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3.3.1.1 — Estudos de Variacao do pH para Deteccao das Bases Nitrogenadas

A Figura 41 mostra a dependéncia do potencial de oxidagdo de GMP ¢ AMP
em funcdo do pH de deteccdo, na faixa de 2,0 a 12,0 sobre superficie de grafite
modificada com 25 varreduras de poli(4-HFA). Observou-se um queda linear do
potencial com o aumento do pH do tampdo de deteccdo. A dependéncia linear
encontrada foi: E, (V) = 1.32 - 0.0126 pH (r = 0.999) para AMP ¢ E,.(V) = 1.22 -
0.0339 pH (= 0.974) para GMP.
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Figura 41 - Dependéncia do potencial de pico anddico em fun¢do do pH da solugdo
tampao de deteccdo de (a) AMP, (b) GMP sobre eletrodos de grafite modificados com
poli(4-HFA), 25 varreduras.

A inclinagdo das retas de Ep, vs. pH sdo 12.6 mV/pH e 33.9 mV/pH para AMP
e GMP respectivamente, sobre toda a faixa de pH estudada, o que sugere que o niimero
de protons e elétrons envolvidos no mecanismo de oxidacdo sejam iguais
[104,107,110,123]. Esta queda linear com o aumento o pH do tampao de deteccao
também foi observado para a imobilizacdo de nucleotideos em matriz de poli(4-
aminofenol) [191]. Experimentalmente observou-se que, em meios neutros e alcalinos,
ha maior sensibilidade e definicdo nos picos de oxidacdo de AMP, enquanto que para
GMP esta sensibilidade ¢ maior em valores de pH acido.

Com o objetivo de avaliar o efeito do pH no comportamento dos potenciais e
correntes de oxidagdo das bases nitrogenadas incorporadas sobre poli(4-HFA), estudos

foram conduzidos para otimizar estes parametros.
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A metodologia de andlise da superficie de resposta ¢ um grupo de técnicas de
modelagem e otimizagdo muito utilizada na ciéncia, a qual consiste em analisar as
respostas obtidas para um grupo de condi¢des experimentais € um modelo matematico
ajustado [198].

No processo de otimizacdo da eletrooxidacio de AMP e GMP, o tampao
universal foi utilizado e variado de acordo com a faixa de pH (2,0 a 12,0) e a corrente
obtida variou de 0 a 500 pA. As respostas dos potenciais anddicos foram avaliadas em
funcao do pH da solugdo e dos valores de corrente de pico. O nivel de otimizacao de
qualquer variavel e o efeito da sua interagdo na producdo de AMP e GMP foi estudado

pela andlise do grafico tridimensional da superficie de resposta (Figura 42).
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.
e, "‘“,;.. =

Potencial _

TR 1T

Figura 42 — Analise da superficie de resposta para (a) AMP e (b) GMP como fung¢ao

o

do pH e valores de corrente de pico.

As equagdes que descrevem a resposta do potencial, em valores reais, em

fung¢ao do pH e pico de corrente (I,) sdo mostradas abaixo:

Z=0,85—5,30x107 pH + 1,80x107 I, sy + 3,10x107 pH* — 5,70x10” (pH x I, amp) — 1,80x10° 2, ansp

Z=1,41-0,079 pH — 1,47x107 I, gwp+ 2,15x107 pH* + 1,70x10™* (pH X Iy, gup) + 2,41x10° I, Gwp

O efeito da interacdo entre pH e pico de corrente (pH vs. I,) ¢ maior para GMP

que para AMP, o que promove uma melhor inclinagao para o potencial da GMP. Para a
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eletrooxidacdo de GMP foi observado que para variagdes simultaneas do pH e do valor
de corrente, as variagcdes do potencial de pico anddico sdo mais significantes, entretanto
este efeito € pequeno para a AMP.

