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Lista de abreviaturas

AFM — atomic force microscopy (microscopia de for¢a atdémica)

ALP — fosfatase alcalina

ALS — aspartato aminotransferase

ALT — alanina aminotransferase

DNA — deoxyribonucleic acid (acido desoxirribonucleico)

DPV - differential pulse voltammetry (voltametria de pulso diferencial)
dsDNA — double-strand DNA (dupla-fita de DNA)

HBV — hepatitis b virus (virus da hepatite B)

HepB1 — DNA sonda do virus da hepatite B

HepB2 — DNA alvo do virus da hepatite B

HIV — Human immunodeficiency virus (virus da imunodeficiéncia humana)
HPV — human pappilomavirus (virus do papiloma humano)

LEP - light-emitting polymers (polimeros emissores de luz)

Mis3HepB — DNA alvo, com 3 pares de bases trocadas, do virus da hepatite B
NonHepB — DNA alvo nao especifico do virus da hepatite B

PCR - polimerase chain reaction (reagao em cadeia da polimerase)

RNA — ribonucleic acid (acido ribonucleico)

SSC - saline-sodium citrate buffer (tampao citrato de sodio salino)
ssDNA - single-strand DNA (simples-fita de DNA)

USA — United States of America (Estados Unidos da América)

yGT — y-glutamil transferase



Apresentacgao

Hepatite B é considerada um problema de saude publica, visto que
acomete aproximadamente 2 bilhdes de pessoas em todo o mundo. O espectro
da doenga € muito variavel, abrangendo desde um estado de baixo viremia a uma
hepatite crénica progressiva, podendo evoluir para cirrose e carcinoma
hepatocelular.

O diagnéstico da hepatite B é feita por varios testes seroldgicos, tais como
a quantificacdo das marcadores hepaticos (enzimas especificas) e a
determinagdo da quantidade de virus no sangue por meio da técnica de reagao
em cadeia da polimerase.

O desenvolvimento de biossensores para diagnéstico de doencas tem sido
alvo de estudo por varios grupos de pesquisa, buscando dispositivos sensiveis,
especificos, de baixo custo e de facil manuseio. As técnicas eletroquimicas séao as
que concentram o maior numero de trabalhos realizados devido a facilidade no
processo e na instrumentagao, resultados rapidos e confiaveis.

Este trabalho visou a utilizagdo de eletrodos modificados com poli(4-
aminofenol) para a imobilizacdo e deteccdo de oligonucleotideos modelo ou
especificos para hepatite B. Oligonucleotideos sintéticos foram imobilizados e
detectados com sucesso, por meio de deteccao direta ou indireta, usando
brometo de etidio como indicador da hibridagao da dupla fita do DNA.

Voltametria de pulso diferencial foi usada para a caracterizacdo de
eletrodos modificados contendo sondas poli(GA) ou HepB1 antes e apods
hibridizagdo com o alvo complementar poli(CT) ou HepB2. Os bioelectrodos
produzidos apresentaram limite de deteccdo de 0,18x10° mol.L™ para o poli (CT)
e 2,613x10° mol.L™ para HepB2. Em adicdo, o sistema € capaz de detectar
mutacdo pontual; uma caracteristica interessante para diagnostico de doencgas

genéticas.



CAPITULO 1:

FUNDAMENTAGCAO TEORICA



1. HEPATITE B

A hepatite B é causada por um virus com genoma de DNA bicatenar e que
pertence a familia Hepadnaviridae, sendo o unico virus causador de hepatite a
possuir DNA como material genético. Tem formato esférico e 3,2 kilobase, sendo
a sua estrutura basica um envelope bilipidico e tamanho de aproximadamente 40
nm. Este virus tem uma grande seletividade para a invasédo de hepatdcitos, sendo
classificado em 8 genotipos (A-H) e tem multiplos subgenotipos (TIOLLAIS et al.,
1985, LAU et al., 1993, FIEL, 2010).

O virus da hepatite B chega ao figado através da corrente sanguinea e se
estabelece um periodo de incubagdo em que o individuo ainda ndao manifesta
qualquer sintoma. Uma vez dentro dos hepatocitos, o virus se multiplica,
proteinas do virus sao expressas na superficie da membrana das células, o que
causa resposta imunolégica contra os hepatdcitos infectados e ao dano celular
com consequente liberacdo do DNA viral na corrente sanguinea. O periodo de
infeccao até a manifestagao de altos niveis de transaminases hepaticas é de 1 a 6
meses (KRUGMAN et al., 1979, HOOFNAGLE et al., 1991).

A hepatite B em seu estagio agudo muitas vezes nao é reconhecida por
causa da nao especificidade de seus sintomas, comumente sdo nauseas, vomito,
dores abdominais, anorexia e mal-estar, € que na maioria dos casos nhao
permanecem por um periodo superior a 5 dias. Muitos pacientes descobrem
evidéncias sorologicas do virus, ou que possuem hepatite B crbnica, depois de
varios meses, ou mesmo anos (MCMAHON et al., 1985).

Caso a doenca se manifeste de forma crbnica, ela tem por definicdo a
presenca de antigenos relacionados ao virus da hepatite B no soro sanguineo,
evidéncias de necroinflamacao crénica apontada por uma bidpsia ou persistente
presenca de alanina aminotransferase (ALT) em altos niveis soroldgicos
(HOOFNAGLE, 2003).

A figura 1 mostra como se da a evolugédo da infec¢cado por hepatite B em

numero de incidéncias por cada 100 pessoas por ano.
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Figura 1. A evolucédo da infecgdo pelo virus da hepatite B onde HBeAg
representa a presenga de antigenos em soro sanguineo para hepatite B
(FERREIRA & BORGES, 2007).

A infecgao pelo virus da hepatite B € hoje considerada um problema de
saude em escala mundial, atingindo consequéncias econdémicas consideraveis,
como explicitadas na tabela 1 (LESMANA et al., 2006 ARMSTRONG et al., 2006,
TREPO & PRADAT, 1999, CASTELO et al., 2007). As regides de maior
prevaléncia dos casos de hepatite B sdo a Asia, Africa, extremo sul da Europa e
Ameérica Latina, onde os individuos portadores do antigeno para hepatite B variam
de 2 a 20%. Ja em areas de menor incidéncia, como a América do Norte, extremo
norte da Europa e areas oceénicas, a taxa se mantém em aproximadamente 0,1%
da populagao total (GANEM & PRINCE, 2004).



Tabela 1: Gasto anual de ddlares por paciente no tratamento de hepatite B
em diversos paises (CASTELO et al., 2007).

