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RESUMO

As meningites pneumococicas sao provocadas pela bactéria Streptococcus pneumoniae e
apresentam elevado indice de morbilidade e mortalidade. O diagnostico precoce do agente
causador da meningite ¢ justificado pelo impacto positivo no tratamento, evitando possiveis
complicagdes, tais como perda da audicdo, retardo mental, anormalidade motora e disturbios
visuais, reduzindo também as taxas de morbi-mortalidade. A identificacdo de microrganismos
por meio de biossensores vem sendo amplamente estudada e sua eficiéncia constantemente
comprovada. Os biossensores permitem realizar testes simples, rapidos, precisos e acessiveis.
Neste trabalho foi utilizado eletrodo de grafite modificado com poli(4-aminofenol) para a
imobilizacdo de uma sequéncia sonda (Strepl) especifica para o alvo complementar (Strep2),
isoladas a partir de regides conservadas do DNA de S. pneumoniae, visando o
desenvolvimento de um genossensor especifico para a meningite pneumococica. A
eletrodeposi¢do de poli(4-aminofenol) sobre eletrodo de grafite foi confirmada por meio de
técnicas voltamétricas e imagens de microscopia eletronica de varredura. Apos a modificacao
com poli(4-aminofenol) a superficie foi funcionalizada com a sonda especifica para S.
pneumoniae (Strepl), seguida do processo de hibridiza¢do com o alvo complementar (Strep2).
Os resultados obtidos indicam que a presenga do poli(4-aminofenol) causou um aumento na
eficiéncia da imobilizacdo da sonda de cerca de 12%, monitorando-se o pico de oxida¢do da
guanina, quando comparada ao eletrodo de grafite descoberto. O tempo de hibridizacdo entre
Strep1(sonda):Strep2(alvo) foi otimizado e a detec¢do foi conduzida de forma direta e
indireta, neste ultimo caso, usando brometo de etidio como indicador. A plataforma foi capaz
de reconhecer o DNA gendmico da bactéria em soro humano. A performance do genossensor
foi analisada frente a diferentes concentragdes do DNA gendmico, por meio da voltametria de
pulso diferencial e a espectroscopia de impedancia eletroquimica. Os limites de detecgdo
obtidos em cada técnica foram de 54 ng mL™' e 28 ng mL™! respectivamente. O genossensor
mostrou-se especifico e seletivo. O sistema permaneceu estavel até 60 dias de
armazenamento. A andlise topografica da superficie do genossensor foi avaliada utilizando a
microscopia de forga atomica. Os resultados apresentados neste trabalho indicam que a
plataforma poli(4-aminofenol)/Strepl € promissora para o diagndstico molecular da meningite

pneumococica em soro humano enriquecido.

Palavras chave: diagndstico, eletrodo modificado, genossensor, meningite pneumococica.



ABSTRACT

Pneumococcal meningitis are caused by the bacterium Streptococcus pneumoniae and
presents a high rate of morbidity and mortality. Early diagnosis of the causative agent of
meningitis is justified by its positive impact on clinical management, avoiding complications
such as hearing loss, intellectual disability, motor abnormality and visual disturbances,
reducing morbidity and mortality rates. The identification of microorganisms using biosensors
has been widely studied and its efficiency constantly proven. Biosensors allow simple, fast,
accurate and accessible tests. In this work, graphite electrodes modified with poly(4-
aminophenol) was used for the immobilization of a probe sequence (Strepl) complementary
for a specific target (Strep2), isolated from conserved regions of S. pneumoniae, aiming the
development of a genosensor specific for pneumococcal meningitis. The electrodeposition of
poly(4-aminophenol) on graphite electrode was confirmed using voltammetric techniques and
scanning electron microscopy images. After surface modification with poly(4-aminophenol),
the surface was functionalized with the specific probe for S. pneumoniae (Strepl), followed
by its hybridization with the complementary target (Strep2). Results indicate that the presence
of the polymer caused an increase in probe immobilization efficiency in almost 12%,
monitoring the guanine peak when compared to the bare graphite electrode. The hybridization
time between Strepl(probe): Strep2(target) was optimized and the detection was performed
directly and indirectly. In the second case, ethidium bromide was used as an indicator. The
platform was able to recognize the genomic DNA of the bacterium in human serum. The
performance of the genosensor was analyzed against different concentrations of the solution
containing genomic material of the bacteria, through differential pulse voltammetry and
electrochemical impedance spectroscopy. The detection limits were 54 ng mL™! and 28 ng
mL! in each technique respectively. The platform presented characteristics such as specificity
and selectivity. The system remain stable during 60 days stocked. Topographic analysis of the
genosensor surface were evaluated by atomic force microscopy. The results presented in this
work indicate that the poly(4-aminophenol)/Strepl platform is promising for the molecular

diagnosis of pneumococcal meningitis in enriched human serum.

Keywords: diagnosis, modified electrode, genosensor, pneumococcal meningitis,
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1. INTRODUCAO

1.1 Meningite

A meningite ¢ caracterizada por um processo inflamatorio do espaco subaracnoideo e
das membranas leptomeningeas (aracndide e pia mater) que envolvem o encéfalo e a medula
espinhal (Figura 1) (MACE, 2008; MAGO et al., 2012). O processo de inflamacdo das
meninges ¢ conhecido desde o inicio do século XX. Os patégenos tiram vantagem das
caracteristicas especificas do sistema imune no sistema nervoso central (SNC), replicando-se
e induzindo resposta inflamatdria caracteristica da doenga. A meningite pode ser causada por

bactérias, virus e fungos (HOFFMAN; WEBER, 2009; MAGO et al., 2012).

Figura 1: Anatomia da regido representativa das meninges (A). Cérebro com meningite pneumocodcica

(B).

Dura-mater (duas camadas)

Aracnoéide

Espago
subaracnoide

Pia-mater

Fonte: Adaptados de Netter (2000) e Hasbun (2016), respectivamente.

Sao empregadas duas classificagdes para as meningites, as formas asséptica (MA) e
bacteriana (MB). A forma asséptica se refere a inflama¢do meningea sem evidéncia de
infeccdo bacteriana, pode ser causada por virus, fungos e desordens do tecido conectivo
adjacente. A meningite viral ¢ predominantemente causada por enterovirus, no entanto ja
foram reportados arbovirus, virus da herpes simples e varicela como agentes causadores
(CHADWICK, 2006). A meningite fungica ¢ causada principalmente por fungos
Cryptococcus neoformans e Coccidioides immitis, ocorre geralmente em pacientes

imunossuprimidos. A meningite viral e fungica sdo em geral menos agressivas, apresentam
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um curso clinico benigno e baixas taxas de mortalidade. Enquanto que a forma asséptica ¢
mais branda, a forma bacteriana geralmente estd associada a alta taxa de mortalidade e
sequelas neurologicas permanentes, principalmente em paises menos desenvolvidos, devido
principalmente a morosidade no estabelecimento do diagnéstico e inicio do tratamento
apropriado (SURINDER; BINEETA; MEGHA, 2007; MACE, 2008; CORDEIRO, 2013).
Streptococcus pneumoniae, Neisseria meningitidis e Haemophilus influenzae B sdo os agentes
etiologicos responsaveis por grande maioria dos casos das meningites bacterianas (MB)
(ABDINIA; REZAEE; OSKOUIE, 2014). A Figura 2 apresenta um diagrama contendo as

principais causas de meningite.

Figura 2: Diagrama contendo as principais causas da meningite.
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infeccbes e ndo plogénicas
pirogenicas
adjacentes

Fonte: Obtido em Mace (2008).
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A meningite causada por bactérias S. pneumoniae sao denominadas “pneumocdécicas”
e tem grande importancia devido a gravidade do quadro clinico e rapida evolucdo. Causa
grande preocupacao pela sua letalidade e morbilidade, sendo o agente etiolégico mais
frequentemente associado com morte ¢ com sequelas severas (THIGPEN et al., 2011). A S.
pneumoniae, assim como a N. meningitidis ¢ H. influenzae, sdo bactérias capsuladas.
Diferente da N. meningitidis, as meningites causadas pela S. pneumoniae ¢ H. influenzae nao
causam epidemias, pois os surtos ocorrem muito raramente. A diversidade dos tipos
capsulares polissacaridicos da S. preumoniae ¢ grande, aproximadamente 93 serotipos
imunologicamente distintos, sendo grande parte desse numero, agentes causadores de doengas
pneumonococicas invasivas, como pneumonias bacterémicas, meningite, sepse ¢ artrite

(WHO, 2011).

A transmissdo dos principais patégenos da MB ocorre por aerossdis ou por contato
direto com secregdes de pacientes ou portadores saudaveis. Os patégenos residem na mucosa
da nasofaringe humana sem causar prejuizos ao hospedeiro. A cépsula polissacaridica reduz o
aprisionamento dos patdgenos pelo muco, permitindo seu acesso a superficie epitelial da
nasofaringe, sendo considerada o principal fator de viruléncia dessas bactérias. Uma vez na
corrente sanguinea, mecanismos de defesa tentam combater o patdégeno. A capsula
polissacaridica age como barreira inespecifica, contornando as defesas do hospedeiro e
limitando a interagdo com fagocitos. O dano ao tecidual endotelial causado pela invasdo
bacteriana deve-se principalmente ao mecanismo de defesa imune do hospedeiro

(CORDEIRO, 2013).

O mecanismo que permite a invasdo dos patdogenos ao SNC ainda ndo foi totalmente
esclarecido. Evidéncias experimentais sugerem que a entrada de pneumocdcicos ocorre pelas
veias e vénulas pods-capilares cerebrais, uma vez que as juncdes interendoteliais destas
estruturas sdo fracas e permitem a passagem de leococitos e moléculas plasmaticas, além da
proximidade destas veias com o espago subaracndide. Apos entrada no espago subaracnoide,
as bactérias liberam produtos altamente imunogénicos, como fragmentos da parede celular e
peptidioglicanos, levando ao aumento da resposta inflamatéria do hospedeiro (BOGAERT;

DE GROOT; HERMANS, 2004; HOFFMAN; WEBER, 2009; CORDEIRO, 2013).

A replicacdo das bactérias aumenta o numero de células inflamatorias. As
perturbagdes induzidas por citocinas na membrana transportadora promovem um aumento da

permeabilidade vascular que leva a perpetuagdo do processo infeccioso. Estes processos
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representam as alteragdes caracteristicas no liquido cerebrospinal, contagem de células, pH,

lactato, proteinas e glicose em pacientes com esta doenca (HASBUN et al., 2016).

A severidade da MB depende do tipo de bactéria causadora. Em adultos, a MB
provoca danos neuronais no cortex cerebral, hipocampo e ouvido interno e estdo associadas a
perda de audicdo, déficit motor, problemas cognitivos e com a fala, enquanto que a surdez
neurossensorial, seguida de disturbio convulsivo e déficit motor sdo mais comuns em criancas

(ROOS, 2010).

As criangas mais novas estdo predominantemente em risco de MB, principalmente por
causa de seus sistemas imunoldgicos imaturos e casos de desnutri¢do, enquanto que a falta de
praticas de imunizacdo também as torna mais suscetiveis a morbidade e mortalidade
(ANDERSON et al., 2004). Grande parte das mortes pediatricas, devido a meningite, ocorre
em paises em desenvolvimento, e 50% dos sobreviventes de meningite na infincia apresentam

alguma sequela neurologica (MACE, 2008).

