MEV das modificacGes realizadas na superficie dos eletrodos. Sendo linha (A),
Eletrodo branco; (B) PGSH; (C) PGSH/Ativ e (D) PGSH/Ativ/Imob, tendo as colunas com magnificaces
de (1) 200X e (I1) 500K X.
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Nas imagens A.l e A.ll presentes na Figura 22, € possivel visualizar o eletrodo
sem nenhuma modificagdo, também conhecido como “eletrodo branco". Devido a
auséncia de qualquer processo na superficie, é possivel observar uma superficie sem
caracteristicas e com irregularidades. Por outro lado, nas imagens B.1 e B.11, é perceptivel
uma alteracdo morfoldgica apds a eletropolimerizacdo com PGSH, em que as estruturas
granulares foram formadas pelo processo de polimerizagdo, evidenciando o sucesso da
modificacdo do eletrodo. Um eletrodo modificado com um filme polimérico € um tipo de
eletrodo que tem sua superficie revestida por uma pelicula composta por uma camada
fina de polimero depositada sobre sua superficie. Esse revestimento pode apresentar
diferentes espessuras, composicdes e propriedades, dependendo do tipo de polimero
utilizado e das condigdes de deposicdo do filme. No caso do filme de PGSH, as
caracteristicas morfoldgicas podem estar relacionadas a estrutura quimica da GSH. Por
se tratar de um tipeptideo, sua eletropolimerizacdo pode resultar na formacao de um filme
com estruturas tridimensionais, conforme observado na imagem B.Il. Esse filme
desempenha um papel crucial na formacgdo de uma matriz que possibilita a imobilizagéo
da biomolécula. Quando o eletrodo é ativado com EDC-NHS, nas imagens C.I e C.II
pode-se observar uma camada lisa e homogénea formada em sua superficie, alterando sua

morfologia em relagéo ao eletrodo polimerizado.

Por fim, apds a imobilizacdo da sonda de ZIKV nas areas D.I e D.Il da Figura
22, é possivel observar uma mudanca morfoldgica e revestimento de algumas areas da
superficie, indicando uma imobilizacdo bem-sucedida. E perceptivel que as bordas das
estruturas formadas se tornaram menos nitidas e sdo preenchidas de maneira mais
uniforme pela sonda. Além disso, é possivel notar uma boa aderéncia da sonda a
superficie do eletrodo, com uma formacdo de uma "pelicula" mais homogénea e
organizada quando comparada com a superficie do eletrodo ativado. A morfologia
estrutural pode ser resultado da interacdo covalente entre a sonda e os terminais ativados
dos polimeros utilizados. Vale ressaltar que a superficie de um eletrodo com uma
biomolécula imobilizada deve apresentar uma morfologia uniforme e homogénea, sem
sinais de aglomeracdo ou formacdo de cristais que possam prejudicar a sensibilidade e
seletividade do biossensor (Egerton, 2005; Goldstein, 2017).
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Interacdo do alvo de DNA com o genossensor e detec¢do por EIS

As anélises de eletroforese foram realizadas utilizando o Bioanalyzer, o qual
atestou a integridade de todos os alvos utilizados neste estudo, como indicado nos

resultados apresentados nos apéndices A e B.

Uma vez confeccionado, o genossensor foi colocado em contato com solucdes
contendo sequéncias ndo complementares e complementares a sonda imobilizada para
interacdo e consequente deteccdo. Essa interacdo, conhecida como hibridizacdo, é
especifica e eficaz mesmo na presenca de outras sequéncias ndo complementares. Mas,
para que ocorra uma hibridizacdo bem estruturada, € necessario seguir alguns parametros,
como tempo e temperatura. Neste estudo, a hibridizacdo foi realizada a 60°C + 1°C,
segundo as recomendac0es disponibilizadas pelos fornecedores do alvo do ZIKV, e sob
agitacdo de 300 rpm por 10 min. Apds a etapa de hibridizacao, realizou-se a detec¢éo do
alvo de ZIKV por EIS. O processo de deteccdo ocorre quando a amostra contendo a
biomolécula-alvo € adicionada ao eletrodo de trabalho e liga-se seletivamente a camada
de reconhecimento, alterando a impedancia elétrica da superficie do sensor. Esse sinal foi
medido por um circuito eletronico, gerando uma saida proporcional a concentracdo do
alvo presente na amostra. Os sinais analiticos obtidos da impedancia foram utilizados
como parémetro para avaliar os eventos de hibridizagdo nos experimentos subsequentes.
Essa abordagem é importante, pois a hibridizacdo altera a Rct, gerando um sinal diferente
daquele obtido na analise do genossensor apenas com a sonda de ZIKV imobilizada na

superficie do eletrodo de trabalho.