Pais/ano Gasto por
paciente

Franca/2001 US$ 141.875
Australia/2001 US$ 141.101
Reino Unido/2001 US$ 138.944
Italia/2001 US$ 113.161
Estados Unidos/2000 US$ 106.532
Canada/2001 US$ 103.996
Hong Kong/2000 US$ 91.200
Coréia do Sul/2001 US$ 72.546
Cingapura/2003 US$ 66.264
Espanha/2001 US$ 56.188
Brasil/2005 US$ 48.060

O que caracteriza esta diferenca é que nas regides hiperendémicas ocorre
a maior incidéncia da doenca em criancas e adolescente com menos de 15 anos,
enquanto nas regides de baixo acometimento de hepatite B os grupos que
representam a maioria dos contaminados sdo os jovens e 0s adultos, onde os
maiores representantes dos contaminados s&o o0s usurarios de drogas
intravenosas, homens homossexuais e imigrantes provindos de areas
hiperendémicas (CHANG, 2007).

Em numeros mundiais, ha uma expectativa de que aproximadamente 2
bilhbes de pessoas ja entraram em contato com o virus da hepatite B e destas
400 milhdes adquiriram sua forma crénica. Estima-se que entre 500 mil e um
milhdo de mortes sdo atribuidas a hepatite B anualmente e ainda mais 65
milhdes, das pessoas que estdo cronicamente infectadas atualmente, podem
evoluir para obito (FRANCHIS et al., 2003, KANE, 1995).

No ano de 2007, um estudo apontou as causas de mortalidade em dois
tipos de grupos de chineses, os saudaveis e 0s que apresentavam anticorpos
para o virus da hepatite B, em um periodo de 12 anos. Os resultados mostraram
que existe uma propensio 22 vezes maior de um individuo, com altos niveis de
anticorpo para o virus da hepatite B, desenvolver um cancer no figado que uma
pessoa saudavel. Enquanto esta proporcdo para o desenvolvimento de cirrose e

de uma hepatite cronica chega a 5,4 vezes superior, a relacdo entre outras
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causas de morte, que ndo relacionadas ao figado, se mantém préxima de 1
(ILOEJE et al., 2007).

No intuito de reduzir os altos numeros de incidéncia desta doencga, os
maiores esforcos nas Ultimas décadas se concentraram na expansao da
abrangéncia de vacinagdo em criangas, que sao as maiores vitimas da doenca
em regides hiperendémicas. Até o ano de 2007, 171 paises ja haviam inserido
vacina contra o virus da hepatite B em seus programas nacionais de imunizagao.
Antes disso, mais precisamente até 2006, estima-se que apenas 60% das
criangas no mundo eram totalmente imunizadas (WHO, 2007).

Um dos casos de maior sucesso da implantagdo de vacinacdo em massa
se deu em Taiwan, onde as taxas de incidéncia da doenca cairam de 9,8% para
0,5% em individuos de idade menor que 15 anos. Outro caso exemplar é a regiao
do Alaska, que apresentou uma reducédo de 16% para 0% (NI et al., 2007,
NAMGYAL, 2003).

Nos ultimos 10 anos, o numero de tratamentos aprovados para hepatite B
aumentou consideravelmente. O maior problema das terapias da década passada
era a utilizacdo de antivirais em pacientes com insuficiéncia hepatica e cirrose,
sendo que atualmente existem antivirais potentes e seguros para este tipo de
paciente, ocorre uma diminuicdo no numero de individuos com necessidade de
transplante de figado relacionado a hepatite B (KIM et al., 2009).

O tratamento antiviral em pacientes com sintomas expressivos, como
faléncia aguda do figado e cirrose descompensada, pode estabilizar as funcdes
do figado, e é importante no pré-operatério do transplante de figado e em alguns
casos até mesmo retirar temporariamente pacientes da fila de espera pelo
transplante. No pés-operatério o tratamento é importante para evitar a re-infecgcao
do individuo apods o transplante. Durante o tratamento e por no minimo 24
semanas apos, € importante o monitoramento de pacientes para a prevengao
contra a reagudizacao da infecgao (YAO et al., 2001, FONTANA et al., 2002).



Os testes preliminares para verificagdo da fungao hepatica ou hepatite B,
realizados sobre o soro ou plasma sanguineo do paciente, se baseiam na
quantificacdo de bilirrubina, albumina, transaminases como aspartato
aminotransferase (ALS) e alanina aminotransferase (ALT), fosfatase alcalina
(ALP), algumas vezes em associagdao com y-glutamil transferase (yGT) (BAYNES
& DOMINICZAK, 2000) e com a técnica de PCR (polimerase chain reaction). Esta
ultima permite a determinagao da quantidade de virus especificos para hepatite B,
no sangue do paciente (JAFRI & LOK, 2010).

Outro exame sorolégico muito importante € a dosagem de proteinas
(antigenos - Ag) do virus da hepatite B ou anticorpos contra estas proteinas. S&o
considerados 3 antigenos principais, E-antigen (e), surface (s) e core (c), sendo
relacionados na figura 2 de acordo com seu surgimento apds a infecgdo aguda
(SHIFFMAN, 2010).

Anti-HBc ‘

Anti-HBc - IgM |

HBsAg Anti-HBs
| | |

HBeAg | | Anti-E |

HBY DNA

6 meses 15 anos

Figura 2. Periodo de quantificagdo para exames soroldgicos de antigenos,
anticorpos e DNA (SHIFFMAN, 2010).

A soro-positividade para HBsAg indica a infecgdo, enquanto a presenga de
HBeAg indica a replicagéo do virus da hepatite B. A detecgéo de anti-HBc e anti-
HBs mostra que o individuo ja foi infectado no passado. Caso os exames
apontem a soro-positividade para HBsAg por mais de 6 meses, o paciente &
considerado como um portador de hepatite B cronica (FIEL, 2010).

As estratégias para a deteccdo dos marcadores citados anteriormente,

podem ser feitas com base em métodos espectrofotométricos,



quimioluminescentes, cromatograficos, fluorecentes, eletroquimicos, dentre
outros.

Muitos estudos sdo voltados para o desenvolvimento dos eletrodos
modificados com filmes poliméricos, visando o desenvolvimento dos biossensores

eletroquimicos para diagndstico de doencas.

2. POLIMEROS

Os polimeros sao macromoléculas formadas por varias unidades
chamadas de monémeros, que sdo ligadas covalentemente. Estas
macromoléculas sdo encontradas na natureza com diversas fungdes como a
celulose, o glicogénio, fibras, borracha etc. Mas também sao produzidas pelo
homem como o polietileno, polipropileno, poliuretano etc. A sintese de
polimeros sintéticos pode ocorrer por dois mecanismos distintos: sintese por
adicao ou sintese por condensacao (BOWER, 2002).