A identifica¢do do agente etiologico da meningite é fundamental para a escolha da
terapia mais apropriada e o diagnéstico deve apresentar especificidade e sensibilidade.
Mesmo com um grande numero de terapias disponiveis, o diagnostico diferencial das
meningites pode prevenir o uso desnecessario de antibidticos e internacdo prolongada dos
pacientes com formas benignas da doenca. Além disso, o uso de anti-inflamatdrios em formas
pouco frequentes de MB maligna pode agravar o quadro clinico dos pacientes, aumentar o
custo do tratamento e dos efeitos indesejaveis do uso de antibidticos (RAYMOND, 2000;
SURINDER; BINEETA; MEGHA, 2007).

As formas de diagndstico das MB sdo divididas em duas vertentes: o diagnostico
clinico e o diagnostico laboratorial. O diagnostico clinico € realizado na presenga de sinais e
sintomas caracteristicos da doenga. Os primeiros sintomas clinicos da MB sdo inespecificos,
incluem febre, mal-estar e dor de cabeca, evoluindo para rigidez na nuca, fotofobia, fonofobia
e vomitos. Outros sintomas incluem sinal focal neurolégico e aumento da pressdo
intracraniana (MACE, 2008; KIM, 2010). Dosagens no liquor, de glicose e proteinas,
contagem diferencial de leucocitos, bacterioscopia e aglutinagdo em latex sdo os testes
geralmente disponiveis para o diagnostico presuntivo das meningites nos hospitais de
referéncia. O diagnostico confirmatdrio depende dos resultados da cultura celular ou reagado
em cadeia da polimerase (PCR) para deteccao e identificagao dos patdogenos no liquor ou no

sangue, sendo consideradas “padrdao ouro” (BROUWER; TUNKEL; VAN DE BEEK, 2010).
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No entanto, o resultado da cultura celular demora aproximadamente 24 horas, muito além da
janela terapéutica, que pode prejudicar o tratamento prévio com antibidticos especificos
(ABDINIA; REZAEE; OSKOUIE, 2014), enquanto que a PCR necessita de um laboratorio
especializado com mao de obra qualificada para a realizagao dos testes (CASTRO et al,

2014).

Durante os ultimos anos, a epidemiologia da MB mudou drasticamente, visto que, o H.
influenzae, antes uma das maiores causas da meningite, praticamente desapareceu de paises
desenvolvidos, tornando-se um grande exemplo da eficiéncia das campanhas de vacinagdao. A
utilizagdo de vacinas polissacaridicas pneumocoécicas conjugadas levaram a um declinio
significativo de doencas pneumocdcicas invasivas, incluindo a meningite. No entanto, um

problema emergente ¢ a resisténcia de pneumocdcicos a antibioticos polissacaridicos

(HOFFMAN; WEBER, 2009).

No Brasil, os principais causadores da doenga pneumocoécica foram incorporados na
vacina pneumococica 10-valente, que desde 2010 foi implementada no calendario nacional de
imunizacdo pelo Ministério da Satde. Foi observada uma redu¢do de aproximadamente 30%

no numero de casos de meningite pneumocécica para a faixa etdria coberta pela vacina

(Figura 3) (CORDEIRO, 2013).

Figura 3: A Epidemologia da MB no Brasil em diferentes faixas etarias nos anos de 2010 a 2014.
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Fonte: Obtido em Moraes (2015).

Nos paises em desenvolvimento, tem-se observado avangos na produ¢do de vacinas
para MB. Apesar dos avancos na terapia antibacteriana e o desenvolvimento de vacinas, a

meningite bacteriana continua a ser uma importante causa de morbidade e mortalidade em
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pacientes pediatricos. Paises com poucos recursos e restricdes econdmicas, sdo incapazes de

oferecer os beneficios da tecnologia de vacinas preventivas.

O Quadro 1 apresenta o quadro da etiologia das MB no Brasil em 2015 e revela que
os casos de meningite provocadas pela S. pneumoniae ainda sao evidentes. O grande nimero
de casos ndo especificados, demonstram a falta de tecnologia para realizar o diagndstico
apropriado da doenga. O desenvolvimento de biossensores simples e pouco dispendiosos se
apresenta como uma proposta interessante para essa problematica, uma vez que permitem a
realizagdo de testes rapidos, em locais com baixa acessibilidade € com poucos recursos

financeiros.

Quadro 1: Etiologia das MB no Brasil no ano de 2015.

Etiologia Casos %
Neisseria meningitidis 1.617 28
Streptococcus pneumoniae 947 16
Haemophilus influenzae 118 2
Outras bactérias 1.371 23
Bactéria nao especificada 1.795 31

“Fonte: Obtido em Moraes (2015).

A tecnologia dos biossensores vem apresentando crescimento significativo no que diz
respeito ao diagnostico em tempo real. Os testes podem ser feitos por pessoal nao
especializado e utilizando pequenos volumes de amostras. Vantagens como tamanho
reduzido, baixo custo de fabricacdo, elevadas sensibilidade e especificidade, e deteccdo em
tempo real tornam essa tecnologia atrativa (Bora e Sett, 2013; Liu et al, 2015). A alta
mortalidade e morbidade das meningites bacterianas e a demora na identificagdao do patégeno
por meio dos métodos de diagndstico tradicionais sdo atrativos para o desenvolvimento de

biossensores, visando o diagnostico eficiente e diferencial desta doenca.

1.2 Biossensores

Um biossensor pode ser definido como um dispositivo analitico no qual uma entidade
de reconhecimento biologico ¢ acoplada a um transdutor, com proposito de converter o evento
de reconhecimento em um sinal mensuravel. Os biossensores empregam o reconhecimento
biomolecular para realizar andlises seletivas. S3o ferramentas analiticas constantemente
estudadas e aprimoradas. A elevada seletividade do elemento bioldgico permite desenvolver

dispositivos com grande especificidade. As andlises sdo realizadas em tempo real e em
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misturas complexas, sem a necessidade de um pré-tratamento da amostra. Sua eficiéncia tem
sido comprovada e o seu potencial de aplicacdo abrange varias areas. As principais vantagens
sdo: elevada sensibilidade, especificidade, portabilidade, rapidez, baixo custo de producao e
uso in loco (D'ORAZIO, 2003; WANG, 2006). Enquanto que como suas principais
limitagdes, podem ser citados: interferentes na amostra, pouca estabilidade em longo prazo e

dificuldades na transferéncia de elétrons (MEHRVAR; ABDI, 2004).

Tem-se observado um grande esfor¢o da comunidade cientifica para incorporagdo da
tecnologia de biossensores em diferentes areas. As principais aplicagdes incluem diagnosticos
clinicos, analises de alimentos e farmacos, agricultura, bioterrorismo, monitoramento
ambiental e industrial (CAGNIN et al., 2009; MEHROTRA, 2016). As principais etapas
envolvendo biossensores sao introducdo da amostra, reconhecimento do analito, transducao

do sinal e leitura (Figura 4).

Figura 4: Esquema ilustrativo de um biossensor.
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Fonte: Obtido em Rodrigues (2014).
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O termo "biossensor" surgiu na literatura cientifica no final de 1970, no entanto seus
conceitos basicos foram observados em 1962, no dispositivo proposto por Clark e Lyon
conhecido como "eletrodo enzimatico", o qual se baseia no acoplamento da enzima glicose
oxidase a um sensor amperométrico de oxigénio. Nos anos seguintes, eletrodos enzimaticos
para uma variedade de substancias foram desenvolvidos pelo acoplamento de enzimas
especificas em sensores eletroquimicos. Em 1977, Rechnitz e colaboradores desenvolveram
um eletrodo especifico para o aminodcido arginina utilizando microrganismos imobilizados
sobre a superficie de um eletrodo de gas amonia, a plataforma foi descrita como “sensor bio-

seletivo”. Posteriormente, o nome foi abreviado para biossensor (D'ORAZIO, 2003).

O crescimento no campo de biossensores tem sido significativo nas ultimas décadas.

Quando um dos principais periddicos, Biosensors and Bioelectronics, foi langado em 1985
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pela editora Elsevier, havia cerca de cem trabalhos publicados. Recentemente, um elevado
nimero de trabalhos sobre biossensores estdo disponiveis na literatura e novas plataformas

estao sendo constantemente desenvolvidas (TURNER, 2013).

Uma pesquisa de mercado realizada pela companhia MarketsandMarkets® em 2015
revela que o mercado mundial de biossensores foi avaliado em 11,39 bilhdes de dolares em
2013, com expectativa de alcancar 22,68 bilhdes em 2020. Os biossensores portateis
representaram 80% do mercado em 2013. Estimativas indicam que biossensores para
diagnostico point-of-care devem crescer consideravelmente até 2020, podendo representar até
57% do mercado mundial. O aumento da demanda de dispositivos de diagnéstico de point-of-
care, a crescente incidéncia de diabetes e a necessidade de melhorar a atual infraestrutura de

saude sao os principais impulsionadores do crescimento do mercado de biossensores.
1.2.1 Classifica¢ao dos biossensores

Os biossensores podem ser classificados como biossensores de afinidade e cataliticos.
Biossensores de afinidade tem como principio a interacdo especifica entre o elemento de
reconhecimento bioldgico e o analito de interesse, sdo geralmente utilizados anticorpos e
oligonucleotideos. Nos biossensores cataliticos, a detec¢do ¢ realizada mediante o uso de
enzimas ou biomoléculas cataliticas, que podem ser regeneradas apds utilizagao. Em ambos a
deteccdo pode ser direta ou indireta. No primeiro caso a interacdo bioldgica ¢ medida
diretamente sobre a superficie do transdutor e tipicamente sdo adotados receptores celulares,
oligonucleotideos e anticorpos. Os sistemas de detec¢do direta, mais comuns, empregam
Ressonancia de Plasma de Superficie (SPR), Onda Evanescente, Microbalanca de Cristal de
Quartzo (MCQ) e sistemas Optomecanicos. Biossensores de deteccdo indireta utilizam
elementos secundarios, como marcadores moleculares e produtos de reagdo. Os sistemas mais
comuns utilizam enzimas, biomoléculas fluorescentes e mediadores eletroativos. Os sistemas
de deteccao indireta apresentam maior estabilidade, enquanto sistemas de deteccdo direta
apresentam menor tempo de andlise (RASOOLY, 2005; RUMAYOR et al., 2005;
RODRIGUES, 2014).

Durante a interagdo entre a biomolécula e o analito ocorrem mudangas em um ou mais
parametros fisico-quimicos associados a esta intera¢do. Esta mudanga pode produzir ions,
elétrons, gases, calor, massa ou luz, que podem posteriormente ser convertidos em sinais
elétricos pelos transdutores e em seguida amplificados e processados. Os biossensores

também podem ser classificados de acordo com o tipo de transdutor empregado. As principais
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classes de transdutores sdo: eletroquimico, elétrico, Optico, piezoeléctrico e térmico
(Quadro 2) (SETHI, 1994; MONOSIK; STREDANSKY; STURDIK, 2012). Os transdutores

eletroquimicos sao os mais encontrados na literatura (FRANCO, 2010).

Quadro 2: Principais sistemas de transducdo aplicados em biossensores.

Sistema de transducao Técnica
Piezelétrico Eletrogravimetria
Eletroquimico Amperometria, Potenciometria e Voltametria
Optico Luminescéncia e Fluorescéncia
Calorimétrico Calorimetria

Fonte: Obtido em Rodrigues (2014).

Um fator muito importante para o desenvolvimento de um biossensor ¢ a selecdo da
metodologia para a imobilizagdo do biocomponente. O desempenho do biossensor estd
diretamente relacionado com a eficiéncia desta etapa. As condi¢des quimicas e fisicas (pH,
temperatura e contaminantes) devem ser controladas e otimizadas. O processo de
imobilizagcdo de material bioldgico em escalas nanométricas sobre a superficie de eletrodos ¢
objeto de estudo e relatos cientificos nas ultimas décadas, uma vez que ¢ ampla a sua
aplicabilidade e por ser uma tecnologia emergente. As formas de imobilizacdo
frequentemente utilizadas sdo adsor¢do fisica, ligacdo covalente, ligagdo cruzada (cross
linking) e oclusdo (entrapping) (KISSINGER, 2005; RUMAYOR et al., 2005; I0OST et al.,

2011). O Quadro 3 aborda caracteristicas, vantagens e desvantagens destas metodologias.