Foram obtidos diagramas de Nyquist para analisar o genossensor, com o objetivo
de verificar a polimerizagcdo, ativacdo dos grupos carboxilicos, imobilizacdo e
hibridizacdo, avaliando a variacdo da resisténcia a transferéncia de cargas utilizando
ferri/ferro como eletrélito suporte. Para observar o comportamento do dispositivo sem a
presenca de nenhum alvo na amostra analisada, foi utilizado o Tris HCI 10mM. As

leituras de cada uma das modificagdes podem ser vistas na Figura 23.
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Figura 23. Caracterizacdo do genossensor impedimétrico. Eletropolimerizacdo da PGSH na concentragéo
de 5mM em PBS 0,01M com KCI 0,1M (pH=6), potencial -1,0 e +2,5V, velocidade de varredura de
50mV/s, 8 ciclos, lavagem com MilliQ ativacdo dos grupos —-COOH com 5mM de EDC e 2mM de NHS
suspensos em MES pH=5,5, lavagem com 0,5mL do mesmo tamp&o suspensdo e imobilizacdo depositando
5ul de sonda na concentragdo de 15uM seguida por lavagem com 1mL de Tris HCI 10mM, tendo a
hibridizacdo a 60°C, 300 rpm por 10 min, lavagem com 1mL de Tris HCI 10mM e leitura utilizando
[Fe(CN)g]** como indicador redox preparada em KCI 0,1M, sendo (A) Diagramas de Nyquist para
eletrodos modificados; (B) Grafico de barras resultante do Diagramas de Nyquist, com 5 repeticoes

Os resultados da analise eletroquimica do genossensor foram expressos pelos
gréaficos de Nyquist das médias de Rct dos SPEs em cada etapa de modificac¢do, podendo
ser visualizadas na Figura 23. A etapa de eletropolimerizagcdo da PGSH resultou na
diminuigdo da Rct para 7,1kQ, indicando uma melhoria nas propriedades eletroquimicas
do SPE modificado. Apds a etapa de ativacdo com EDC-NHS, a Rct apresentou outra
queda para 4,3kQ no PGSH/Ativ quando comparado ao PGSH, o que pode ser resultado
da reducdo do numero de grupos carboxilicos livres na superficie do eletrodo. Em
seguida, quando a sonda foi imobilizada na superficie polimerizada j& ativada pelo EDC-

NHS, houve uma interacdo covalente entre os grupos carboxilicos ativados e 0s grupos
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amina da estrutura da sonda, resultando em um aumento da Rct para 14,4 kQ no
PGSH/Ativ/Imob. Esse aumento ocorre devido a formacéo de uma camada mais negativa
na superficie do eletrodo advinda da sonda imobilizada, causando maior repulsdo com o
indicador redox [Fe(CN)s] *#~ devido a interacio repelente eletrostatica com o esqueleto
de fosfato carregado negativamente da molécula de DNA (llkhani and Farhad, 2018;
Vizzini, Braidot and Vidic, 2019).

O aumento da impedancia apos a ligacdo do analito a superficie do biossensor é
amplamente documentado (Millner et al., 2012). Esse aumento é geralmente devido a
deposicdo do analito na superficie do sensor, que aumenta a capacitancia e a resisténcia
da superficie. No entanto, neste estudo, foi observada uma queda na Rct de 14,4 kQ no
PGSH/Ativ/Imob para 7,1 kQ no PGSH/Ativ/Imob/Hib_AC apo6s a hibridizagdo com o
alvo complementar. Esse comportamento pode ser resultado de uma menor repulsdo do
indicador com a dsDNA, atuando como mediador para a transferéncia de elétrons ao
aumentar o fluxo de corrente através da superficie e as espécies eletroativas do indicador.
Embora menos comum, a ligagdo de certos analitos a certos sistemas de biossensores

pode diminuir a impedancia da superficie (Zhang et al., 2012; Rushworth et al., 2014).