A sintese por adi¢gao ocorre quando os monémeros possuem uma ou mais
insaturagcdes, sendo que se partindo de mais de um tipo de mondmeros o
resultado sera um copolimero. Entretanto, para que ocorra esse tipo de
polimerizagdo, ha a necessidade de gerar carga em uma molécula ou mesmo um
radical, e entdo esta mesma buscar uma ligacdo neutra para a reacido acontecer,
gerando outra molécula radicalar ou com carga. A partir dai o processo se torna
uma sequéncia chamada de “etapa de propagacao” (SPERLING, 2006).

Na sintese por condensacéao verificamos que a reagao acontece eliminando
uma molécula simples. No caso dos poliésteres pode-se observar a eliminacdo de
H,O, ja que se trata de uma reacao de esterificacdo. Em outros casos pode
ocorrer a eliminagéo de NH3, metanol etc (SPERLING, 2006).

Os polimeros sintéticos sédo estruturas quimicas muito importantes no
cotidiano da sociedade e assumem papéis variados em meio a populagao.
Dificimente seria possivel imaginar alguma situagdo cotidiana em que nao
houvesse algum polimero envolvido. Dentro de um mercado tdo amplo, inovagdes
tecnoldgicas acontecem com tamanha velocidade que € notavel o quanto, cada

vez mais, 0s novos polimeros sao criados e se engajam em diferentes setores.



Dentre tantas diferentes aplicacbes, podemos encontrar uma area de
pesquisa especifica onde o foco dos estudos sdo os polimeros condutores. A
descoberta dos primeiros polimeros condutores se deu no fim da década de 70, e
desde entdao tem motivado a pesquisa em todo o mundo sob a intencdo de
diversas aplicagcdes. Polimeros condutores como a polianilina, poliacetileno e
polipirrol foram extensamente estudados. Ha relatos de que um octdmero de
anilina foi produzido por Letheby em 1862 (SHIRAKAWA et al., 1977, FROMER &
CHANCE, 1986).

Com o seu surgimento, os polimeros condutores logo foram considerados
como possiveis substitutos para os condutores e semi-condutores metalicos, mas
com diferengcas em relagdo aos metais do ponto de vista das propriedades
mecanicas, opticas e térmicas, tornando-se um grande atrativo para diferentes
grupos de pesquisa (KUMAR & SHARMA, 1998).

Diversas aplicacdes deste tipo de polimero sdo utilizadas, tais como a
protecdo de metais recobrindo-os, sensores eletroquimicos, LEP (polimeros
emissores de luz) em telas de aparelhos eletrénicos, musculos artificiais etc.

Um polimero condutor ndo mostra condutividade em seu estado neutro,
geralmente sua condutividade resulta de oxidagdo (dopagem p) ou redugéo
(dopagem n), em que € gerada uma carga em sua estrutura de cadeia, que deve
possuir insaturagdes ou aneéis aromaticos, sendo os elétrons n de duplas ligacdes
responsaveis pela condutividade (ATKINS & JONES, 2006). Neste caso, é
possivel observar também mudangcas em suas propriedades O6pticas, que
possibilitam a sua aplicacdo em displays de LEP e sensores Opticos. A presenca
de contra-ions balanceia a carga da estrutura do polimero dopado.

Os polimeros condutores podem ter afinidade com uma gama muito grande
de espécies quimicas, como gases, biomoléculas, moléculas organicas, ions
especificos etc. Anticorpos, acidos nucléicos, enzimas, ciclodextrinas e outras
moléculas biolégicas e sintéticas podem interagir com filmes poliméricos
condutores. A interagdo pode ser por afinidade de grupos laterais, ligacao
covalente ou mesmo eletrostatica, o que torna estes polimeros bastante Uteis em
uma area de sensores, justamente pela sua capacidade condutiva (JUNIOR et al.,
1997).



Ao analisar as possiveis rotas para a sintese de um polimero condutor
pode-se encontrar as metodologias quimicas e também eletroquimicas. A sintese
quimica ¢é efetiva, porém nao se apresenta como uma alternativa
quantitativamente reprodutiva. Geralmente se usa persulfato de amoénio e cloreto
de ferro Ill como agentes oxidantes e este fato é tratado como desvantagem, ja
que existe a necessidade da adigdo de agentes quimicos externos para que a
reacdo ocorra. Ja a sintese eletroquimica da a possibilidade de uma dopagem
finamente ajustada pela escolha de um potencial elétrico, além de n&o contar com
agentes externos e dispor a possibilidade de escolher a espessura do filme
gerado na superficie de um eletrodo apenas ajustando parametros eletroquimicos
como numero de ciclos, faixa potencial de varredura etc (LANGE et al., 2008).
Durante o processo de sintese eletroquimica de polimeros, os monémeros séo
oxidados para formarem cations, e em seguida reagem formando oligbmeros que
se depositam na superficie de um eletrodo na forma de polimeros (PENG et al.,
2008).

Desde 2006, o grupo de pesquisa responsavel por este trabalho publica
artigos envolvendo a eletropolimerizacdo de aminofendis e bem como de outros
grupos de moléculas como os acidos hidroxifenilacéticos (VIEIRA et al., 2006,
BRITO-MADURRO et al.,2007, SILVA et al., 2009, OLIVEIRA et al.,2010).

Estes estudos indicam que os aminofendis sdo moléculas que possuem
dois grupos funcionais oxidaveis (-OH e —NH>) ligados a um anel aromatico, o que
confere um interessante perfil para eletropolimerizacdo (VIEIRA et al., 2006).
Filmes poliméricos derivados de aminofendis tém se mostrado eficiente na
interacdo com biomoléculas (BRITO-MADURRO et al., 2007, FRANCO et al.,
2008). Em um estudo especifico o 4-aminofenol mostrou ser promissor na
aplicacdo de sensores para deteccdo de DNA com uma incorporagdo de bases
nitrogenadas e oligonucleotideos melhorando a sensibilidade eletroquimica do
material produzido (FERREIRA et al., 2008).

Chen e colaboradores propuseram a possivel estrutura para o polimero do
4-aminofenol (figura 3), baseando-se em técnicas eletroquimicas e
espectrofotometria. Apesar da proposta de uma estrutura interessante, mais
estudos devem ser feitos para que se tenha certeza do mecanismo de formagao
deste polimero (CHEN et al., 2008).
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Figura 3. Possivel estrutura do poli(4-aminofenol) (CHEN et al., 2008).

Em adigdo, os polimeros tém-se mostrado excelentes materiais para a

utilizagdo como plataforma para o desenvolvimento de sensores bioldgicos.

3. SENSORES BIOLOGICOS

Os sensores biolégicos, ou biossensores, sdo dispositivos capazes de
reconhecer analiticamente elementos de origem bioldgica. Estes dispositivos sao
dotados de uma biomolécula de reconhecimento (sonda) e um transdutor fisico-
quimico, e tém a finalidade de determinar a presenca, atividade e concentracao
de um analito em uma solugdo, o que torna possivel sua aplicagdo em diversos
setores industriais e médicos (THEVENOT et al., 2001).