Quadro 3: Métodos de imobilizagdo tradicionais.

Ilvfl(:)cblgic:ag;o Descrigao Vantagens Desvantagens
A imobiliza¢do ocorre Simples. Forcas de ligagao
~ mediante forcas i6nicas, | Baixo custo. relativamente fracas.
Adsor¢ao o . o . , )
Fisica ligacdo de hidrogénio e | Matriz regeneravel. Dlretamente' afetado
forgas de Van Der Sem modificacdes do por condigdes
Waals. ERB*. externas.
Ligagao fraca.
Baixo Custo. Alta barreira de
Retencao fisica do Necessita pouco ERB* difusao.
Oclusao ERB* nas cavidades Confinamento entre Pode ocorrer perda de
interiores da matriz. ERB* proximo ao ERB*.
transdutor. Matriz nao-
regeneravel.
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ERB*: Elemento de reconhecimento bioldgico. 5
Fonte: Adaptado de Rumayor et al., (2005), Franco (2010) e Monosik; Stred’ansky; Sturdik (2012).

A classificagdo mais comum dos biossensores diz respeito ao tipo de biomolécula
empregada no reconhecimento biologico. Biossensores enzimaticos utilizam como
componentes biolodgicos enzimas e peptidios; Genossensores sao utilizados oligonucleotideos,
produtos da reagdo em cadeia da polimerase (PCR) e fragmentos de DNA. Imunossensores
utilizam antigenos e anticorpos e os biossensores microbiologicos podem utilizar bactérias,

fungos e organelas (KOROTKAYA, 2014).

1.3 Genossensores

A deteccdo de sequéncias especificas de DNA ¢ objeto de estudo de muitas éreas.
Pesquisas envolvendo a hibridizacdo do DNA e indicadores moleculares para monitorar o
evento tém se intensificado nos ultimos anos, sendo observado o desenvolvimento de uma
variedade de técnicas e materiais com esta finalidade. A utilizacdo de DNA na construgao de
sensores bioldgicos ¢ um atrativo devido a elevada especificidade das sequéncias
complementares de DNA, que sdo capazes de hibridizar pelo pareamento das bases
nitrogenadas, oferecendo uma maneira simples, economica e rapida de realizar analises
genéticas. As aplicagdes mais comuns de genossensores incluem a detecgdo de mutacdes e
modificacdes genéticas, diagnostico e monitoramento de infec¢des virais e microbianas,
cancer, analise forense, teste de paternidade e deteccao de armas bioldgicas (KIMMEL et al.,

2012; ALVES-BALVEDI et al., 2016).

Atualmente, um grande niimero de sistemas de deteccdo baseados na hibridizagdo do

DNA vem sendo desenvolvidos. Na configuragdo tipica de um genossensor, uma sequéncia
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especifica de DNA simples fita (sonda) ¢ imobilizada sobre um transdutor e quando em
contato com o alvo complementar ocorre a geracdo de um sinal (Figura 5). Diferentes
métodos de transducao podem ser aplicados para monitorar a hibridizagao, sendo geralmente
adotados transdutores opticos e eletroquimicos (DRUMMOND; HILL; BARTON, 2003;
SASSOLAS; LECA-BOUVIER; BLUM, 2008).

Figura 5: Esquema de um genossensor.
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Fonte: Adaptado de Drummond; Hill; Barton (2003).

A tecnologia de microarranjos de DNA (DNA microarray) ou chips de DNA ¢
considerada como precusora dos genossensores. Os microarranjos de DNA sdo sistemas que
permitem andlises genéticas simultdneas em sistemas miniaturizados. A tecnologia utiliza
uma plataforma solida, geralmente lamina de vidro ou silica, no qual amostras de DNA,
oligonucleotideos e produtos de PCR (sondas) sdo imobilizadas em quantidades e posi¢des
precisamente definidas. Marcadores fluorescentes (fluordéforos) sdo previamente utilizados
nas amostras bioldgicas, que posteriormente sao inseridas na plataforma de analise, sob
condi¢des de temperatura e pH especificas. Apds o processo de hibridizagdo, cada 1amina ¢
lavada para remocdo de alvo excedente, e expostas a acdo de raios laser, que excitam os
fluor6foros incorporados ao alvo, a intensidade do sinal deve ser diretamente proporcional a
expressdo de um determinado gene (ROSA; ROCHA; FURLAN, 2007; CAGNIN et al.,
2009).

O desenvolvimento de genossensores e microarrays de DNA aumentou

significativamente nas ultimas décadas. Ambos se apresentam como dispositivos eficientes,



25

rapidos, sensiveis e permitem andlises em tempo real. No entanto, a tecnologia de
microarrays ¢ as diferentes formas de preparagdo da amostra podem apresentar limitagdes que
influenciam na sensibilidade, acurécia, especificidade e reprodutibilidade dos resultados

(DRAGHICI et al., 2006; SASSOLAS; LECA-BOUVIER; BLUM, 2008).

A tecnologia dos genossensores eletroquimicos ¢ considerada mais apropriada para
testes in situ devido sua portabilidade. Os genossensores também podem ser utilizados para
detectar compostos de baixo peso molecular, como toxinas, poluentes e drogas (SASSOLAS;

LECA-BOUVIER; BLUM, 2008).

A composicao das sondas de DNA ¢ fundamental para a especificidade do
genossensor. Novos tipos de sondas estdo sendo desenvolvidas para melhorar a sensibilidade,
especificidade e estabilidade dos genossensores, sendo relevante enfatizar a utilizagdo de
oligonucleotideos marcados e os acidos nucléicos peptidicos (PNAs). Os PNAs sao
compostos que mimetizam o DNA, entretanto o esqueleto negativo fosfato-pentose ¢
susbstituido por uma cadeia neutra contendo unidades repetidas de um pseudo-peptideo com
ligacdes 2-aminoetilglicina. Os PNAs podem formar um duplex com sequéncias
complementares de DNA (Figura 6), sendo observada maior estabilidade térmica,
possibilidade da formagdo do duplex em solugdes de baixa forca iOnica, estabilidade em
intervalos amplos de pH e elevada sensibilidade para deteccdo de mutagdes de ponto

(SASSOLAS; LECA-BOUVIER; BLUM, 2008; FERREIRA, 2014).

Figura 6: Modelo esquematico de moléculas de PNA e DNA.
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Genossensores 0pticos apresentam elevadas sensibilidade e baixos limites de detecgao,
no entanto podem requerer instrumentacdo mais sofisticada e dispendiosa (DRUMMOND;
HILL; BARTON, 2003; CAGNIN et al., 2009). Uma vertente propde uma metodologia bem
simples para analises Opticas de acidos nucléicos. Nesta metodologia sdo utilizados
fragmentos de DNA marcados com nanoparticulas de ouro ou prata, quando em contato com
o alvo complementar observa-se uma mudanga de cor (STORHOFF et al., 1998;
ALEXANDRE et al., 2001). Esta tecnologia permite realizar analises clinicas de forma
simples e rapida, minimizando os custos associados a instrumentagao requerida para analises

opticas.

Nas ultimas décadas as plataformas eletroquimicas cresceram a um ritmo
impressionante, combinados com inovagdes em nanotecnologia e microchips, os sensores
eletroquimicos provaram ser sistemas versateis, robustos e eficientes para realizar analises
bioldgicas (ZHANG; GUO; CUI, 2009). As vantagens das plataformas eletroquimicas
incluem: 1) elevada sensibilidade, baixo custo e rapido screening; 2) marcadores eletroativos
apresentam elevada estabilidade; 3) os marcadores fluorescentes podem ser adaptados e
aplicados para deteccdo eletroquimica em potenciais especificos; 4) o desenvolvimento de
sistemas de circuitos integrados em escala industrial; 5) o desenvolvimento e constante

aprimoramento dos materiais e plataformas eletroquimicas (SONG; XU; FAN, 2006).
1.3.1 DNA: Estrutura e Propriedades

O DNA tem um papel muito importante para manuten¢do da vida, ¢ a molécula
responsavel pelo armazenamento e a transferéncia de informacgao genética (IOST et al., 2011).
O conjunto completo de informagdes contidas no DNA de um determinado organismo ¢
denominado genoma, que contém a informag¢do de todas as proteinas que o organismo pode
sintetizar (ALBERTS et al., 2002). Os organismos podem ser discriminados de acordo com
caracteristicas do seu DNA. Novos métodos para sequenciamento € o aprimoramento dos
procedimentos computacionais desencadearam uma enorme quantidade de dados genomicos,
com aplicabilidade para o desenvolvimento de plataformas de analise genética (MADIGAN et

al., 2015).

A molécula de DNA ¢ formada por duas fitas simples de DNA, constituidas por quatro
tipos de nucleotideos. Os nucleotideos apresentam trés componentes caracteristicos: uma
pentose, um grupo fosfato e uma base nitrogenada. Nesta estrutura, uma desoxirribose esta

ligada a um grupo fosfato simples e uma das quatro bases nitrogenadas, adenina (A), citosina
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(C), guanina (G) ou timina (T). As bases sdo classificadas em purinicas, onde a estrutura
contém dois anéis ou pirimidicas, cuja estrutura contém um unico anel (Figura 7) (ALBERTS
etal.,2002).

Figura 7: Unidade monomérica de um nucleotideo do DNA (A) e estrutura quimica das bases
nitrogenadas purinicas e pirimidicas presentes no DNA (B).
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Fonte: Adaptado de Nelson; Cox; Lehninger (2013).

Os nucleotideos estdo ligados covalentemente por ligacdes fosfodiésteres, que
possuem mesma orientacdo ao longo da cadeia, conferindo polaridades especificas nas
extremidades. Os esqueletos covalentes dos acidos nucléicos consistem em residuos fosfato e
pentoses alternantes, com as bases nitrogenadas voltadas para o interior da hélice,
perpendiculares ao longo do eixo unidos entre si por ligacdes de hidrogénio e outras forcas
intermoleculares fracas. Os grupos fosfatos possuem pKa proximo de 0, portanto estdo
carregados negativamente em pH 7,0. Os grupos hidroxila dos residuos da pentose realizam
ligacdo de hidrogénio com moléculas de agua. Estas ligagdes que envolvem os grupos amino
e carbonila das bases nitrogenadas sdo as maiores responsaveis pela associacdo complementar
das fitas de 4cidos nucléicos e o empilhamento das bases nitrogenadas contribui para sua
estabilidade. O pareamento das bases adenina com timina (A=T) e citosina com guanina
(G=C) favorece energeticamente a formacao do estado duplex. Para as bases nitrogenadas se
encaixarem de forma mais adequada, as cadeias de DNA devem ser anti-paralelas, ou seja, a
polaridade de uma fita deve apresentar orientacdo oposta a outra fita. A separagdo das fitas

complementares ¢ dificultada quando maior for o quociente A=T, G=C e outros pareamentos



28

de bases tendem a desestabilizar a estrutura de dupla hélice. O pareamento das duas fitas cria
um sulco principal € um sulco secundério (Figura 8A). O didmetro da dupla hélice ¢ de
aproximadamente 2 nm, e a distancia entre bases adjacentes ¢ de aproximadamente 0,34 nm

(Figura 8B) (ALBERTS et al., 2002; NELSON; COX; LEHNINGER, 2013).