A regido de interesse para a deteccdo das biomoléculas ndo sdo as regides de
maximo, pois o potencial de oxidagdo dessas regides ¢ alto. Analisando-se a superficie,
encontrou-se uma regido 6tima de corrente maxima para AMP em pH maior que 9,0,
enquanto que para a GMP o méaximo de corrente ocorreu em pH 4,0. Nessas regides o

potencial ndo ¢ alto garantindo seletividade e a sensibilidade.

3.3.1.2 — Analises das Superficies por MFA para Eletrodos Modificados com Poli
(4-HFA) ou Poli (4-HFA) contendo AMP ou GMP

As andlises das superficies dos eletrodos sdo de fundamental importincia para
visualizar diferencas entre os eletrodos modificados com poli (4-HFA) e poli (4-HFA)

contendo AMP ou GMP (Figura 43).

Figura 43 - Imagens de MFA de eletrodos de grafite modificados com poli(4-HFA) 200
varreduras: (a) sem biomolécula, (b) poli(4-HFA)/AMP e (¢) poli(4-HFA)/GMP.

Estudos da topografia da superficie por microscopia de for¢ca atdbmica mostram
que a eletrodeposicao resulta em completa cobertura da superficie observada.

As imagens de MFA mostraram estruturas globulares para poli(4-HFA) e poli
(4-HFA) contendo GMP. Os valores de rugosidade obtidos por MFA foram: eletrodo de
grafite sem filme (111 nm), eletrodo modificado com poli (4-HFA) (172 nm), eletrodo
modificado com poli(4-HFA)/AMP (1546 nm) e eletrodo modificado com poli (4-
HFA)/GMP (313 nm). Valores de rugosidade mais elevados para AMP/poli(4-HFA)
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sugerem que o processo de incorpora¢dao, bem como as interagdes entre AMP e GMP
com poli(4-HFA) ndo sdo similares. Foi demonstrado na literatura que o DNA pode
penetrar em filmes condutores de polipirrol e politiofeno [149,150].

Através da interferometria, foi possivel determinar a espessura aproximada de
poli(4-HFA) sobre grafite. Poli(4-HFA), 100 e 200 varreduras, apresentaram valores de
espessuras de 2,5 pum e 6,7 pm, respectivamente. Poli(4-HFA)/AMP e poli(4-
HFA)/GMP, ambos com 400 varreduras, apresentaram valores de espessuras de 7,3 um

e 7,0 um, respectivamente.

3.3.1.3 — Estudos de EIE para os Eletrodos Modificados com Poli(4-HFA) contendo

Biomoléculas

O estudo de -caracterizacdo das propriedades -elétricas dos eletrodos
modificados com poli(4-HFA) contendo biomoléculas foi realizado em solu¢ao KCI 1,0
mol L. Para este estudo foram utilizados filmes com 100 varreduras e concentragio e
1,5.102 mol L' de 4-HFA. A Figura 44 mostra o diagrama de Nyquist para os eletrodos
modificados com poli(4-HFA) e poli(4-HFA)/AMP ou poli(4-HFA)/GMP.

-Z" 1 kohm

O+ OE OBF 1a
Z 1 mm

0 1 2 3 4 5 5]
2 kohm
Figura 44 — (a) Diagrama de Nyquist (-Z”’ vs. Z’) em 1.0 mol L' KCI contendo para
eletrodo de grafite modificado com (m) poli (4-HFA) contendo () AMP ¢ (A) GMP.

(b): Grafico inserido: ampliacdo das regides da regido indicada. A linha continua

representa o ajuste para o circuito equivalente mostrado na Figura 38.
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Um processo reversivel ocorre no eletrodo, pois a curva experimental
apresenta um semicirculo em altas freqiiéncias e uma linha reta com inclinacao de 45°
em baixas freqiiéncias para as imobilizagdes das biomoléculas [189]. O circuito
equivalente ¢ o mesmo do filme para o ajuste dos resultados contendo as biomoléculas
(Figura 38) e os valores de n sdo iguais a 6, 3 e 4 para poli(4-HFA), poli(4-HFA)/AMP
e poli(4-HFA)/GMP respectivamente. Os valores das simulagdes sdo mostrados na

Tabela 5.