O reconhecimento do analito pode ser por meio de um processo de
interacdo entre um antigeno e anticorpo, por exemplo, ou também através de uma
reacao biocatalitica, que tem como exemplo um sistema enzima/substrato. Esta
interacdo pode levar a alguma alteragdo estrutural ou na solugdo, que sera
traduzida em um sinal elétrico através de um transdutor, podendo ser ele
eletroquimico, 6tico, térmico ou de massa (D’ORAZIO, 2003).

Um biossensor é composto de partes diferentes que cumprem papéis
indispensaveis para o seu funcionamento, de acordo com o0 esquema

apresentado a seguir:
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O A— Moleculas ndo-especificas
B W B — Analito especifice
\. A C — Biomalécula de reconhecimento (sonda)
C \ [ D — Matriz polimérica

E — Superficie do transdutor (grafite, curo ete)

P\,-Tra nsdutor > Amplificador l\> Procesdsaa dn;znto de

Figura 4. Esquema de funcionamento de um sensor bioldgico.

Os biossensores tém se mostrado muito promissores em diversas areas:
diagnésticos medicinais, identificacdo de patégenos em alimentos na industria
alimenticia e no controle ambiental de detritos e poluentes. Estes sensores
apresentam importantes perspectivas futuras para o aumento da qualidade de
vida da sociedade, reduzindo gastos por se tratar de uma metodologia seletiva e
precisa (SHANKARAN et al., 2007).

3.1. Tipos De Transdutores

Transdutores amperométricos: Estes biossensores fazem sua deteccao
medindo a corrente elétrica produzida durante a oxidacdo ou reducdo de um
produto ou reagente em um determinado potencial elétrico, seja um valor fixo ou
em uma faixa de potencial. O fator determinante em um sensor amperométrico,
neste caso, é a transferéncia de elétrons entre a superficie do eletrodo e o
sistema biologico. Esta transferéncia geralmente envolve um mediador ou um
polimero condutor. Dentro deste contexto, varios filmes poliméricos usados na
imobilizacdo de biomoléculas afetam de forma significativa a resposta de
biossensores, provavelmente também por mudarem a disposicdo e a forma em

que a enzima se liga ao eletrodo (GERARD et al., 2003).
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Transdutores de massa: Os transdutores piezo-elétricos sdo capazes de realizar
a deteccao através de alteracdes da freqliéncia de um cristal de quartzo oscilante.
A freqléncia sera alterada toda vez que houver alteracdo na quantidade de
massa depositada na superficie do cristal (VARELA et al., 2000).

Transdutores Opticos: Neste tipo de biossensor a luz é responsavel por
determinar a medida da reagado bioldgica, podendo analisar a luz absorvida,
emitida, ou a refracdo que ela sofre em uma determinada situacdo. A luz, neste
caso é guiada através de fibras dpticas até o detector. Uma técnica que vem em
uma crescente numérica de aplicagdes € a ressonancia plasmonica de superficie,
e que consiste na realizagdo de medidas do indice de refragdo, quantidade de luz
absorvida, propriedades fluorescentes das moléculas analisadas ou um meio de
transdugao quimico-éptico (CARVALHO et al, 2003).

Transdutores calorimétricos: Estes sensores biolégicos partem do principio que
toda reagao bioldgica envolve uma diferenga de entalpia e, a partir deste fato é
possivel determinar alteragdes em um meio através da medida de temperatura
(XIE et al, 1993).

3.2. Tipos de Sensores Biolégicos

Sensores enzimaticos

Os sensores enzimaticos se baseiam na deteccdo de uma alteragao
quimica do meio de trabalho que seja realizada por uma dada enzima. A seguir €
indicado um esquema do funcionamento dos sensores enzimaticos, mostrando
que ocorre a transferéncia de elétrons entre a enzima que promove a reagao € um

mediador, responsavel por realizar o sinal elétrico (AHUJA, et al., 2007).
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Figura 5. Esquema para o funcionamento de um sensor enzimatico.

O biossensor mais conhecido na literatura é utilizado para a dosagem de
glicose no sangue, sendo o sensor comercializado até os dias atuais (D’ORAZIO,
2003).

Além do sensor para os niveis de glicose no sangue, é interessante
destacar também os sensores para lactato, baseado na enzima lactato
desidrogenase, e 0s sensores para uréia, baseados em enzimas de desaminacao
(D’ORAZIO, 2003).

Imunossensores

Metodologias que utilizam interagbes antigeno/anticorpo ja se mostram
extensamente importantes em diversos laboratérios de analises clinicas e
também em outros campos da medicina, industria farmacéutica, etc.

Os imunossensores baseiam-se na interagdo extremamente especifica
entre anticorpo e antigeno, o que o torna muito preciso e seletivo. Estes sensores
representam um grande avango nestas areas pela capacidade de detectar com
uma sensibilidade muito maior e reduzir significativamente os gastos em relacao
as metodologias convencionais (SKLADAL, 1997).

Usualmente, os imunossensores dependem de um mediador que explicite
a interagao entre antigeno e anticorpo, pois a interagao nao apresenta alteragdes
fisico-quimicas latentes (BUTLER & GUILBAULT, 2006).

A aplicacdo deste tipo de sensor € muito diversa, mas chama atencéo a
area especifica de diagnéstico, em que varias infecgdes em seres humanos e
animais sao determinaveis qualitativamente e quantitativamente, sendo mais
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comum encontrar biossensores que detectam anticorpos para tal infeccao. Este
tipo de biossensor se mostra importante pela possibilidade de reduzir os custos e
o tempo de diagndsticos para doengas parasitarias, como a doenga de chagas,
dentre outras (FERREIRA et al., 2006, DUTRA & KUBOTA, 2007).

Genossensores

Esta classe de sensores tem como foco detectar a hibridizacdo de
sequéncias de DNA ou RNA complementares, e suas aplicagcdes vao desde a
deteccdo de material genético de patégenos em amostras de sangue, ao
diagnoéstico de mutagcées de marcadores especificos para o cancer de prostata
(PENG et al., 2008).

Os genossensores aparecem como um vertente de sensores que se
destacam por serem diretos, de rapido resultado e muitas vezes dispensarem o
uso de mediadores, convertendo a hibridizacao diretamente em sinal elétrico. Isso
se deve ao fato de o material genético apresentar atividade eletroquimica, e em
conjunto com filmes condutores apropriados revela resultados interessantes
(PENG et al., 2008).

Apesar da possibilidade de detecgédo direta de fragmentos de material
genético, varios intercaladores de DNA s&o o escopo de trabalho de diversos
pesquisadores, no intuito de melhorar a seletividade e a sensibilidade de tais
sensores. Intercaladores classicos como o brometo de etidio (figura 6) e o azul de
metileno sdo os mais amplamente descritos na literatura e tém comprovada
eficacia na mediacao de reacgdes eletroquimicas envolvendo DNA (WANG et al.,
2008, OLIVEIRA et al.,2010).