Figura 8: Modelo de preenchimento tridimensional para estrutura do DNA (A) e uma curta seccao de
DNA (B).
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O DNA pode sofrer desnaturagao reversivel através de variacdes extremas de pH ou
pelo aquecimento. Durante a desnaturagdo, ocorre a ruptura das ligacdes de hidrogénio e do
empilhamento das bases, induzindo o desenrolamento da dupla hélice e a formacao de duas
fitas simples (ssDNA). A renaturagdao de uma molécula de DNA, também conhecida como
anelamento e hibridizagdo, ¢ um processo rapido, onde os segmentos desenrolados das fitas se
enrolam novamente produzindo um duplex. Em condi¢des especificas esse processo ¢
otimizado. Cada espécie de DNA possui uma temperatura de desnaturacdo e anelamento
caracteristica, propriedade dependente do contetido de pares de bases G=C e forga i0nica da

solucdo (NELSON; COX; LEHNINGER, 2013).

Atualmente muitos métodos estdo disponiveis para quantificagdo de DNA, sendo as
técnicas mais comumente utilizadas a espectrofotometria no UV-Vis e eletroforese em gel,
pelas quais podem ser obtidas informagdes sobre a concentragdo, pureza e integridade de
amostras contendo DNA. A espectrofotometria no UV-Vis € considerada uma técnica simples
e eficiente para andlises de acidos nucleicos. A absorbancia em 260 nm ¢ utilizada para

quantificar DNA, enquanto a razdo Azeo/2s0 fornece uma estimativa da pureza da amostra.
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Amostras de elevada pureza devem apresentar razao préxima de 1,8 (LINACERO; RUEDA;
VAZQUEZ, 1998; NIELSEN et al., 2006).

1.3.2 Biossensores Eletroquimicos de DNA

Os avangos tecnoldgicos em nanotecnologia e genética observados nos ultimos anos
foram importantes para fornecer novas ferramentas para o desenvolvimento de plataformas de
analises biologicas. Sensores eletroquimicos de DNA s3o promissores para analise de acidos
nucleicos, por causa de sua portabilidade, rapidez de resposta, alta sensibilidade, seletividade
e baixo custo. Um numero expressivo de plataformas para a detecgdo eletroquimica de DNA
vem sendo desenvolvida recentemente (DRUMMOND; HILL; BARTON, 2003; SILVA et
al., 2008; CAGNIN et al., 2009).

A técnica consiste em utilizar sequéncias de DNA imobilizadas sobre a superficie do
transdutor eletroquimico, modificado ou sem modificagdo, como elemento de
reconhecimento, para monitorar hibridizagao (SILVA et al., 2009). A detecgdo eletroquimica
da hibridizagdo ¢ baseada na diferenga no comportamento eletroquimico da sonda (ssDNA) e
quando em contato com o alvo complementar (dsDNA). Sdo comumente adotados métodos
de deteccdo direta e indireta. No primeiro, as bases nitrogenadas podem ser oxidadas ou
reduzidas na superficie do transdutor, sendo monitorada a corrente de pico anddica ou
catddica durante a hibridizacdo. Entre as quatro bases que compde a molécula de DNA, a
guanina ¢ a mais facilmente oxidada, sendo considerada a base mais adequada para monitorar
a detecgdo direta. O processo depende do comprimento da cadeia de DNA, nimero de bases
oxidaveis e reduziveis, temperatura, conformagdo, tempo de contato e eletrolito. Embora esta
metodologia seja simples e com elevada sensibilidade, a deteccdo direta pode requerer
potenciais elevados para oxidacdo das bases nitrogenadas, ocasionando produgdo de corrente
capacitiva e oxidacao de espécies interferentes (KERMAN; KOBAYASHI; TAMIYA, 2004;
FRANCO, 2010; FERREIRA, 2014).

O método indireto detecta a hibridizagdo por meio de indicadores moleculares,
nomeadamente mediadores e intercaladores -eletroativos. Ambos apresentam elevadas
sensibilidade, seletividade e estabilidade. Os indicadores devem ser moléculas relativamente
pequenas, possuir resposta eletroquimica bem definida e em potenciais baixos. Os mediadores
eletroquimicos geralmente sdo complexos metélicos, como os complexos de polipiridil de
Ru(Il) e Os(Il), que atuam mediando a oxidacdo da guanina, onde o sinal obtido pelo

mediador € proporcional a quantidade de guanina oxidavel (Figura 9A) (DRUMMOND:;
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HILL; BARTON, 2003; KERMAN; KOBAYASHI; TAMIYA, 2004). Os intercaladores sao
geralmente moléculas pequenas, aromaticas e hidrofobicas, que conseguem se ligar entre os
pares de bases adjacentes da dupla hélice (Figura 9B), geralmente possuem maior afinidade
pelo DNA de fita dupla, porém algumas espécies se ligam preferencialmente ao DNA simples
fita. Os intercaladores de DNA mais observados em plataformas eletroquimicas sdo o brometo
de etidio e azul de metileno (IOST et al., 2011; BIEBRICHER et al., 2015; ALVES-
BALVEDI et al., 2016).

Figura 9: Mecanismo de funcionamento de um genossensor eletroquimico de deteccdo indireta
utilizando um mediador eletroativo (A) e agentes intercaladores (B).
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O brometo de etidio (BE) ¢ considerado um dos melhores agentes intercaladores para
o desenvolvimento de genossensores. E um produto de baixo custo, eletroquimicamente
oxidavel e a intercalacdo ¢ imediata. Apresenta aumento na intensidade de fluorescéncia
quando intercalado com a dupla fita de DNA (dsDNA) (WANG; QU; GUO, 2008; ALVES-
BALVEDI et al., 2016). A intercalagdo ocorre entre as bases empilhadas adjacentes, causando
uma distor¢do estrutural e um leve estiramento na dupla hélice. O BE atua como inibidor de
um grande nimero de processos bioldgicos importantes, como sintese, transcrigdo e transporte
de DNA. Essas caracteristicas sdo consequéncia da sua elevada afinidade pela dupla hélice de
DNA (PASTRE et al., 2005; NAFISI et al., 2007). A estrutura do BE e seu mecanismo de

intercalacdo podem ser observados na Figura 10.
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Figura 10: Estrutura quimica da molécula BE (A) e acdo intercalante do BE entre as bases
nitrogenadas (B).

Fonte: Obtido em Rodrigues (2014).

O BE ¢ um composto aromatico planar, com grupos aminobenzénicos nas
extremidades. Os sistemas m conjugados sd@o os maiores responsaveis pela fluorescéncia e por
suas caracteristicas eletroquimicas. O comportamento eletroquimico do BE ja foi estudado em
diferentes eletrodos, como carbono vitreo, grafite e diamante dopado com boro (BDD)
(NAFISI et al., 2007; BALVEDI et al., 2014). Estudos sobre o comportamento do BE em
eletrodos de grafite modificados com filmes poliméricos derivados de aminofendis ja foram
estudados pelo Laboratério de Biossensores (BIOSENS) e Laboratorio de Filmes Poliméricos

e Nanotecnologia (LAFIP-NANOTEC) da Universidade Federal de Uberlandia.

Os primeiros genossensores eletroquimicos eram baseados na reducdo e oxida¢do do
DNA em eletrodos de mercurio. A oxidagdo do DNA vem sendo conduzida em um grande
numero de plataformas, incluindo eletrodos derivados de carbono, ouro, 6xido de indio
dopado com estanho (ITO) e eletrodos modificados por polimeros condutores (LA-SCALEA;
SERRANO; GUTZ, 1999). A utilizacdo de nanoparticulas levou a andlise eletroquimica a
uma nova era, aumentando significativamente a sensibilidade e os limites de deteccdo.
Materiais em nanoescala tém sido usados para otimizar a imobilizagdo de biomoléculas na
superficie do eletrodo, para promover reagdes eletroquimicas e amplificar o sinal originado no
evento de biorreconhecimento. Os nanobiosensores eletroquimicos sdo promissores nas areas
de diagnostico e detec¢do de organismos infecciosos e cancerigenos. Um grande niimero de
trabalhos sobre a utilizagdo de nanomateriais para o desenvolvimento de sensores de DNA
esta disponivel na literatura aberta e novas plataformas estdo sendo constantemente

desenvolvidas (PUMERA et al., 2007; LIU et al., 2010; FERNANDES et al., 2015).
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1.4 Eletrodos Quimicamente Modificados e Polimeros Aplicados em Biossensores

Eletrodos quimicamente modificados (EQM) se tornaram particularmente atrativos por
oferecerem elevadas sensibilidade e seletividade. EQMs sdo dispositivos contendo um
material condutor ou semi-condutor com a superficie modificada por uma espécie quimica. A
modificacdo tem como objetivo controlar as propriedades quimicas e fisicas na interface

eletrodo-solucao (SOUZA, 2014).

Os polimeros condutores (PCs) tém sido intensamente investigados durante as ultimas
décadas e isso se deve a sua ampla gama de aplicacdo. Sua utilizagdo no desenvolvimento de
biossensores eletroquimicos ¢ promissora e descrita por um grande nimero de pesquisadores
(BRITO-MADURRO et al., 2007). Os PCs podem modificar facilmente a superficie dos
transdutores eletroquimicos, incorporando grupos funcionais a superficie, promovendo
elevada afinidade e estabilidade do biocomponente. Além disso, as estruturas quimicas dos
PCs sdo passiveis de modificacdo e modelagem quimica, permitindo a alteracdo de suas
propriedades elétricas, mecanicas e quimicas. Os polimeros condutores sao comprovadamente
compativeis com moléculas bioldgicas em solu¢des aquosas e podem transferir eficientemente
cargas elétricas produzidas pelas reagdes a circuitos eletronicos. A eficiéncia da imobilizagao
de biomoléculas em matrizes poliméricas depende de muitos fatores, entre eles a superficie de
contato e a presenga de grupos funcionais especificos, como por exemplo, grupamentos
amino, hidroxila e carboxilicos, que sdo os grandes responsaveis pela retencdo das
biomoléculas (BRITO-MADURRO e al, 2007, TKACH; NECHYPORUK;
YAGODYNETS, 2012).

Os PCs comumente aplicados ao desenvolvimento de biossensores sdo o polipirrol,
polianilina, politiofeno e aminas aromaticas (Figura 11) (GERARD; CHAUBEY;
MALHOTRA, 2002; BRITO-MADURRO et al., 2007; FERREIRA et al., 2008).
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Figura 11: Estrutura quimica dos polimeros condutores aplicados em biossensores.
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Fonte: Adaptado de Gerard; Chaubey; Malhotra (2002).

Polimeros condutores podem conduzir carga, gracas a facilidade com a qual os
elétrons podem se deslocar entre as cadeias do polimero. A condutividade surge a partir da
combinagdo de varios fatores. Os polimeros possuem um esqueleto de conjugado formado por
uma série de ligagdes simples e duplas alternadas. As ligacdes simples contém a ligacdo
sigma, enquanto as ligagdes duplas apresentam além da sigma, uma ligacdo m mais fraca
(Figura 12a). Os orbitais p em série presentes na ligagdo m se sobrepdem, facilitando o
deslocamento dos elétrons e permitindo seu movimento entre os &tomos. Além da conjugacao,
¢ necessaria a presenga de um dopante para o polimero ser condutor. O dopante introduz
carga elétrica sobre o material pela remocao (dopagem tipo p) ou adicao de elétrons (dopagem
tipo n) na banda de condugdo, introduzindo polarons (cation-radical) e bipolarons na cadeia
polimérica (Figura 12b). Na sintese eletroquimica o processo de dopagem ocorre devido a
compensagdo de cargas ao longo da cadeia polimérica em contato com eletrdlito de suporte
(FRANCO, 2010; BALINT; CASSIDY; CARTMELL, 2014; RODRIGUES, 2014).