Tabela 5 - Valores do ajuste do circuito equivalente para o poli (4-HFA), poli (4-
HFA)/AMP, poli (4-HFA)/GMP.

Eletrodo R/ Q Ri./Q | Cqy/pF
poli(4-HFA) 1,08 12,6 52

poli(4-HFA)/AMP 1,87 0,001 858
poli(4-HFA)/GMP 1,85 5,067 83,2

Com a imobiliza¢do das bases (AMP e GMP) ocorre uma mudanga na Rtc
sobre a superficie do eletrodo, Figura 44. Os valores Rtc determinados para o eletrodo
modificado com poli(4-HFA), poli(4-HFA)/AMP e poli(4-HFA)/GMP (Tabela 5),
indicam uma maior atividade de transferéncia eletronica na interface eletrodo/solugao
na presenga da AMP e GMP, refletindo o aumento de cargas nesta interface. Maiores
valores de Cg sugerem maior area ativa do eletrodo e estdo em concordancia com as
rugosidades obtidas por microscopia de for¢a atdomica: poli(4-HFA) (172 nm), poli(4-
HFA)/AMP (1546 nm), poli(4-HFA)/GMP (313 nm).

3.4 — Caracterizaciao Voltamétrica da Imobilizaciao e Detecciao de Oligonucleotideos

Para a imobilizacdo de oligonucleotideos de 15 pares de bases (pb), as
superficies de grafite foram modificadas com poli(4-HFA), 100 varreduras, a
temperatura 25 + 1 °C. A técnica utilizada para as detecgdes foi voltametria de pulso
diferencial utilizando-se tampao acetato, pH 4,5. A deteccao da hibridacdo foi feita
monitorando-se o pico de oxidagdo da guanosina monofosfato ou adenosina

monofosfato, presentes na seqiiéncia dos oligonucleotideos em estudo.
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A Figura 45 mostra os resultados de imobilizacdo e deteccdo da hibridacdo, a

qual ocorre segundo o esquema mostrado na Figura 46.

70,
60!
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Figura 45 - VPD para eletrodo de grafite modificado com poli(4-HFA) contendo
oligonucleotideo, em tampdo acetato, pH 4,5. (I): (a) poliG, (b) poliG:poliG, e (c)
poliG:poliC (hibrido), (II) (a) poliA, (b) poliA:poliA, e (c) poliA:poliT (hibrido).
Velocidade 10 mV s, amplitude de pulso 50 mV, largura de pulso 70 ms.
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W ——————————————————

Figura 46 — Esquema de hibridagdo de homooligonucleotideos.
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Observando a Figura 46, temos que as seqiiéncias complementares (A:T) e
(G:C) se unem por interacdo de ligagdo de hidrogénio, formando a fita dupla ou o
hibrido. A Figura 45(1) mostra que os picos de corrente da guanosina decresceram apods
o processo de hibridizacdo [124], quando comparados com a resposta obtida antes da
hibridizacdo. A explicagdo estd no fato que a formacao da fita dupla (poliG:poliC)
dificulta o processo de oxidacdo das bases, por isso ocorre diminui¢cdo da corrente de
oxidagdo. Resposta similar foi obtida para a hibridizacdo de poliA:poliT, Figura 45(1I).
O segundo pico a potenciais mais catodicos em torno de +0,82V para poliG e +1,10V
para poli(A) referem-se a oxidacdo das bases guanina e adenina [104] presentes nos
oligonucleotideos. O potencial de oxidacdo das bases isoladas sdo menores pois estas
ndo tem a presenga da ribose e nem do fosfato que estdo presente nos nucleotideos.