Figura 6. Estrutura quimica do brometo de etidio.
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Dentre os genossensores descritos na literatura, podemos citar os
sensores usados na deteccdo de material genético da bactéria causadora da
meningite (PATEL et al., 2010), do virus da imunodeficiéncia adquirida (HIV) (NIU
et al., 2006), do virus do papiloma humano (HPV) (NASIRIZADEH et al., 2011), e

também da bactéria causadora da hanseniase lepra (AFONSO et al., 2010).

3.3. Técnicas para Imobilizagcao de Biomoléculas

Adsorcgao fisica

Na adsorcao fisica, como ilustra a figura 7, a biomolécula adsorve na
interface entre o polimero e a solugdo por meio de interagdes eletrostaticas. A
carga do filme polimérico pode ser positiva ou negativa, dependendo da sua
natureza e do pH do meio (AHUJA et al.2007). Sendo assim, ha a possibilidade
de se escolher o melhor polimero para adequar a interagao biomolécula/polimero.
Outra vantagem é que a técnica dispensa reagdes com a biomolécula, mantendo-
a intacta para a posterior deteccao (RAMANATHAN et al., 1996).

Biomolecula
- - Matriz polimerica

Figura 7. Esquema para imobilizagao de biomoléculas por adsorgao.
A desvantagem deste processo esta justamente nesta caracteristica, pois a

interacdo biomolécula/polimero pode se enfraquecer com alguma mudancga de pH

ou alteragdes na forga idnica da solugao (AHUJA et al.2007).
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Ligagdo cruzada

A ligagéo cruzada (figura 8) consiste em se utilizar um agente bifuncional
que se liga a biomolécula em forma de uma espécie de “rede”. Estes reagentes
bifuncionais possuem grupos terminais reativos que sao os responsaveis por

promover a imobilizagao.

PAN Biomolécula
™

- Matriz polimerica

PAA Agente bifuncional

PAA
S

Figura 8. Imobilizacdo de biomoléculas por ligacdo cruzada.

A grande vantagem deste tipo de imobilizacdo é a perda minima de
biomoléculas, ja que, geralmente, a escolha do agente bifuncional se da pela sua
afinidade com os grupamentos da biomolécula. Porém, por se tratar de uma
aplicacao de material reativo, ha certo risco de que a biomolécula se torne inativa
(CHAUBEY et al., 2000).

Aprisionamento ou oclusao

Uma alternativa para a imobilizacdo de biomoléculas é a oclusao (figura 9),
onde a biomolécula é aprisionada enquanto ocorre a formacdo do filme
polimérico. Neste caso pode ocorrer em conjunto, a adsor¢gdo da biomolécula com
o mondémero em solugcdo e assim a molécula é aprisionada enquanto o filme
polimérico cresce na superficie do eletrodo (AHUJA et al., 2007).

A vantagem deste processo é que a interagao polimero/biomolécula é
maxima e a biomolécula se localiza muito proxima ao transdutor, porém isso
também confere uma desvantagem, pois dificulta a aproximag¢ao do analito e sua

consequente interagdo com a sonda (GAMBHIR et al., 2001).
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Biomolecula

- - IViatriz polimerica

Figura 9. Esquema para a imobilizacdo de biomoléculas por oclusao.
Ligacao covalente

No caso de se desejar um biossensor que tenha um tempo de vida maior, é
recomendavel imobilizar a biomolécula no polimero através de uma ligagéo
covalente. Esta alternativa minimiza a perda de material para a solucao através

de difusdo e aumenta consideravelmente a estabilidade do sensor (AHUJA et al.).

Biomolecula

b oy Vevizpolimerics

Figura 10. Imobilizacdo de biomoléculas por ligagdo covalente.

Para se ligar covalentemente a biomolécula ao filme polimérico a
biomolécula deve possuir uma regido nao ativa biologicamente que seja capaz de
reagir e se ligar a alguma plataforma polimérica que também deve ser
funcionalizavel.

Apesar de ser uma grande vantagem comercial se ter um sensor que é

-

mais estavel, do ponto de vista do reaproveitamento da matriz polimérica
desvantajoso (RAMANATHAN et al., 2000).
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Resumo

Eletrodos modificados de grafite com poli(4-aminofenol), contendo
oligonucleotidios sonda em sua superficie foram usados para a detec¢do de
oligonucleotidios poli(CT) ou um fragmento-alvo de DNA de Hepatite B. 4-
aminofenol foi eletropolimerizado em meio acido foi utilizado para promover uma
melhor interagdo entre a superficie do eletrodo de grafite e os grupos funcionais
do DNA. Voltametria de pulso diferencial foi utilizada para a caracterizacdo do
eletrodo modificado contendo as sondas poli(GA) ou HepB1 antes e depois da
hibridizagcdo com o alvo complementar poli(CT) ou HepB2, através da deteccao
direta monitorando os grupos oxidaveis das bases de DNA, ou indireta usando o
brometo de etidio como indicador do processo de hibridizagdo. O bioeletrodo
produzido apresentou limite de detecgdo 0,18x10° mol.L™' para o poli(CT) e
2,613x10° mol.L™ para HepB2. A deteccgao indireta baseado no brometo de etidio
foi promissora na discriminacdo de bases mismatch, uma propriedade desejavel
para deteccbes de doencas relacionadas com ocorréncia de pontos de mutacéo.
Em adicao, foi possivel observar diferengas entre as superficies hibridizadas e

nao hibridizadas através de microscopia de forga atébmica

Palavras-chave: bioeletrodo, diagnéstico, Hepatite B, poli(4-aminofenol).
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Abstract

Graphite electrodes modified with poly(4-aminophenol), containing
oligonucleotide probes in their surface were used for detection of poly(CT) or
HepB2 oligonucleotides. Poly(4-aminophenol) electrodeposited in acidic medium
was used to promote a better interaction between the graphite electrode surface
and functional groups of DNA. Differential pulse voltammetry was used for
characterization of modified electrode containing poly(GA) or HepB1 probes
before or after hybridization with the complementary targets poly(CT) or HepB2, by
direct detection monitoring the oxidizable DNA bases, or indirect detection using
ethidium bromide as indicator of the hybridization process. The produced
bioelectrodes presents detection limit of 0.18x10° mol.L™ for poly(CT) and
2.613x10° mol.L™" for HepB2. The indirect detection based on ethidium bromide
was promising to discriminate mismatchs, a very desirable condition for detection
of disease related point-mutation. In addition, it was possible observe differences

between hybridized and non-hybridized surfaces by atomic force microscopy.