Apos a hibridizacdo, as fitas duplas de DNA recém-formadas adquirem maior
rigidez devido a atracdo eletrostatica, e até mesmo uma diminuicdo de Rct pode ser
observada (Faria and Zucolotto, 2019). Os primeiros estudos que descrevem a diminui¢édo
de Rct durante a hibridizacdo foram relatados pelo grupo de Pham nos trabalhos de
Reisberg et al., 2005, 2008 (Lien et al., 2010). De acordo com os estudos realizados, a
diminuicdo da Rct durante a hibridizacdo de DNA ocorre devido a mudancas na superficie
do eletrodo do sensor que ocorrem quando a sonda de DNA se liga ao seu alvo
complementar. No geral, quando uma sonda de DNA é imobilizada na superficie do
eletrodo de um sensor eletroquimico, ela blogueia a transferéncia de elétrons na superficie
do eletrodo. Isso resulta em uma alta Rct, o que limita a corrente elétrica que flui no
sensor. Durante a hibridizacdo, a sonda de DNA se liga ao seu alvo complementar,
formando uma dupla hélice de DNA. Isso causa uma mudanca na conformacgéo da sonda
de DNA e na sua orientacdo na superficie do eletrodo. Essa mudanca pode permitir que
as espécies redox (que sdo responsaveis pela transferéncia de elétrons) acessem a
superficie do eletrodo, o que diminui a resisténcia de transferéncia de carga (Rct) e

aumenta a corrente elétrica que flui no sensor. Os estudos ainda afirmam que a magnitude
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da diminuicdo de Rct depende de varios fatores, incluindo a natureza das sondas de DNA

e de seus alvos, as condicGes de hibridizagdo e as propriedades do sensor eletroquimico.

Por fim, na auséncia de alvos, representada pelo PGSH/Ativ/Imob/Hib_5nM Tris
HCI 10mM, observou-se que a medida de Rct ndo foi afetada, apresentando apenas
13,3kQ. Para a anélise estatistica dos dados, foi aplicado o teste de normalidade de
Shapiro-Wilk com o objetivo de identificar se os dados seguem uma distribui¢do normal
ou nao, devido ao tamanho da amostra ser inferior a 50. Os resultados indicaram que todas
as variaveis apresentam distribui¢cdo normal com 95% de confianca. Com base no teste
ANOVA, foi possivel rejeitar a hipotese nula (HO) e aceitar que pelo menos uma das
modificacOes é diferente das outras em termos de média de corrente, com uma estatistica
F calculada de 42,88 e um p-valor de 7,62-13. O teste de Tukey, um teste estatistico post-
hoc, foi utilizado ap6s a analise de variancia para comparar as possiveis combinagoes de
médias entre 0s grupos. Este teste permite identificar quais grupos apresentam médias
significativamente diferentes entre si, comparando as diferencas entre as médias dos
grupos duas a duas. Na Tabela 02, é possivel observar a distribui¢do do p-valor de todos

os tratamentos realizados na superficie do eletrodo.

Tabela 02. A tabela apresenta a distribuicdo dos valores de p de todos os tratamentos realizados
na superficie do eletrodo, (*) indica a comparacao do tratamento com ele mesmo e (**) valores
de p inferiores a 0,05.

PGSH/ PGSH/
Ativiim | AtvIm
Branco PGSH PGSH/At | PGSHIAt | "0 | ob/mHib
iv iv/Imob _Tris
_onM HCl
AZIKV Ty
Branco 1,000*
PGSH 0,001** | 1,000%
PGSH/Ativ | 0,001%* 0,081 1,000
Pcilsr':(/)f)‘“" 0,522 0,001%* 0,001%* 1,000
PGSHI/AtiV
/ 'mg%\'ﬂ'“b 0,001** 0,900 0,255 0,001** 1,000%
AZIKV
PGSH/AtiV
/ Tr?gﬁg 0,900 0,001%* |  0,001** 0,787 0,001%* 1,000*
~10mM
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Esses séo resultados de analises estatisticas que comparam diferentes tratamentos.
Cada tratamento é comparado com outros em termos de diferenca significativa. Se o p-
valor é menor do que 0,05 (ou seja, menor que 5%), entdo é considerado estatisticamente
significativo e pode-se concluir que ha uma diferenca significativa entre os tratamentos.
Se o p-valor é maior do que 0,05, entdo ndo ha diferenca significativa entre os
tratamentos. Pode-se afirmar que ha uma diferenca significativa entre os tratamentos
Branco e PGSH, Branco e PGSH/Ativ, PGSH/Ativ e PGSH/Ativ/Imob e
PGSHAtiv/Imob/Hib_5nM AZIKV com PGSH/Ativ/Imob/Hib_Tris HCI 10mM. Além

disso, pode-se afirmar que ndo ha diferenca significativa entre PGSH e PGSH /Ativ.