Figura 12: Um esquema da cadeia conjugada, contendo ligacdes simples e duplas alternadas (a) e
mecanismo de dopagem (b).

ligagao T
ligagao dupla gac ligagao simples

atomos de carbono\ / et /

© a—-@ —©

| O o g . O

o 6%6"6° 6/ b
atomos d; hidrogenio /

ligagao ¢ a

Fonte: Adaptado de Balint; Cassidy; Cartmell (2014).



34

Matrizes poliméricas condutoras e ndo-condutoras sdo excelentes materiais para o
desenvolvimento de biossensores ja que apresentam espessura ¢ homogeneidade controlados,
sa0 quimicamente € mecanicamente estaveis, reprodutiveis, permitem o controle espacial
referente ao posicionamento da biomolécula e ao nimero de sitios ativos presentes na matriz,
além de prevenir a adsorc¢do de espécies interferentes (FRANCO, 2010; NAMBIAR; YEOW,
2011). O desenvolvimento de filmes poliméricos e sua aplicacdo em sensores bioldgicos tém
sido uma das principais atividades do Laboratorio de Biossensores (BIOSENS) e o
Laboratorio de Filmes Poliméricos e Nanotecnologia (LAFIP/NANOTEC), sendo destacados
os trabalhos de biossensores para diagnostico molecular utilizando polimeros derivados do
acido hidroxi-fenilacético (RODRIGUES et al., 2015), (SANTOS et al., 2012) , 4-aminofenol
(CASTRO et al., 2014), (CAETANO et al., 2014), 3-aminofenol (RODRIGUES et al., 2014)
e 4-aminotiofenol (BALVEDI et al., 2014).

Uma classe promissora de filmes poliméricos para o desenvolvimento de biossensores
sdo os aminofenois. Estudos conduzidos por este grupo de pesquisa demonstram a sua
estabilidade, reprodutibilidade, eficiéncia na imobilizagdo de biomoléculas e no
desenvolvimento de plataformas para o diagndstico molecular de biomarcadores (BRITO-
MADURRO et al., 2007, CAETANO et al., 2014; CASTRO et al., 2014). Os aminofendis
sdo uma classe de materiais eletroquimicos interessantes. Além do anel aromatico, apresentam
dois grupos eletroquimicamente oxidaveis (—NH2 e —OH), facilitando a polimerizagdo. A
posi¢do relativa do grupo amino e hidroxila ¢ muito importante, sendo reportadas
propriedades eletroquimicas distintas em seus trés isomeros (orto, meta e para) (Figura 13)

(BRITO-MADURRO et al., 2007; CHANDRASHEKAR et al., 2011).

Figura 13: Estrutura quimica dos mondémeros isomeros derivados do aminofenol.

Z-aminofenol 3-aminofenol 4-aminofenol
OH OH OH
NH,
NH,
NH,

Fonte: Obtido em Kochi (2015).
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As investigagdes sobre a modificacdo de platina, grafite e ouro por polimeros
derivados de 4-aminofenol foram reportadas na literatura (CHANDRASHEKAR et al., 2011).
A eletropolimerizagdo do 4-aminofenol e sua eficiéncia na imobilizagdo de bases
nitrogenadas, oligonucletideos e fragmentos de DNA foi amplamente investigada por este
grupo, em eletrodos de grafite (FRANCO et al., 2008), (BRITO-MADURRO et al., 2007),
(AFONSO et al.,, 2010), (CASTRO et al., 2014) e ouro (FERREIRA et al., 2008),
(CAETANO et al., 2014). Os resultados indicam que poli(aminofendis) sdo uma plataforma
eficiente para melhorar a resposta eletroquimica e facilitar a imobilizacdo de biomoléculas.
Sua aplica¢do em eletroanalitica é promisora, sendo importante enfatizar o desenvolvimento

de plataformas para diagnostico molecular.

1.5 Genossensores Aplicados ao Diagnostico de Doencas Infecciosas e

Inflamatdrias

Um teste de diagnostico ¢ um método para a identificagdo de uma doenga ou condicao
de um paciente. A importincia dos testes de diagndstico simples, precisos, acessiveis e
rapidos ¢ justificada pelo seu impacto no manejo clinico, pois afeta a eficacia da terapia, evita
complicagdes a longo prazo e a transmissdo dos patogenos. Os testes de diagndstico para
doengas infecciosas e inflamatorias devem apresentar caracteristicas como sensibilidade,
especificidade e reprodutibilidade (BANOO et al., 2006). Atualmente, diferentes tipos de
biossensores vém sendo desenvolvidos e aplicados com sucesso para o diagnéstico de
patologias cardiovasculares, neurodegenerativas, infecciosas, autoimunes e cancer
(RODOVALHO et al., 2015). Um grande nlimero de trabalhos envolvendo o diagnostico de
doencas infecciosas por meio de genossensores estd disponivel na literatura e a seguir serdo

abordadas algumas destas plataformas e suas principais caracteristicas.

Castro e colaboradores (2014) desenvolveram um biossensor eletroquimico para
diagnostico de hepatite C em soro utilizando uma sequéncia especifica de DNA para o virus
imobilizada sobre eletrodos de grafite modificados com poli(4-aminofenol), utilizando o
brometo de etidio como indicador e técnica voltamétrica, obtendo limites de deteccao de 2,61
nmol L!. Niu e colaboradores reportaram um genossensor para diagndstico de HIV
imobilizando um fragmento de ssDNA do virus sobre um eletrodo de carbono vitreo
quimicamente modificado. A hibridizagdo foi monitorada utilizando como indicadores
complexos de cobalto, sendo obtidos limites de detec¢io de 27 pmol L. Ittarat e

colaboradores (2013) apresentaram um genossensor para o diagnostico molecular diferencial
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da maléria em soro utilizando uma microbalanca de quartzo e uma sonda especifica marcada.
A plataforma mostrou grande precisdo, especificidade, sensibilidade, estabilidade e baixo
custo. Liu e colaboradores (2014) desenvolveram um genossensor eletroquimico para
diagnostico de tuberculose provocada pela Mycobacterium tuberculosis, um dos patogenos
mais associados a doenga, utilizando uma sequéncia especifica do seu genoma em plataforma
contendo nanocompdsito, polianilina/6xido de grafeno reduzido/ nanoparticulas de ouro. A

resposta do sensor foi linear na faixa de 10> mol L'a 10° mol L.

1.6 Técnicas Eletroanaliticas e Instrumentacio

Os métodos eletroanaliticos fazem uso de propriedades elétricas mensuraveis, como
corrente elétrica, diferencas de potencial e acumulo interfacial de cargas, que ocorrem na
superficie do eletrodo durante um processo fisico e/ou quimico para obter informagdes
analiticas. Tais fendmenos podem ocorrer espontaneamente ou quando se aplicam

perturbagdes controladas ao sistema (PACHECO et al., 2013).

As células eletroquimicas (Figura 14A e 14B) sdo os acessorios mais utilizados para
realizar analises eletroquimicas. Em métodos voltamétricos, sdo usualmente adotados
sistemas contendo trés eletrodos, nomeadamente o eletrodo de trabalho, de referéncia e
eletrodo auxiliar. A transferéncia eletronica ocorre na superficie do eletrodo de trabalho,
geralmente um eletrodo s6lido imerso em solugdo contendo um eletrolito e o analito de
interesse. O eletrdlito tem funcao de assegurar a condutividade elétrica do meio e garantir
forca i6nica adequada e constante. Em potenciais especificos, deve ocorrer a transferéncia de
elétrons entre a superficie do eletrodo e o analito. A corrente originada deve fluir para o
eletrodo auxiliar e sdo usualmente adotados materiais inertes e com elevada area superficial,
como a platina. O eletrodo de referéncia deve apresentar potencial constante e conhecido e €
utilizado para monitorar o potencial do eletrodo de trabalho, sendo adotados eletrodos de

calomelano saturados ou eletrodos de prata com cloreto de prata (PACHECO et al., 2004).



37

Figura 14: Instrumentacdo em eletroanalitica: Célula eletroquimica de trés compartimentos (A) e de
compartimento tnico (B); Potenciostato CH Instruments (C).
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Fonte: Obtidos em Kochi (2015).

O potenciostato (Figura 14C) aplica o potencial e faz as medidas da corrente, além de
isolar o eletrodo de referéncia eletricamente, impedindo a passagem de corrente entre ele e o
eletrodo de trabalho, enquanto favorece a passagem de corrente entre este e o eletrodo
auxiliar. A medida que o potencial se torna negativo, o eletrodo se torna fonte de elétrons
favorecendo a redugdo das espécies na interface eletrodo-solucdo, enquanto potenciais
positivos favorecem a oxidagdo de espécies na superficie (PACHECO et al., 2004; LI; MIAO,
2013).

Um analito pode ser caracterizado e/ou quantificado utilizando técnicas voltamétricas
somente quando apresenta resposta eletroquimica nos potenciais aplicados. No caso de
reagdes quimicas, a transferéncia de elétrons deve ser favoravel termodinamicamente ou
cineticamente, originando um fluxo de elétrons. A corrente observada pode ser faradaica ou
capacitiva. Na primeira os elétrons sdo transferidos através da superficie proporcionalmente a
oxidacdo/reducdo de uma espécie em solugdo. Enquanto a corrente capacitiva trata-se de uma
corrente gerada devido a presenca de um aciimulo de elétrons e ions na superficie do eletrodo.
Os instrumentos utilizados em eletroanalitica buscam diminuir a contribui¢do da corrente
capacitiva na corrente total medida. Correntes faradaicas nao-especificas do analito podem ser
minimizadas pelo uso de eletrodos polarizados. A polarizagdo de um eletrodo impede a
transferéncia de carga na interface eletrodo-solugdo durante um intervalo de potencial, ou
seja, seu potencial pode variar amplamente sem afetar a corrente (PACHECO, 2004;
PACHECO et al., 2013). A forma pela qual o potencial ¢ aplicado e a corrente ¢ adquirida

caracteriza a técnica voltameétrica.
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1.6.1 Voltametria Ciclica

A voltametria ciclica (CV) ¢ uma das técnicas mais usadas em analises eletroquimicas.
Pode fornecer informacdes qualitativas e quantitativas, incluindo informacdes da cinética de
transferéncia eletronica das reagdes, processos termodinamicos e reagdes quimicas acopladas
a processos adsortivos (LI; MIAO, 2013; PACHECO et al., 2013). Na técnica, registra-se a
resposta da corrente de um eletrodo em solugdo sem agitagdo quando este ¢ submetido por
uma onda triangular de potencial. O potencial varia linearmente até um valor estipulado e em
seguida ocorre a inversao no sentido de varredura (Figura 15A) (RODRIGUES, 2014). A
corrente originada pode ser proporcional a concentracdo do analito, demonstrando que a
técnica pode ser utilizada como um método analitico quantitativo (Figura 15B).

Figura 15: Sinal de excitacdo em voltametria ciclica (A) e voltamogramas ciclicos de uma solugdo
K4Fe(CN)s/K3Fe(CN)g e diferentes concentragoes de H,O, em eletrodos de ouro (B).
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Fonte: Obtidos em Rodrigues (2014) e Li e Miao (2013), respectivamente.
1.6.2 Voltametria de Pulso Diferencial

A voltametria de pulso diferencial (VPD) ¢ uma técnica derivada da voltametria de
varredura linear e ¢ extremamente util para a deteccdo de analitos organicos e inorganicos.
Em VPD, sdo aplicados pulsos de amplitude fixos sobrepostos a uma rampa de potencial
crescente (Figura 16) sobre o eletrodo de trabalho. O nome da técnica ¢ devido ao processo
de diferenca entre duas correntes; uma ¢ medida antes da aplicacdo do pulso I (1) e a outra ao
final do pulso I (2). A primeira corrente ¢ instrumentalmente subtraida da segunda, e a
diferencga das correntes ¢ plotada em func¢do do potencial aplicado. O objetivo de se fazer duas
medidas de corrente ¢ realizar a correcdo da corrente capacitiva. O voltamograma obtido
apresenta picos de corrente em forma de gaussiana, cuja area e corrente de pico sdo

proporcionais a concentragdo do analito correspondente. O potencial do pico varia de acordo
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com diferentes analitos e também pode ser utilizado para distinguir as espécies em solugdo

(LI; MIAO, 2013; PACHECO et al., 2013).