Keywords: bioelectrode, diagnosis, hepatitis B, poly(4-aminophenol).

1. Introduction

Infection with hepatitis B is considered a health problem worldwide and the

extent and economic consequences of this disease are considerable (Chen et al.,

2011, Lesmana et al., 2006, Armstrong et al., 2006, Trepo et al., 1999).
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There is an expectation that approximately 2 billion people have hepatitis B
and 400 million acquired its chronic form. It is estimated that between 500,000 and
1 million deaths are attributable to hepatitis B each year and approximately one
third of the world’s population has serological evidence of past or present infection
with hepatitis B virus (HBV), making it one of the most common human pathogens
(Usama et al., 2011, Chen et al., 2011, Franchis et al., 2003, Kane et al., 1995).

The spectrum of disease is diverse and variable, ranging from a low viremic
inactive carrier state to progressive chronic hepatitis, which may evolve to cirrhosis
and hepatocellular carcinoma (Usama et al., 2011, Xie et al., 2011).

The main functions of the liver are processing nutrients from food, make
bile, remove toxins from the body and build proteins. Inflammation of the liver, or
hepatitis, interferes with these important functions, leading to poor health,
characterized by the following symptoms: jaundice, loss of appetite, fatigue and
muscle and joint aches (Chen et al., 2011).

The diagnosis of hepatitis B is made by various serological tests. These
should be associated with markers of liver injury, as the measurement of liver
enzymes, and also together with the Polymerase Chain Reaction (Lesmana et al.,
2006) which allows the determination of the virus circulating amount in the blood.
The importance of monitor patients is the prevention of acute relapse of infection
(Jafri et al., 2010).

The detection of specific-DNA for diseases has great value in the diagnosis
of several viral diseases, bacterial and even cancer. Thus, researches on
biosensors have great significance in development of technologies that perform
diagnostics rapid, precise and simplified (Peng et al., 2009). The miniaturization

these equipment and its selectivity for diagnosis may indicate its versatility and
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efficiency that will eventually prevail in the laboratory examinations and even in
medical clinics (Teles and Fonseca, 2008).

Genosensors consists in a DNA probe that is immobilized onto the
electrode surface and can bind specifically in a specific target DNA sequence,
generating an electrical signal which is traduced to an analytical response
(Dolatabadi et al., 2011). This signal can be direct, produced by nucleotides
oxidation of DNA probe (label-free detection) (Liu et al., 2010, Wang et al., 1998)
or indirect, using a indicator of the hybridization process (Chen et al., 2009 Niu et
al., 2008). Several genosensors are reported in literature aiming the disease
diagnosis, for example: detection of human papillomavirus (HPV) (Nasirizadeh et
al., 2011, Dell'Atti et al., 2007) and human immunodeficiency virus (HIV) (Zhang et
al., 2010, Niu et al., 2006), hepatits C (Skladal et al., 2004), dengue virus (Silva et
al., 2009), Hansen bacillus (Afonso et al., 2010), and others.

Approaches for development of biosensors have been suggested to detect
DNA sequence hybridization, including optical (Scarano et al., 2010), piezoelectric
(Lucarelli et al., 2008) and electrochemical (Sadik et al., 2009) transduction
techniques. Electrochemical detection of nucleic acids has attracted interest
because of the high sensitivity allowed by electrochemical methods, while using
relatively inexpensive instruments (lost et al., 2011).

Strategies for immobilization of DNA probe are diverse and can improve the
interaction and electrochemical signal of biosensors (Ahuja et al., 2007). The use
of conducting polymeric films has several advantages like modification of electrode
surfaces with a material that can bind with biomolecules through functionalizations
and protection of electrode against the adsorption of nonspecific analites (Ahuja et

al., 2007, Guimard et al., 2007).
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Our research group has reported the electrodes modification with
functionalized polymers derived from aminophenols (Brito-Madurro et al., 2007,
Vieira et al., 2006) and other groups of molecules such as hidroxyphenylacetic
acid (Oliveira et al., 2010, Silva et al., 2009, Silva et al., 2008) and hydroxybenzoic
acid (Ferreira et al., 2011). Poly(4-aminophenol) showed efficient immobilization of
pyrimidines and purines and good electrochemistry response for both, mainly
guanosine and adenosine (Ferreira et al., 2008, Franco et al., 2008). The success
of biomolecules immobilization onto this polymeric matrix is due the presence of
amino and hydroxyl groups in the monomer, facilitating the electropolymerization
and the functionalization of the polymer structure, allowing the retention of
biomolecules (Afonso et al., 2010).

The scope of this work is to develop a new bioelectrode for detection of
specific DNA sequence to hepatitis B virus by direct or indirect electrochemical

detection, based on poly(4-aminophenol) matrix.

2. Experimental
2.1 Materials

All reagents used were of analytical grade without previous purification.
Ultra high purity water (Millipore Milli-Q system) was used in the preparation of the
solution. Oligonucleotides were synthesized by Invitrogen Life Technologies (USA)
and DNA fragments of hepatitis B were synthesized by Alpha DNA (Canada). The
oligonucleotides used have the following sequences: poly(GA) 5'-
GGGGGGGGAAAAAAAA-3’, poly(CT) 3-CCCCCCCCTTTTTTTT-5. DNA
fragments have the related sequences: hepatitis B virus DNA probe (HepB1) 5'-

GAGGAGTTGGGGGAGCACATT-3, hepatitis B virus DNA target (HepB2) 5'-
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AATGTGCTCCCCCAACTCCTC-3, DNA non-complementary for hepatitis B virus
(NonHepB) 5-CGGTGTTGTCCCATTTGTTCT-3’, and three-base mismatch for
hepatitis B virus DNA (Mis3HepB) 5-AATGTGCTCTTTCAACTCCTC. Stock
solutions of DNA probe and target were prepared in SSC buffer (sodium chloride
0.3 mol.L™", sodium citrate 0.03 mol.L™", both obtained from Sigma-Aldrich
Chemical, USA) at pH value of 7.0 and storage at -12°C. The monomer 4-
aminophenol was purchased from Acros Organics, HCIO4 (70%) was obtained
from Sigma-Aldrich Chemical and ethidium bromide purchased from Merck KGaA
(Germany). For detection studies, phosphate buffer 0.1 mol.L™ (Na,HPO, 0.061
mol.L™", NaH,PO4 0.039 mol.L™" at pH value 7.3) was prepared. All solutions were

previously deoxygenated by bubbling N, before utilization.

2.2 Apparatus

Electrochemical polymerization and electrochemical measurements was
performed in a potentiostat from CH Instruments model 760C, with a three-
compartment electrode cell. A graphite disk, 6 mm diameter, was used as working
electrode. Platinum plate and silver/silver chloride (Ag/AgCl, KCI 3.0 mol.L™)
electrode were used as counter electrode and reference electrode, respectively.
All experiments were conducted at room temperature. Film morphology in absence
or presence of biomolecules was assessed by atomic force microscopy (AFM)

(Shimadzu SPM 9600, tapping mode).