Especificidade do genossensor impedimétrico

A EIS também foi utilizada para analisar a especificidade do genossensor
impedimétrico proposto frente a diferentes alvos ndo complementares. Em analises com
biossensores, o teste de especificidade refere-se a capacidade do biossensor de detectar
seletivamente um analito especifico em uma amostra, sem responder a outras substancias
presentes na amostra. Em outras palavras, um biossensor com alta especificidade sera
capaz de reconhecer e medir com precisao a presenca e a quantidade de um determinado
composto de interesse em uma amostra, sem ser influenciado por outras moléculas
presentes na mesma. A fim de avaliar a especificidade do genossensor impedimétrico,
sequéncias de alvo ndo complementares foram utilizadas. Dito isso, a Figura 24 mostra
as andlises com os alvos ZIKV (Hib_AZIKV), Tuberculose (Hib_ATB) e Dengue-2
(Hib_ADENG-2), ambas na concentracdo de 5nM.
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Figura 24. Andlise da especificidade do genossensor frente a diferentes alvos ndo complementares.
Eletropolimerizacio da PGSH na concentragdo de 5mM em PBS 0,01M com KCI 0,1M (pH=6), potencial
-1,0 e +2,5V, velocidade de varredura de 50mV/s, 8 ciclos, lavagem com MilliQ ativacdo dos grupos —
COOH com 5mM de EDC e 2mM de NHS suspensos em MES pH=5,5, lavagem com 0,5mL do mesmo
tampao suspensdo e imobilizacdo depositando 5pl de sonda na concentracdo de 15uM seguida por lavagem
com 1mL de Tris HCI 10mM, tendo a hibridizacéo a 60°C, 300 rpm por 10 min, lavagem com 1mL de Tris
HCI 10mM e leitura utilizando [Fe(CN)g]** como indicador redox preparada em KCI 0,1M, sendo (A)
Diagramas de Nyquist para eletrodos modificados; (B) Grafico de barras resultante do Diagramas de
Nyquist, com 5 repeticGes.

Com base na Figura 24, é possivel observar que somente a sequéncia
complementar (PGSH/Ativ/Imob/Hib_5nM AZIKV) é capaz de provocar uma
diminui¢do consideravel na Rct, que chega a 6,6k}, representando uma reducdo de
aproximadamente 46% da resisténcia em relacdo ao eletrodo que contém apenas a sonda
de ZIKV imobilizada (PGSH/Ativ/Imob), cuja Ret foi de 14,7kQ. E possivel notar que a
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hibridizacdo com o alvo ndo complementar (PGSH/Ativ/Imob/Hib_5nM ADENG-2) nédo
afeta a Rct, 0 que comprova que somente o alvo complementar é capaz de provocar a
diminuicdo na Rct. Neste caso, pode-se observar um comportamento semelhante ao do
PGSH/Ativ/Imob, uma vez que ndo ocorreu hibridizagéo e, portanto, houve repulsdo com
o indicador redox. E importante frisar que a reatividade cruzada entre a deteccéo do virus
Zika e outros virus, como a dengue, pode levar a resultados falsos nos testes de
diagnéstico, prejudicando a precisdo e confiabilidade dos resultados. Isso pode resultar
em erros no tratamento dos pacientes, pois 0s sintomas dessas doencas podem ser
semelhantes, mas requerem abordagens de tratamento diferentes. Além disso, a
reatividade cruzada dificulta a obtencdo de dados epidemiolégicos precisos sobre a
incidéncia e disseminacdo de cada virus, comprometendo a eficacia das medidas de saude
publica para controlar surtos e prevenir a propagacao da doenca. Em suma, evitar a
reatividade cruzada é crucial para um diagnostico correto, tratamento adequado e
vigilancia epidemiologica eficaz, a fim de proteger a saude publica e melhorar os
resultados clinicos dos pacientes. O genossensor impedimétrico desenvolvido néo
apresentou reatividade cruzada na deteccdo do ZIKV e da DENG-2, demostrando
seguranca na deteccdo do ZIKV. Dessa forma, a diferenca de Rct entre o alvo
complementar e ndo complementar é suficiente para garantir a detec¢do da sequéncia alvo
do ZIKV utilizada neste estudo. Adicionalmente, o genossensor impedimétrico
desenvolvido pode gerar respostas simples de presenca ou auséncia do alvo, o que seria

atil para sua utilizacdo como teste rapido e econdmico.