Figura 16: (a) Representacdo esquematica da aplicacdo do potencial em funcdo do tempo e (b)
voltamograma obtido em VPD. E: potencial elétrico; i: corrente elétrica; AEp: variacdo de potencial de
pulso; AEs: variacdo de potencial de amostragem; tp: periodo de pulso; Aip: variagdo de corrente de
pico.

b

Fonte: Obtidos em Rodovalho (2016).

1.6.3 Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica

A espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE) é uma técnica que pode fornecer
informacdes importantes relacionadas as caracteristicas eletroquimicas de um sistema. Entre
elas estdo a capacitancia da dupla camada (Car), resisténcia a transferéncia de carga (Rct),
resisténcia de solucdo (Rs) e a impedancia de difusdo (Zw). A EIE tem sido amplamente
utilizada no estudo de mecanismos de eletrodeposicao, eletrodissolucdo, estudos de interface

de semi-condutores, filmes poliméricos e biossensores (RODRIGUES, 2014).

A EIE ¢ uma técnica que descreve a resposta de uma interface eletroquimica, como
funcao da frequéncia de uma perturbacgdo sinusoidal de pequena amplitude. A EIE tem como
base a aplicagio de um potencial ou corrente alternada, sendo uma delas a varidvel
controlada, medindo-se a intensidade e diferenca de fase da outra variavel. Entre as formas
comuns de representacdo estdo, os diagramas de Nyquist e Bode. No primeiro, os dados
relativos a diversas frequéncias sdo representados em um plano complexo de impedancia. No
segundo sdo representados os valores absolutos de impedancia e deslocamento de fase em

funcado da frequéncia (FERREIRA, 2015; RODOVALHO, 2016).

Os dados obtidos por esta técnica sdo analisados mediante um modelo tedrico de
circuito elétrico. A Figura 17 ilustra a representag¢do dos dados impedimétricos pelo diagrama

de Nyquist e um modelo de circuito equivalente.
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Figura 17: Ilustragdo da técnica de espectroscopia de impedancia eletroquimica. Diagrama de Nyquist
(a) e circuito equivalente (b). Z’’: componente imagindrio da impedancia Z’: componente real da
impedancia. Rs: resisténcia da solugdo; Rer: resisténcia a transferéncia de carga; W: impedancia de
Warburg; Cpr: capacitancia da dupla camada.
i altas baixas
frequéncias frequéncias C

DL

W— W
Rer

21
Fonte: Obtido em Rodovalho, 2016.

O espectro de impedancia apresenta um semicirculo na regido de altas frequéncias, que
corresponde ao processo limitante de transferéncia eletronica e uma reta linear na regido de
baixas frequéncias, proveniente da etapa limitante de difusdo do processo eletroquimico. O
diametro do semicirculo exibe a magnitude da resisténcia a transferéncia de carga (Rct), sua
caracteristica pode ser utilizada para descrever as propriedades de interface do eletrodo, seu

valor crescente caracteriza sucessivas modificagdes na superficie (RODRIGUES, 2014).

Neste trabalho, técnicas eletroquimicas e andlise morfoldgica da superficie foram
utilizadas para a deteccdo de DNA gendmico especifico para S. pneumoniae visando a
obtengcdo de um genossensor que apresente elevada estabilidade em funcdo do tempo, de

resposta rapida, precisa e exata.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Desenvolver um genossensor eletroquimico para o diagnostico de meningite
pneumocoécica em soro humano enriquecido com DNA da S. pneumoniae utilizando
oligonucleotideos especificos e DNA genomico total da S. prneumoniae sobre a superficie de

eletrodos de grafite modificados com poli (4-aminofenol).

2.2 Objetivos especificos

e Funcionalizar a superficie dos eletrodos de grafite com polimeros derivados do
mondmero 4-aminofenol e avaliar sua resposta eletroquimica utilizando voltametria
ciclica e voltametria de pulso diferencial;

e Imobilizar oligonucleotideos especificos para o S. pneumoniae em eletrodos
modificados com poli (4-aminofenol);

e Realizar deteccdes, direta e indireta, do alvo complementar e do DNA genomico da S.
pneumoniae sobre a superficie dos eletrodos modificados, monitorando picos de
oxidagdo da guanina, adenina e do intercalador brometo de etideo;

e Avaliar especificidade e seletividade utilizando uma sequéncia ndo complementar de
oligonucleotideos e DNA gendmico da Escherichia coli em soro humano;

e Validar os parametros analiticos do genossensor, quanto a sensibilidade, limites de
deteccao e quantificagao;

e (aracterizar a morfologia do genossensor por Microscopia Eletronica de Varredura
(SEM) e Microscopia de For¢a Atomica (AFM);

e Avaliar a estabilidade do genossensor.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Reagentes e solucoes

Todos os reagentes utilizados apresentam grau analitico. Para o preparo das solucgdes

foi utilizada agua deionizada ultrapura em sistema Millipore Milli-Q com resistividade de

18,2 MQ.cm. As solucdes foram preparadas imediatamente antes de cada procedimento e

deaeradas com N ultrapuro, por 40 minutos. Os experimentos foram realizados a temperatura

ambiente (25 °C) no Laboratério de Filmes Poliméricos e Laboratorio de Biossensores na

Universidade Federal de Uberlandia.

3.1.1 Preparo de solucoes

Solugio de acido perclérico (HCIO4, 0,5 mol L-1): Em um baldo volumétrico de 1 L
adicionaram-se 42,95 mL de HClO4 concentrado (Merck, 98%) e completou-se com

agua deionizada.

Solucdo de ferro/ferricianeto de potassio (KsFe(CN)s / KsFe(CN)6.3H20, 5,0
mmol L) em cloreto de potassio (KCl, 0,10 mol L-"): Foram adicionados 0,1640 g
de KsFe(CN)s (Reagen, 99%), 0,2110 g de K4Fe(CN)s.3H20 (Vetec, 99%) e 0,7490 g
de KCI (Vetec, 99%) a um baldo volumétrico de 100 mL, em seguida completou-se

com 4gua deionizada.

Solucio monomérica de 4-aminofenol (4-AF, 2,5 mmol L): Foram adicionados
0,014 g do mondémero 4-AF (Acros Organics, 97,4%) em um baldo volumétrico de

50,0 mL e completou-se com solugdo HCI04 0,5 mol L.

Solugio tampio fosfato (PB, 0,1 mol L'; pH 7,3): Em um baldo volumétrico de
500mL foram adicionados 4,33 g de Na,HPO4 (Vetec, 99%) e 2,33 g NaH,PO4 (Vetec,
99%), em seguida completou-se com agua deionizada e autoclavada. O pH foi

corrigido com o auxilio do pHmetro e uma solugdo NaOH 0,1 mol L.
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Solucdo hidroxido de sédio (NaOH, 0,1 mol L-'; pH 13,0): Utilizando um balio
volumétrico de 100 mL, adicionou-se 0,4000 g de NaOH (Vetec, 99%) e completou-se

com agua deionizada.

Tampio citrato de sodio salino (SSC, 0,1 mol L!): o tampao SSC foi preparado em
um baldo volumétrico de 50 mL, foram adicionados 0,4410 g de SSC (Synth, 99%) e
0,08760 g de NaCl (Biotec, 99%) e completou-se com agua deionizada e autoclavada.

O pH foi corrigido com o auxilio do pHmetro e uma solugdo NaOH 0,1 mol L.

Solucdo brometo de etidio (BE, 0,5 mmol L-!): Foram adicionados a um baldo
volumétrico de 10mL, 0,0022 g de C21H20BrN3 (Vetec, 97%), em seguida completou-

se com agua deionizada e autoclavada.

Solucio de albumina de soro bovino (BSA, 0,5 %): Foram adicionados 0,05 g de

BSA aum baldo de 10 mL e completou-se com tampao fosfato.

Solu¢io de oligonucleotideo sonda (Strepl, 39 mer, 60 umol L'): A solucgdo
utilizada como sonda (Strepl: 5’- GGC TCA CCA AGG CGA CGA TAC ATA GCC
GAC CTG AGA GGG -3°) foi produzida pelo laboratério de biologia molecular
Invitrogen Life Technologies (Sdo Paulo, Brasil) e fornecidos liofilizados. Foi

adicionado tampao SSC até completar a concentragdo desejada.

Solugio de oligonucleotideo alvo (Strep2, 39 mer, 180 pmol L7): A solugdo
utilizada como alvo complementar (Strep2: 3°- CCG AGT GGT TCC GCT GCT ATG
TAT CGG CTG GAC TCT CCC - 5°) foi produzida pelo laboratério de biologia
molecular Invitrogen Life Technologies (Sdo Paulo, Brasil) e fornecidos liofilizados.

Foi adicionado tampdo SSC até obter a concentragdo desejada.

Solu¢io DNA gendmico de S. pneumoniae (200 ng mL): A solugio de DNA
genomico da S. pneumoniae foi fornecida pela fundagdo Oswaldo Cruz de Belo

Horizonte. Adicionou-se tampao SSC até obter a concentracao desejada.

Solu¢io DNA gendmico de E. coli (200 ng mL): A solugdo de DNA gendmico de
E. coli foi fornecida pelo Instituto Rene Rachou de Belo Horizonte. Adicionou-se

tampao SSC até obter a concentragdo desejada.
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e Soluc¢ao de soro humano: o soro humano foi fornecido pelo Hospital das Clinicas de
Uberlandia. O soro humano adotado nos experimentos foi previamente diluido em

tampao fosfato (1:100).

e Solucao controle positivo: A solucdo controle positivo foi preparada na proporcao
1:1, utilizando 7,5 pL da solu¢do de DNA gendmico da S. preumoniae
150 ng mL! em tampdo SSC e 7,5 uL de soro humano, totalizando 15 pL para cada

eletrodo.

¢ Solucio controle negativo: A solucdo controle negativo foi preparada na propor¢ao
1:1, utilizando 7,5 pL da solugdo de DNA gendmico da E. coli (150 ng mL') em

tampao SSC e 7,5 pL de soro humano, totalizando 15 pL para cada eletrodo.

3.2 Materiais e equipamentos

O eletrodo de trabalho foi produzido pelo corte de barras de grafite obtidos pela Alfa
Aesar (99,9995%) com diametros de 6 mm. Um fio de prata/cloreto de prata em solugdo
saturada de KC1 (3,0 mol L) foi utilizado como eletrodo de referéncia e uma placa de platina
com 4rea geométrica de 2 cm? foi adotada como eletrodo auxiliar. Uma célula eletroquimica
convencional de trés compartimentos foi adotada durante a eletropolimerizagdo,
caracterizacdo eletroquimica e espectroscopia de impedancia eletroquimica, enquanto que as
voltametrias de pulso diferencial (VPD) foram realizadas em célula de um compartimento.
Para a aplicagdo das técnicas eletroquimicas utilizou-se um potenciostato da CH Instruments,
modelo 420A, com a excecdo dos experimentos de espectroscopia de impedancia
eletroquimica, em que foi utilizado um potenciostato da Metrohm Autolab modelo

PGSTAT302.

A quantificacdo dos oligonucleotideos e DNA gendmico foi realizada por

espectrofotometria no UV-Vis, utilizando o espectrofotdmetro Biodrop pLite ®.