35



2.3 Preparation of poly(4-aminophenol)

Prior to the electropolymerization, the bare graphite electrode was
mechanically polished with alumina (0.3 ym) slurry, ultrasonicated, washed with
deionized water and dried in the air. 4-Aminophenol solution was deaerated with
ultra pure nitrogen for ca. 45 minutes, prior to electropolymerization. The monomer
4-aminophenol was electropolymerized on graphite electrode through continuous
cycling of the potential, according to Vieira et al (Vieira et al., 2006). After the
electropolymerization, the modified electrode was rinsed with deionized water to

remove non-reacting monomers.

2.4. Oligonucleotide probes immobilization on graphite electrode modified with

poly(4-aminophenol)

The oligonucleotides immobilization was carried out by dropping of 18 uL of
0.063x10® pmol.L™" of poly(GA) or HepB1, onto the modified electrodes, and dried
at room temperature (25 + 1°C) in a desiccator for 5 minutes. The electrode was
immersed for 30 s in water and after in a 0.5% BSA solution (Bovine Serum
Albumin) by 2 hours at 37°C. Then, the electrode was washed in phosphate buffer

and dried.
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2.5. Hybridization detection of oligonucleotides immobilized on poly(4-

aminophenol)

Hybridization experiments were carried out using both synthetic
oligonucleotides poly(CT) and HepB2. After the immobilization of the
oligonucleotide probes, 18 L of concentrations different of poly(CT) (0.18x10°
mol.L™", 0.6 x10® mol.L™", 1.0 x10® mol.L", 1.6 x10®° mol.L™" and 1.8 x10° mol.L™")
or HepB2 targets (1.89x10°mol.L™",1.89 x10® mol.L™, 3.78 x10® mol.L™", 7.56x10°
mol.L™", 1.89x107 mol.L™" and 1.89x10® mol.L") were applied on the modified
electrodes. Hybridization was carried out at 42 °C or 55 °C to poly(CT) or HepB2,
respectively, for 15 minutes. The electrodes were then rinsed by immersion in
water, during 30 s, under agitation. To detection, ethidium bromide (20x10'3 mol. L
115 ML) was added on the electrode surface. Another step of rinsing was carried

out by immersion in water during 30 s.

3. Results and discussion

The immobilization of DNA probes on the electrode surface is of great
importance in the fabrication of DNA biosensors. Modification of electrodes with
DNA was carried out by differential pulse voltammetry (DPV), and it was analyzed
the alterations in electrochemical response of adenine and guanine when in a
hybridization event. Fig. 1 shows the DPV of a graphite electrode/poly(4-
aminophenol)/poly(GA), in absence or in presence of non-complementary or

complementary target.
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Figure 1. Differential pulse voltammograms of graphite electrode modified with
poly(4-aminophenol) prepared in pH 0.5 (baseline-corrected), 100 scans,
containing poly(GA): (a) before hybridization and (b) after 15 minutes of incubation
with complementary target poly(CT) or non-complementary poly(GA) (c).
Electrolyte: phosphate buffer (0.10 mol L"), pH 7.4. Modulation amplitude:
0.05mV. Pulse interval: 0.2s; 5mVs™’.

The guanosine and adenosine oxidation peaks were observed at about
+0.92V and at +1.18V, respectively. After interaction, the oxidation peak current of
the guanine and adenosine was decreased with the incubation time, after 15 min
of hybridization, in solution.

These results are in agreement with Oliveira-Brett and col. (2004), who
reported that during the oligonucleotides hybridization, hydrogen bonds are formed
between complementary sequences leading to a duplex, inside of which it is more
difficult to oxidize the bases, decreasing the oxidation peak current of the
guanosine and adenosine, after hybridization. Other factor that affects these
responses is that the single strand DNA presents higher proximity and a higher
degree of adsorption onto the electrode surface, due to its higher conformational
flexibility, facilitating the charge transfer between the nitrogenated bases and the

electrode (Silva et al., 2008, La-Scalea et al., 1999, Yang et al., 1997).

38



The same sequence studied previously, by direct detection of
oligonucleotides, was used for the indirect detection, using ethidium bromide as
hybridization  indicator.  Ethidium  bromide (3,8-diamino-5-ethyl-6-phenyl
phenanthridinium bromide) is a widely known drug that very efficiently intercalate
into DNA. X-ray analyses and computational modelling studies have already
indicated that ethidium bromide intercalation results in lengthening of the DNA
helix and unwinding of the phosphodiester backbone (Nakamoto et al., 2008).

In this way, experiments were carried out using an electrode modified
containing polymeric film and synthetic oligonucleotide as transducer and ethidium
bromide as electroactive intercalator. Figure 2 shows differential pulse
voltammograms of ethidium bromide onto graphite electrode modified with poly(4-
aminophenol) containing poly(GA) before or after hybridization with non-

complementary poly(GA) or complementary target poly(CT).

Current/pA
N ES » 0] o

0 ! ! ! !
0.5 0.6 0.7 0.8 0.9
Potential/V vs. Ag/AgCI

Figure 2. Differential pulse voltammograms of ethidium bromide onto graphite
electrode modified with poly(4-aminophenol) prepared in pH 0.5 (baseline-

corrected), 100 scans, containing poly(GA) before (a) or after hybridization with

39



non-complementary poly(GA) (b) or complementary target poly(CT) (c).
Electrolyte: phosphate buffer (0.10 mol.L™"), pH 7.4. Modulation amplitude: 25 mV.

Pulse interval: 0.2s: 20mVs™.

Figure 2 shows that the oxidation potential of ethidium bromide onto the
modified electrode containing the probe is about +0.65V (Fig. 2a). When non-
complementary target poly(GA) is added, the current signal observed is very
similar to the probe (Fig. 2b). In addition, when occur the interaction between
poly(GA):poly(CT), ethidium bromide intercalates in the double strand formed,
increasing the concentration of the hybridization indicator on the surface of
modified electrode (see Fig. 2c), indicating the occurrence of the hybridization
event.

Fig. 3 shows differential pulse voltammograms of ethidium bromide as a
redox intercalator at a modified graphite electrode, when the immobilized poly(GA)
probe was hybridized with different concentrations of the complementary target

poly(CT) and the linear dependence after hybridization with the complementary

target.
1.8x10° mol.L™
20+ A 181
poly(CT)
< 16 0.18x10° mol.L™ 161
=
5 12 :
= 2 14r
3 g
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Potential/V vs. Ag/AgCI [poly(CT)]x10°mol.L™

Figure 3. (A) Differential pulse voltammograms of ethidium bromide onto graphite
electrode modified with poly(4-aminophenol) prepared in pH 0.5 (baseline-
corrected), 100 scans, containing poly(GA) before or after hybridization with the
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target poly(CT) in concentrations different. Electrolyte: phosphate buffer (0.10
mol.L™"), pH 7.4. Modulation amplitude: 25 mV. Pulse interval: 0.2s; 20mVs™. (B)
Calibration data for the oxidation signal of ethidium bromide, obtained after

hybridization of the probe poly(GA) with the complementary target poly(CT).