O estudo da imobilizagdao e detec¢do de heterooligdbmeros contendo 50% de
guanina ¢ 50% de adenina (poliG:poliA) ou 50% de citosina e 50% de timina
(poliC:poliT) mostrou o mesmo comportamento observado na Figura 45, confirmando a
dificuldade de oxidagdo apo6s formar a fita dupla do DNA. Para se fazer o controle,
adicionou-se duas vezes o mesmo oligdbmero ¢ como esperado o valor de corrente

aumentou, o qual foi observado nos dois experimentos realizados (Figura 47).
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Figura 47 - VPD para eletrodo de grafite modificado com poli(4-HFA) contendo o
oligonucleotideo polyGA:poliCT, em tampdo acetato, pH 4,5. Sendo (a) poliGA, (b)
poliGA: poliGA, e (¢) poliGA:poliCT (hibrido) . Velocidade 10
mV s™, amplitude de pulso 50 mV, largura de pulso 70 ms.
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3.5 — Estudos de Imobilizacio e Deteccio de Fragmento de DNA de Regido
Conservada do Virus da Dengue (DEN-1)

Nos estudos de hibridizacdo de fragmento especifico do virus da dengue
(DEN-1), foram feitos experimentos utilizando-se o brometo de etidio. Este reagente ¢é
capaz de se ligar as bases nitrogenadas do DNA e tem sido usado para monitorar a
reacdo de hibridizacdo, pois a fita dupla apresenta afinidade diferente pelo BE, se
comparado com a fita simples [137,143,144].

O grafico da Figura 48 mostra os experimentos realizados de imobilizacdo e
deteccdo do fragmento DEN-1, com 288 pb, monitorando o pico do intercalador

brometo de etidio.
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Figura 48 - Voltametria de pulso diferencial de brometo de etidio 6,48.10° mol L™
como indicador redox, para eletrodo de grafite modificado com poli(4-HFA) (a) sem
biomolécula (b) contendo 3,5 nmol L' sSDNA e (c) apos hibridagdo com o alvo

complementar, dSDNA. Eletrolito: tampao fostato, pH 7,4, 0,1 mol/L. velocidade: 10
mV s™, amplitude de pulso: 50 mV, largura de pulso: 70 ms.

Quando ocorre a hibridiza¢do, forma¢do do dSDNA, os valores de corrente sdo
maiores em relagdo ao eletrodo modificado com poli(4-HFA) contendo SSDNA. Com a
formagao do hibrido, o brometo de etidio intercala na DNA o que faz com que aumente

a corrente de oxidagdo.
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Com a diminui¢do da concentracdo do alvo complementar (Figura 49) o sinal
de corrente diminui devido a menor quantidade de hibridos na superficie do eletrodo, o
que foi observado para a concentra¢io do alvo complementar de 0,35 nmol L™ (Figura
49d), ja a concentracao de 0,035 nmol L' ficou semelhante a SSDNA (Figura49bee)o

que sugere que o limite de detecgdo esta entre esses dois valores de concentracao.
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Figura 49 — Voltametria de pulso diferencial de brometo de etidio 6,48.10° mol L™

como indicador redox, para eletrodo de grafite modificado com poli(4-HFA) (a) sem

biomolécula (b) contendo 3,5 nmol L'sSDNA e apds hibridagio com o alvo

complementar dSDNA com concentragio de: (c) 3,5 nmol L™ (d) 0,35 nmol L™ dsSDNA

e (¢) 0,035 nmol L dsDNA Eletrélito: tampdo fostato, pH 7.4, 0,1 mol/L. velocidade:
20 mV s, amplitude de pulso: 25 mV, largura de pulso: 60 ms.

3.6 — Caracterizacio da Superficie Hibridizada

Imagens da topografia da superficie por MFA de eletrodo de grafite
modificado com poli(4-HFA) e poli(4-HFA) contendo oligonucleotideo ou fragmento

de DNA, antes e ap0s a etapa de hibridizagdo estdo mostradas nas Figuras 50 e 51.
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Figura 50 - Imagens topograficas de MFA de eletrodos de grafite modificados com
filmes poli(4-HFA): (A e D) e ap6s imobilizagdo de oligonucleotideo (poliGA): antes
(B e E) e apos a hibridizagao (C e F) com o alvo complementar (poliCT).