3.3 Procedimento Experimental
3.3.1 Construcio e pré-tratamento dos eletrodos de grafite

O disco de grafite (Figura 18a) foi colado sobre uma base metélica revestida com
Teflon (Figura 18b), utilizando cola de prata. O eletrodo foi reservado por 24 horas para a

secagem da cola de prata (Figura 18c), em seguida os espacgos vazios foram preenchidos com
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cola epdxi (Araudite). Apds 24 horas, os eletrodos foram polidos em lixas d’agua de
espessura grossa para fina, e em seguida ultra-sonicados. Posteriormente, os eletrodos foram
polidos em suspensdo aquosa de alumina 0,3 pm (Micropolish A, Buehler), ultra-sonicados,

lavados com 4gua deionizada e secos com gés Ny ultrapuro (Figura 18d).

Figura 18: Preparacdo dos eletrodos de grafite.

Fonte: Autor.
3.3.2 Sele¢ao dos eletrodos de grafite

Para selecionar os eletrodos utilizados na constru¢do da plataforma de detec¢do, os
eletrodos foram caracterizados eletroquimicamente por voltametria ciclica em solugdo de
HCl1O4 (0,5 mol L) variando o potencial de 0,00 V a +1,00 V. Velocidade de varredura
50 mV s, Eletrodos com perfis eletroquimicos apropriados foram encaminhados para etapas

posteriores.

Para verificar o perfil eletroquimico dos eletrodos produzidos, utilizou-se a
voltametria ciclica em solugdo K3Fe(CN)s / K4Fe(CN)s, 5,0 mmol L' e KC1 0,1 mol L™, um

sistema redox bem conhecido.
3.3.3 Eletropolimeriza¢io do poli-4-aminofenol

A eletropolimerizagdo do poli-4-aminofenol foi realizada seguindo a metodologia de
Vieira e colaboradores (2006). A solugio monomérica de 4-AF (2,5 mmol L) foi deaerada
por 40 minutos, em seguida foi submetida a uma voltametria ciclica em célula de trés
compartimentos, sendo aplicados 50 ciclos, numa faixa de potencial de +0,0 V a +1,0 V,
velocidade de varredura 50 mV s!' e HCIO4 (0,5 mol L) como eletrélito de suporte. Apos
polimerizagdo procedeu-se com a remog¢do do monodémero residual utilizando voltametria
ciclica em solugio de HCIO4 (0,5 mol L), 12 ciclos de potencial na mesma faixa de potencial

da polimerizacdo. Os eletrodos foram em seguida secos com gas N ultrapuro e reservados.
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3.3.4 Caracterizacio eletroquimica da plataforma

Para avaliar o comportamento eletroquimico e a reprodutibilidade da plataforma, os
eletrodos foram submetidos a uma voltametria ciclica em solugdo de HCIO4 (0,5 mol L)
variando o potencial de +0,00V a +1,00V, velocidade de varredura 50 mV s'. Apenas

eletrodos com resposta eletroquimica apropriada foram encaminhados para etapas posteriores.

O desempenho dos eletrodos modificados em comparagao aos eletrodos de grafite sem
modificagdo foi avaliado pela voltametria ciclica em solucdo KiFe(CN)s / K4Fe(CN)g,

5,0 mmol L e KC1 0,1 mol L', faixa de potencial -0,1 a +0,5 V, 50 mV sl
3.3.5 Preparacao do genossensor

Os eletrodos de grafite modificados com poli(4-AF) foram colocados em contato com
uma solugdo tampao fosfato e em seguida procedeu-se com a leitura de linha base utilizando
VPD em célula de um compartimento, na faixa de +0,4 a +1,4 V utilizando o tampao fosfato
como eletrdlito. Posteriormente, os eletrodos modificados foram secos em N ultrapuro e

reservados.

A imobilizacdo da sonda Strepl foi realizada por adsorcdo fisica, sendo gotejados 15
pL de solucdo Strepl (60 pmol L) sobre os eletrodos, que em seguida foram mantidos em
um dessecador a 37 °C durante diferentes periodos de tempo: 10, 20, 25, 30 e 35 minutos. Os
eletrodos foram posteriormente lavados em tampao fosfato, sob agitacdo, durante 6 segundos
e submetidos a uma VPD nas mesmas condi¢des da linha base. Para avaliar a eficiéncia da
plataforma na imobilizagdo de oligonucleotideos € o melhor tempo, foram monitorados os
picos de oxidagdo das bases nitrogenadas guanina e adenina. As concentragdes de sonda e

alvo foram adotadas de acordo com Castro e colaboradores (2014).

Apo6s obtengdo do tempo 6timo de imobilizagado, os eletrodos com a sonda imobilizada
foram lavados e procedeu-se com o bloqueio da superficie pela imersao dos eletrodos em uma
solugdo de BSA 0,5% durante 1 hora a 37 °C. Em seguida, os eletrodos foram lavados sob
agitacdo, usando tampao fosfato, durante 6 segundos, secos com N> ultrapuros e reservados.

As etapas de preparagao do genossensor podem ser observadas na Figura 19.
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Figura 19: Etapas de preparagdo do genossensor.
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Fonte: Autor.
3.3.6 Deteccio eletroquimica do alvo complementar

A detecgdo da hibridizacdo do DNA foi realizada de forma direta, pelo monitoramento
dos picos de oxidagdo das bases nitrogenadas adenina e guanina, antes e apos processo de
hibridizagao, e indireta, utilizando o intercalador BE e monitorando seu pico de oxidacao. A
temperatura de anelamento entre Strep1:Strep2 foi definida usando o programa gene runner®
versdo 3.01. A ndo ser que especificado de outra forma, as detecgdes realizadas no trabalho

foram feitas em triplicata.

Para a deteccao direta (Figura 20) foram gotejados sobre a superficie do genossensor
15 uL de solucdo contendo o alvo complementar (Strep2, 180 pmol L), que em seguida foi
colocado em estufa a 55°C durante 20 minutos. Posteriormente, o eletrodo foi lavado em
tampao fosfato, sob agitagdo, por 6 segundos e imediatamente secos com N> ultrapuro. A

deteccao foi conduzida por VPD em tampao fosfato, em faixa de potencial +0,4 Va+1,4 V.



Figura 20: Esquema de deteccao direta.
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Fonte: Autor.
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Na deteccdo indireta (Figura 21), os eletrodos, apds incubacdo com alvo

complementar a 55°C durante 20 minutos, foram lavados e secos em N» e posteriormente,

foram gotejados 15 pL de uma solugdo de BE (5 pmol L) sobre sua superficie. Apds 6

minutos, os eletrodos foram lavados sob agitacdo em tampao fosfato durante 6 segundos e a

detec¢do conduzida por VPD em tampao fosfato, em faixa de potencial +0,3 V.a+1,0 V.

Figura 21: Esquema de deteccdo indireta.
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Fonte: Autor.
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3.3.7 Influéncia do tempo de hibridizacio do DNA

Foi verificado o efeito do tempo de incubacdo na resposta do sinal eletroquimico.
Adotou-se a metodologia descrita no item 3.3.6, no entanto variou-se o tempo de incubagdo

com o alvo complementar em 10, 15, 20 e 25 minutos.
3.3.8 Deteccio do DNA genomico

A deteccdo do DNA gendmico foi realizada de forma direta e indireta. A solugdo
contendo a sequéncia gendmica da S. pneumoniae (200 ng mL™") foi previamente desnaturada

em uma temperatura de 99 °C durante 5 minutos.

Na deteccao direta, foram gotejados 15 pL da solugdo na superficie do genossensor,
que foi encaminhado posteriormente para a estufa a 55 °C durante 20 minutos. Em seguida, os
eletrodos foram lavados em tampao fosfato sob agitagdo constante durante 6 segundos e
imediatamente secos com N> ultrapuro. A deteccdo direta foi conduzida por VPD em tampao

fosfato numa faixa de potencial de +0,4 Va+1,4 V.

Na detecdo indireta, apos incubagdo dos eletrodos com o material gendmico da S.
pneumoniae na estufa a 55 °C durante 20 minutos e posterior lavagem, foram gotejados 15 pL
de uma solucio de BE (5 umol L) sobre sua superficie. Apds 6 minutos, os eletrodos foram
lavados sob agitagdo em tampao fosfato durante 6 segundos, e a deteccdo conduzida por VPD

em tampao fosfato, em faixa de potencial de +0,3 Va+1,0 V.
3.3.9 Espectroscopia de Impedéincia Eletroquimica

Os espectros de impedancia eletroquimica foram obtidos em experimentos realizados
em célula de trés compartimentos. Utilizou-se a voltametria ciclica em solucdo K3Fe(CN)g /
K4Fe(CN)6.3H,0, 5,0 mmol L' e KC1 0,1 mol L. Os eletrodos foram preparados de acordo
com as se¢Oes anteriormente descritas, com excecdo da etapa de imobilizagdo de BE. A regido
de frequéncia adotada foi de 100 kHz a 10 mHz, amplitude de 10 mV e potencial aplicado de
+0,23 V.

3.3.10 Valida¢ao dos parametros analiticos do biossensor

Foi avaliada a resposta do genossensor mediante variagdo na concentracao da solucao

contendo DNA gendmico da S. pneumoniae em tampao SSC (0,5 mol L") por meio de duas
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técnicas eletroquimicas, a voltametria de pulso diferencial (VPD) e a espetroscopia de

impedancia eletroquimica (EIE).

A VPD foi realizada em tampao fosfato, adotou-se a metodologia de deteccao indireta,
monitorando o pico de oxidacdo do BE. As concentracdes da solucdo de DNA genomico

adotadas foram de 200, 150, 100, 50 ng mL™!, respectivamente.

A EIE foi realizada em solugio K3Fe(CN)s / K4Fe(CN)6.3H20, 5,0 mmol L' e KC1 0,1
mol L' segundo a metodologia descrita em 3.6.9. As concentra¢des da solucio de DNA

gendmico adotadas foram de 500, 350, 250, 125 e 100 ng mL"! respectivamente.

Para o calculo da sensibilidade considerou o coeficiente angular da reta (m). Os limites

de deteccao (LD) e quantificagao (LQ) foram calculados segundo as equagdes 1 e 2.

3DPa
LD = Equacao 1
m
10DP«x
LQ = - Equagao 2

Nas equacgdes, o DPa ¢ o desvio-padrao do branco e m ¢ o coeficiente angular da reta

correspondente a curva de calibragdo (JUSTINO et al., 2010).
3.3.11 Estudo de especificidade e seletividade da plataforma

Para avaliar a especificidade e seletividade da plataforma na deteccdo do alvo foi
avaliada a resposta do genossensor mediante as solugdes controle negativo e positivo. O
controle positivo foi preparado utilizando soro humano enriquecido com o DNA gendmico da
S. pneumoniae (150 ng mL"). Para o controle negativo utilizou-se soro humano enriquecido
com DNA gendmico da bactéria E. coli (150 ng mL™'). Foram gotejados 15 uL de cada
solugdo previamente desnaturada a 99 °C sobre o a superficie do genossensor, em seguida

adotou-se o protocolo descrito na detec¢ao indireta, monitorando o pico de oxidagdao do BE.
3.3.12 Analise da morfologia e topografia da superficie

Para avaliar a morfologia da superficie do eletrodo de grafite antes e apds modificacdo
com o filme polimérico, procedeu-se com a técnica de microscopia eletronica de varredura

(MEV). O ensaio de MEV foi realizado em um microscopio Zeiss, modelo EVO MA10. Os
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eletrodos foram metalizados em prata no aparelho de metalizagdo a vacuo Leica, modelo EM

SDC050.