With the increase of the concentration of the complementary target, the
current value increased rapidly, indicating accumulation of ethidium bromide onto
the surface. There was an excellent linear relation of the current to concentration
of complementary target from 0.18x10° molL™ to 1.8 x10°mol.L" with a
correlation coefficient of 0.996. The linear regression equation was
i(uA)=4.052x10° [poly(CT)] + 1.038x10™ for n=3 with correlation coefficient of
0.996, indicating that it is possible to detect the complementary target with

detection limit of 0.18x10® mol.L™.

Studies were conducted using oligonucleotide probe specific for hepatitis B
virus DNA, suitable for capture of target sequences. After modifying the surface of
modified electrode with DNA probe (HepB1), the specificity of the bioelectrode was
studied by testing its response to oligonucleotides specific for hepatitis B as
complementary target (HepB2) or control sequences, non-complementary

NonHepB. The results are shown in Fig. 4.
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Figure 4. Differential pulse voltammograms of graphite electrode modified with
poly(4-aminophenol) prepared in pH 0.5 (baseline-corrected), 100 scans,
containing HepB1 (probe) (a) HepB1 (probe):HepB2 (target) (b) and HepB1
(probe):NonHepB (non-complementary target) (c). Electrolite: phosphate buffer

(0.10 moI.L'1), pH 7.4, Modulation amplitude: 25 mV. Pulse interval: 0.2s; 20mVs™.

The results showed in Fig. 4 show a decrease in the signal amplitude, after
hybridization with the complementary target (Fig. 4a and 4b), in accordance with
the results obtained for poly(GA):poly(CT) sequences, (see Fig. 1). In addition, the
bioelectrode distinguished between complementary (Fig. 4b) and non-
complementary sequence (Fig. 4c), suggesting effective selectivity.

Experiments aiming indirect detection of DNA fragment specific for hepatitis
B (HepB2) using ethidium bromide as hybridization indicator were carried out (Fig.

5).
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Figure 5. Differential pulse voltammograms of ethidium bromide onto modified
graphite electrode with poly(4-aminophenol)/HepB1 before hybridization (a) or
after hybridization with complementary target HepB2 (b). Electrolyte: phosphate
buffer (0.10 mol.L™"), pH 7.4. Modulation amplitude: 25 mV. Pulse interval: 0.2s;

20mVs™.

Figure 5 shows that, when occur the interaction between HepB1:HepB2, the
signal to ethidium bromide oxidation increases (Fig. 5b), indicating that the
concentration of the indicator increased on the surface of modified electrode. This
is due to intercalation of ethidium bromide in the double strand formed, confirming
that the hybridization process occurred.

Figure 6 shows the differential pulse voltammograms of ethidium bromide at
a modified graphite electrode, after hybridization of the immobilized probe (HepB1)
with the complementary target (HepB2) and the linear dependence after

hybridization.
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Figure 6. (A) Differential pulse voltammograms of ethidium bromide onto graphite
electrode modified with poly(4-aminophenol) prepared in pH 0.5 (baseline-
corrected), 100 scans, containing ssDNA (HepB1) before or after hybridization
with concentrations different of DNA target (HepB2). Electrolyte: phosphate buffer
(0.10 moI.L'1), pH 7.4. Modulation amplitude: 25 mV. Pulse interval: 0.2s; 20mVs™.
(B) Calibration data for the oxidation signal of ethidium bromide obtained after
hybridization of modified electrode containing the probe with complementary

target.

With the increase of HepB2 concentration from 1.89x10° mol.L™" to 1.89x10°
® mol.L", the response signal of ethidium bromide on the biolectrode increased.
The detection limit (three independent experiments) of HepB2 (target) achieved
was 2.613x10° mol.L™", with a correlation coefficient of 0.998. Also, the ability of
this bioelectrode to provide effective discrimination against mutation points is

shown in Figure 7.
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Figure 7. Differential pulse voltammograms of accumulated ethidium bromide on
modified graphite electrode containing the probe HepB1 before hybridization (a)

and after hybridization with: three-base mismatchs (Mis3HepB) (b) and

complementary oligonucleotide (HepB2) (c).

As shown in Fig. 7, oxidation signal of the ethidium bromide presented
variation between the bioelectrodes after hybridization with three-base mismatchs
(Mis3HepB, Fig. 7b) or with complementary oligonucleotide (HepB2, Fig. 7c),
suggesting that the bioelectrode is promising to evaluate mismatchs, as desired
for detection of disease-related point mutation.

AFM images were used to evaluate the surface modification of the
electrode modified with poly(4-aminophenol) without biomolecules and after
immobilization with the biomolecule probe and after hybridization with the

complementary target (Fig. 8).
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Figure 8. AFM topographical images of modified graphite electrode modified with
poly(4-aminophenol) without biomolecules (A); after immobilization with

biomolecules: HepB1 (B); after hybridization of HepB1 with HepB2 (C).

After imobilization of HepB1 (Fig. 8B), it was observed increase of clusters,
indicating that the oligonucleotide was successfully incorporated on the modified
graphite electrode. Alterations were observed in the surface of the modified

electrode, after introduction of complementary target. Both modified electrodes
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containing poly(4-aminophenol)/HepB1 and poly(4-aminophenol)/HepB1:HepB2
showed topographies with globular aspect, but the latter is less homogenous,
presenting larger clusters. These modifications in the surface electrode suggest a
hybridization event, based on the fact that dSSDNA molecules are more elongated

and inflexible than ssDNA, and can form larger structures.

4. Conclusions

The combination of electrode modified with poly(4-aminophenol) and
immobilization of DNA probes is a promising strategy for the detection of biological
recognition elements for hepatitis B virus and other DNA sequences, since that
oligonucleotides give a pronounced electrochemical response on electrodes
modified with this polymer and hybridization experiments can be followed by
differential pulse voltammetry. It was possible to detect with successful the
hybridization by direct oxidation of guanosine and adenosine bases or by indirect
process using ethidium bromide as hybridization indicator. Based on the response
of the indicator, the complementary DNA sequence produced a increase in the
current signal, in agreement with the literature, pointing promising results in the
application of poly(4-aminophenol) for production of bioelectrodes useful for
application in diagnosis of hepatitis B and other diseases, based on recognition of

DNA sequences.
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