Figura 51 - Imagens topograficas de MFA de eletrodos de grafite modificados com
filmes poli(4-HFA): (A e D) e apo6s imobilizacdo de DEN-1: antes (B ¢ E) e apos

hibridizacdo (C e F) com o alvo complementar.
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As imagens mostram que apos a imobilizacdo de poli(GA) sobre a matriz de
poli(4-HFA), a superficie mostrou aspecto liso, com baixa rugosidade, conforme
mostrado na Tabela 6. A hibridizagdo com o oligonucleotideo complementar poli(CT)
resulta em aumento de rugosidade com globulos menos definidos que os observados na
matriz polimérica.

A imobilizagdo de DEN-1 (ssDNA) sobre a matriz polimérica resulta em
diminui¢do da rugosidade e apos a hibridizacdo com o alvo complementar (dsDNA) foi
observado maior nimero de glébulos na superficie.

As imagens de MFA comprovam a imobilizacdo das biomoléculas em estudo,

bem como a hibridizagdo com o alvo complementar.

Tabela 6 — Valores de rugosidade de eletrodos de grafite modificados com poli(4-HFA)

na auséncia e presenca de biomoléculas.

Amostras Valores de Rugosidade, nm
Poli(4-HFA) 179,00
Poli(4-HFA)/Poli(GA) 20,30
Poli(4-HFA)/Poli(GA:CT) 277,30
Poli(4-HFA)/ssDNA(DEN-1) 26,20
Poli(4-HFA)//dsDNA(DEN-1) 462,30
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4 — Conclusoes

Foi possivel a formagdo de filme a partir do mondémero 4-HFA sobre a
superficie do eletrodo de grafite em diferentes concentragdes do mondmero e valores de
pH.

A formagdo de poli(4-HFA) a 50 mV s'1 em meio acido apresenta superficie
mais homogénea, segundo as imagens de MEV. Estes filmes apresentam caracteristicas
que facilitam a transferéncia de elétrons frente ao par redox, Fe"*/Fe™ e um carater mais
eletroativo, enquanto os filmes eletrogerados em valores de pH basico, apresentam
caracteristicas passivantes dificultando a transferéncia de elétrons frente ao par redox,
Fe™/Fe™, sendo uma superficie mais rugosa.

Os nucleotideos AMP e GMP foram imobilizados com sucesso sobre as
matrizes de poli(4-HFA) produzidas em valores de pH 4cido. A adsor¢cao de AMP ou
GMP sobre estes eletrodos modificados ¢ diretamente proporcional ao pH da solugao
tampao de analise, sendo que o potencial de oxidacdo diminui linearmente em funcdo do
aumento do pH do meio. Com a otimizagdo encontra-se uma regido 6tima de corrente
maxima para AMP em pH maior que 9,0, enquanto que para a GMP o méaximo de
corrente ocorre em pH 4,0.

Por meio das analises de MFA e interferometria foi observado que a presenga
da AMP e GMP aumenta a rugosidade e a espessura da cobertura polimérica. Dados de
impedancia mostram que o eletrodo modificado com poli(4-HFA) e os nucleotideos
apresentam uma menor resisténcia a transferéncia de carga, o que comprova a eficiéncia
da imobiliza¢ao nesta matriz.

Imobilizag¢des de oligonucleotideos ou fragmentos de DNA foram possiveis no
poli(4-HFA) tornando a deteccdo mais sensivel. O evento da hibridagdo pode ser
detectado nos oligonucleotideos, por meio do monitoramento do pico de corrente de
oxidagdo direta da GMP e AMP, e no fragmento de DNA (DEN-1) através no pico de
oxidacao do BE.

As caracteristicas eletroquimicas destes eletrodos modificados com poli(4-
HFA), sensibilizados com fragmento de DNA especifico do virus da dengue,
mostraram-se promissoras para o desenvolvimento de um sistema mais sensivel, mais

rapido e seletivo, visando a deteccdo deste virus.
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