Foi utilizado o teste de normalidade de Shapiro-Wilk para verificar se os dados
seguem uma distribuicdo normal. Verificou-se que todas as variaveis apresentam
distribuicdo normal com 95% de confianca. Foi realizado um teste ANOVA que indicou
diferencas significativas entre pelo menos uma das modificacdes em relacdo a média de
corrente, com um valor de estatistica F calculada de 16,95 e um p-valor de 3,28, Em
seguida, o teste de Tukey foi utilizado para comparar todas as possiveis combinacgdes de
médias entre grupos e identificar quais grupos apresentam médias significativamente
diferentes entre si. A distribuicdo do p-valor de todos os tratamentos realizados na

superficie do eletrodo pode ser observada na Tabela 03.
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Tabela 03: A tabela apresenta a distribuicdo dos valores de p dos testes de especificidade do
genossensor impedimétrico, (*) indica a comparagédo do tratamento com ele mesmo e (**) valores

de p inferiores a 0,05.

PGSH/AL | PGSH/Ativ/Imob/ | PGSH/Ativ/Imoby | ©GSHIATVIImoD!
viimob | Hib_5nM AZIKV |  Hib_5nM ATB ADENG.?
PGSH/Ativ/Imob 1,0000*
PGSHIAtiv/Imob/ " .
Hib_snM AzIky | 20010 1,0000
PGSH/Ativ/Imob/ *x *
o o ate | 0064 0,0034 1,0000
PGSH/Ativ/Imob/
Hib_5nM 0,9000 0,0010% 0,062 1,0000*
ADENG-2

Os resultados baseados na Tabela 03
significativa entre os tratamentos PGSH/Ativ/IImob e PGSH/Ativ/Imob/Hib_5nM
AZIKV, PGSH/Ativ/Imob/Hib_5nM AZIKV e PGSH/Ativ/Imob/Hib_5nM ATB, e entre
PGSH/Ativ/Imob/Hib_5nM AZIKV com a PGSH/Ativ/Imob/Hib_5nM ADENG-2. Nao
ha diferenca significativa entre PGSH/Ativ/Imob e PGSH/Ativ/Imob/Hib_5nM ATB,

PGSH/Ativ/Imob/Hib_ 5nM  ATB e

indicam que existe uma diferenca

PGSH/Ativ/Imob e PGSH/Ativ/Imob/Hib_5nM ADENG-2.

PGSH/Ativ/Imob/Hib_5nM  ADENG-2,
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6 CONCLUSAO

Todas as polimerizacOes, ativacdo dos grupos —COOH e imobilizagdo da sonda do
ZIKV foram eficazes para construcdo do genossensor impedimétrico. Foi possivel
constatar diferencas de sinais expressos ap6s cada uma das modificagdes por meio da
DPV e EIS. J& a MEV comprovou as mudancas morfoldgicas ap6s cada uma das
modificacdes utilizadas para a constru¢cdo do genossensor. Foi possivel observar a
formacéo do filme polimérico, a extensa camada apos a ativagdo dos -COOH, a nitidez e

o preenchimento uniforme das bordas apds a imobilizacéo.

Na anéalise da EIS, a sequéncia complementar foi capaz de reduzir consideravelmente
a Ret, chegando a 6,6kQ, representando uma diminuicao de cerca de 46% da resisténcia
em comparagdo com o eletrodo que contém apenas a PGSH/Ativ/Imob. A hibridizacao
com alvo ndo complementar e a auséncia de alvos ndo afetam a Rct, 0 que comprova a
especificidade do genossensor. A reatividade cruzada entre Zika e dengue em estudos
com biossensores apresenta problemas como diagndsticos incorretos, dificuldade na
diferenciacdo das doengcas e comprometimento da vigilancia epidemioldgica.
Biossensores sem reatividade cruzada sdo essenciais para diagndsticos precisos,
tratamentos adequados e vigilancia confiavel, melhorando os resultados clinicos e
fortalecendo as medidas de salde publica. O genossensor impedimétrico desenvolvido
n&o apresentou reatividade cruzada entre a detec¢do do ZIKV e a DENG-2, comprovando

sua especificidade.

Estudos complementares sdo necessarios para interpretar todos os valores de EIS,
bem como entender o mecanismo de sinalizacdo do sistema proposto analisando outras
concentracdes do alvo complementar. De maneira geral, todos os objetivos mencionados
anteriormente foram concluidos, entretanto, mais experimentos sdo necessarios para
validacao do genossensor e futuramente seu emprego clinico. Os resultados apresentados
sdo relevantes para o desenvolvimento de estudos futuros que permitirdo a construgéo de

biossensores portateis e sensiveis para detecgdo do ZIKV.
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7 PERSPECTIVAS

De modo a melhorar a reprodutibilidade do genossensor desenvolvido, pretende-se
otimizar as metodologias de pré-tratamento dos eletrodos, tornando-os mais condutores
com superficies mais padronizadas. Pretende-se, ainda, bloquear a superficie do eletrodo
de trabalho para evitar possiveis ligagdes inespecificas que possam ocorrer, visto a
complexidade das amostras bioldgicas. Futuramente, tenciona-se analisar amostras
bioldgicas e validar o genossensor impedimétrico desenvolvido neste trabalho. Tenciona-
se realizar testes de estabilidade e determinacédo do limite de deteccdo (LoD) utilizando a
curva de calibracdo do genossensor. Essas analises visam observar e analisar o coeficiente
de correlagéo, ou seja, a relacdo entre o sinal emitido pelo dispositivo e a variagdo da

concentracdo do alvo complementar do ZIKV.

Pretende-se substituir a tinta de carbono por uma tinta mais condutiva, o grafeno, com
0 objetivo de fornecer uma melhor transferéncia de elétrons, alta resisténcia mecénica,
condutividade térmica, entre outros. Além da substituicdo da tinta, novos estudos estdo
sendo desenvolvidos para a producdo dos SPEs em larga escala, por meio de uma
impressora semi-automatizada adquirida por nosso grupo de pesquisa. Espera-se que
esses eletrodos sejam confeccionados com a area superficial mais padronizada, de modo
a proporcionar maior reprodutibilidade nas medidas.

Com a implementacdo de um potenciostato portatil e software para obtencdo e
tratamento dos dados, o genossensor desenvolvido podera ser empregado para o

diagndstico em POC, de forma rapida e segura, para pacientes em areas remotas.
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9 APENDICES

Apéndice - A
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Figura 25. Eletroforese em gel. Resultados das leituras do alvo complementar, ndo complementar, da sonda
e hibridizagdes.



Apéndice - B

105

Tabela 4: Resumo dos resultados da eletroforese em gel.

COMPONENTES

Controle

RESULTADOS

Sonda ZIKV (ssDNA)
(SZIKV)

Apresentou uma mancha na corrida,
possivelmente devido a um erro de dilui¢éo
(concentracdo muito baixa, por exemplo) logo, a
banda nao foi representada satisfatoriamente no
gel.

Alvo ZIKV
(AZIKV)

Observa-se a presenca de uma banda
correspondente ao tamanho de 25bp quando
comparada ao controle (ladder), e a
condensacdo da mesma mostra a integridade do
alvo, ou seja, ndo ha sinais de degradacao.

Alvo DENG-2
(ADENG-2)

Presenca de uma banda uniforme e condensada,
ndo apresentou tanta intensidade como as outras
corridas (AZIKV e ADENG-2, por exemplo),
mas pode ser explicado pelo menor nimero de
pares de bases presentes na amostra em
comparagdo com as anteriores.

Alvo Tuberculose
(ATB)

Apresentou 0 nimero de bases e a comparagao
com o controle semelhante as especificacdes da
sonda.

Hibridizacdo Sonda ZIKV + alvo
ZIKV (dsDNA)
(Hib + AZIKV)

Ocorreu hibridizagéo, formando a dsDNA,
formando uma banda espessa e condensada, de
coloracdo preta. Com isso, infere-se que a fita
dupla foi formada ja que as moléculas de DNA

foram arrastadas juntas durante a corrida.

Hibridizagdo Sonda ZIKV + alvo
DENG-2
(Hib + ADENG-2)

Presenca tanto da sonda quanto do alvo, pois é
possivel observar a mesma quantidade de pares
de bases provenientes da SZIKV e ADENG-2.

Hibridizagdo Sonda ZIKV + alvo
Tuberculose
(Hib + ATB)

N&o foi possivel constatar a formacdo de uma
banda especifica, indicando que néo houve
interagdo com a SZIKV.
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