Para avaliar a topografia da superficie do genossensor apds cada etapa de modificacao,
procedeu-se com a técnica de microscopia de forca atdmica (AFM). Para o ensaio de AFM
utilizou-se um microscopio da Shimadzu, modelo SPM-9600 e ponteiras de silicio com
constante de mola na faixa de 0,15 a 0,57 N m™' e frequéncia de ressonancia entre 24 e 73

kHz. As leituras foram realizadas no modo de contato.
3.3.13 Teste de Estabilidade

Para avaliar a estabilidade do biossensor, adotou-se a metodologia de Balvedi e
colaboradores (2014). Os EG/poli(4-AF) contendo a sonda Strepl foram estocados a 4 °C,
protegidos da luz solar e do oxigénio durante 60 dias. Foi avaliada a resposta eletroquimica do
genossensor apds interacdo com o DNA gendmico da S. pneumoniae (150 ng mL™'). Seguindo
a primeira leitura, foram feitas novas leituras apos 5, 10, 20, 30, 40, 50 e 60 dias. Procedeu-se
com a deteccdo indireta em tampdo fosfato descrita em 3.3.8. Os experimentos foram

conduzidos em duplicata.



Corrente (uA)

52

4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Selecao dos eletrodos de grafite

E importante otimizar as condi¢des experimentais para se obter resultados
reprodutiveis e confidveis. Os eletrodos de grafite utilizados neste experimento foram
selecionados mediante resposta eletroquimica em uma solugdo de HCIO4 0,5 mol L (Figura
22a).

Figura 22: Voltamogramas ciclicos com o eletrodo de grafite: (a) Eletrolito: HC1O4 (0,5 mol L); (b)
Eletrolito: KsFe(CN)g / KsFe(CN)6.3H20 (5 mmol L) em KC1 (0,1 mol L); 0,05 V s\,
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Fonte: Autor.

Eletrodos com valores de corrente de pico proximos de 25 pA na faixa de +0,00 a
+1,00 V foram selecionados para as etapas posteriores. As medidas realizadas com o par
redox Fe(I)/Fe(Ill) (Figura 22b) sdo utilizadas para verificar a resposta eletroquimica do EG
confeccionado. A diferenca de potencial entre os picos anddicos e catddicos (Epa - Epc)
inferior a 100 mV e relagdo das correntes de pico (Ipa/Iyc) proximo a 1 sdo requisitos basicos
para garantir um bom desempenho do eletrodo em experimentos eletroquimicos (FERREIRA,

2009).

A Figura 22b ilustra o comportamento eletroquimico tipico do par redox
ferrocianeto/ferricianeto de potdssio sobre eletrodos de grafite. Observa-se o AE de 60 mV e

uma relacao I,a/Ipc de cerca de 1,04, satisfazendo as condi¢des do processo reversivel.
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4.2 Funcionalizacio do eletrodo de grafite com poli-(4AF)

Apo6s selecdo dos eletrodos adequados, a eletropolimerizagdo do 4-aminofenol foi

conduzida a voltametria ciclica na superficie do EG em meio acido (Figura 23).

Figura 23: Voltamograma ciclico obtido pela polimerizagdo eletroquimica do 4-AF
(2,5 mmol L), 50 ciclos. Eletrélito: HC1040,1 mol L'; 0,05 V sl
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Fonte: Autor.

Durante os sucessivos ciclos de potencial, um crescimento gradual na corrente em
valores proximo a +0,5 V apds o primeiro ciclo foi observado. De acordo com a literatura,
trata-se do pico de oxidagdo referente a formacdo do polimero (VIEIRA ef al., 2006;

COELHO et al., 2012).

Os picos de oxidagdo (+0,49 V) e reducdo (+0,46 V) do polimero apresentam um
aumento sucessivo nos valores de corrente, quando comparadas ao eletrodo descoberto,
confirmando a cobertura da superficie do eletrodo de grafite por um filme polimérico
eletroativo. As setas da direita indicam a diminuicao dos picos de corrente anddica (+0,58 V)

e catddica (+0,56 V), as quais se referem ao consumo do mondmero.

A Figura 24a mostra a regido de atividade eletroquimica do eletrodo modificado com
poli(4-AF) em comparagdo ao eletrodo de grafite sem modificacdo em solug¢do de HCIO4 (0,5
mol L) e o perfil eletroquimico dos eletrodos de grafite modificados com poli(4-AF) em

tampao fosfato (0,1 mol L!) (Figura 24b).
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Figura 24: (a) Voltamogramas ciclicos do eletrodo de grafite antes (A) e ap6s (B) a sua modificagao
com poli(4-AF). Eletrolito: HC1O4 (0,1 mol L); 0,05 V s™!; (b) Voltamograma de pulso diferencial
da plataforma EG/poli (4-AF). Eletrdlito: tampdo fosfato (0,10 mol L), pH 7,4. Modulagio de
amplitude: 25 mV. Intervalo de pulso: 0,2 s; 20 mV s!.
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Fonte: Autor.

Como observado na Figura 24a, a formagao do poli(4-AF) resultou em um aumento
na resposta eletroquimica em comparagdo ao eletrodo de grafite, os picos observados no
voltamograma em +0,49 V e +0,48 V sdo relacionados ao material polimérico depositado
sobre a superficie do EG, indicando a modificacdo do eletrodo de grafite. Os pequenos picos
observados em +0,56 V e +0,57 V sdo referentes a monomeros residuais, provavelmente

devido a existéncia de cavidades no polimero que permitem a incorporacdo dos monomeros.

A auséncia de resposta eletroquimica na regido da oxidagdo do brometo de etidio (em
torno de +0,6 a +0,7 V) observada na Figura 24b indica que nesta faixa de potencial, o
material depositado no eletrodo ndo interfere na resposta do sensor, e que provavelmente nao
ha interferentes eletroativos em solugao nesta faixa. Em termos de analise clinica, a detecgao
eletroquimica em tampdo fosfato ¢ considerada a mais adequada, uma vez que a solucdo

apresenta pH fisiologico (RODRIGUES, 2014).

4.3 Caracterizacao eletroquimica e morfologica da plataforma EG/poli(4-AF)

A modificacdo dos EG com filme eletroativo derivado do 4-aminofenol promove uma
alteracdo na resposta eletroquimica dos eletrodos modificados em diferentes eletrdlitos. A
caracterizagdo eletroquimica da plataforma mediante uso da sonda anidnica

ferrocianeto/ferricianeto de potdssio pode ser observada na Figura 25.
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Figura 25: Voltamogramas ciclicos obtidos do eletrodo de grafite (A) e eletrodos modificados com
poli(4-AF) (B) usando K3Fe(CN)s / KsFe(CN)6.3H2O (5 mmol L) em KCI (0,1 mol L) como
eletrolito; 0,05 Vs,
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Fonte: Autor.

Pode se observar que o perfil eletroquimico do EG/poli(4-AF) apresentou um valor de
corrente anddica 20% superior ao EG sem modificacdo, indicando que a modificacdo melhora
a resposta eletroquimica frente a sonda anidnica. Esse aumento no valor de corrente pode ser
explicado pelo aumento da area eletroquimicamente ativa e pela caracteristica catidnica do
filme, que promove uma forga de atragdo entre a superficie do eletrodo e a sonda (BRITO-

MADURRO et al., 2007).

No entanto, pode-se observar um deslocamento do pico de oxidacdo para potenciais
mais anddicos (+0,29 V), indicando que o filme dificulta a transferéncia eletronica. A
diferenca entre os picos de potencial catddico e anddico (AE = 120 mV) também indica que o
filme desfavorece a cinética de transferéncia eletronica, porém permite um maior acimulo da

sonda anidnica sobre sua superficie.

A Figura 26 apresenta a imagem da Microscopia Eletronica de Varredura do eletrodo
de grafite sem modificagdo e do EG/poli(4-AF). Podem ser observadas diferencas
significativas na morfologia do poli(4-AF) em comparacdo ao eletrodo de grafite sem
modificacdo, indicando a formagdo do filme polimérico sobre a superficie do grafite. As
imagens indicam que o filme polimérico apresenta estrutura irregular, aleatoriamente

distribuida na superficie do eletrodo.
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Figura 26: Microscopias eletronicas de varredura de eletrodos de grafite sem modificagdo (a e b) e
modificados com poli(4-AF) (c e d).

Fonte: Autor.

4.4 Estudos de imobilizacdo de oligonucleotideos

A sequéncia especifica para a S. pneumoniae foi desenvolvida em parceria com a
Fiocruz Minas, com sede em Belo Horizonte. O Blast (Basic Local Alignment Search Tool) é
o procedimento mais comum ¢ difundido para analise de sequéncias de oligonucleotideos. O
programa identifica um ou mais trechos da sequéncia de interesse (sequéncia de entrada) que
sdo semelhantes a por¢des de sequéncias presentes no banco de dados e fornece um relatorio a

respeito dessa comparagdo. A analise da sequéncia Strepl pode ser observada no Quadro 4.
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Quadro 4: Analise da sequéncia Strep] pelo software BLAST.

BLASTn

Organismo Cobertura Ident Max Valor E Nimero de

Acesso
S. pneumoniae INV104 genome 100% 100% le®? FQ312030.1
S. pneumoniae G54, complete genome 100% 100% le CP001015.1
S. pneumoniae strain D141 genome 100% 100% le® CP016633.1
S. pneumoniae ST556, complete genome 100% 100% le CP003357.2
S. pneumoniae D39, complete genome 100% 100% le CP000410.1

Valor E (Expected Value): Permite ter uma idéia de quao significativos sdo os alinhamentos obtidos. Quanto
menor o valor, mais significativa a pontuagao.

Pode-se observar no Quadro 4 que a sequéncia Strepl apresenta uma elevada
similaridade com o DNA genomico de diferentes serotipos da bactéria S. pneumoniae. O

baixo Valor E obtido indica uma maior confiabilidade na predi¢ao.

A versatilidade das técnicas eletroquimicas propiciou nao apenas a analise estrutural
dos acidos nucléicos, como também sua determinacdo em baixos niveis de concentragdo. A
oxidagdo eletroquimica de &cidos nucléicos naturais e sintéticos tem sido amplamente
estudada em eletrodos de carbono (OLIVEIRA-BRETT et al., 2004; KUILA et al., 2011;
KIMMEL et al., 2012). A imobilizagdo da Strepl sobre a superficie do eletrodo de grafite
modificado com o poli(4-AF) e sobre eletrodos de grafite sem modificagdo ocorreu com
sucesso. As correntes de pico observadas sdo referentes ao pico de oxidagdo dos residuos das
bases guanina (+0,96 V) e adenina (+1,23 V) de acordo com a literatura (OLIVEIRA-BRETT
et al., 2004; BRITO-MADURRO et al., 2007; CASTRO et al., 2014). A Figura 27 apresenta
os voltamogramas de pulso diferencial referentes a imobilizagdo da Strepl sobre o EG/poli(4-

AF) e sobre o eletrodo de grafite sem modificagdo.
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Figura 27: (a) Voltamograma de pulso diferencial referente a imobilizagdo da Strepl
(39 mer, 63 umol L") sobre 0 EG/poli(4-AF) (a) e sobre o eletrodo de grafite (b); Eletrolito: tampao
fosfato (0,10 mol L), pH 7,4. Modulagio de amplitude: 25 mV. Intervalo de pulso: 0,2 s; 20 mV s™'.
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Fonte: Autor.

O aumento na resposta eletroquimica indica que a plataforma poli (4-AF) favoreceu a
imobilizagdo da sonda em cerca de 12% em relacdo ao pico da guanina e 6% em rela¢do ao
pico da adenina. Este aumento justifica a utilizagdo do filme polimérico, uma vez que a
combinacao de incrementos na medida da corrente resulta em um biossensor com maior
sensibilidade, resposta linear ¢ menores limites de deteccdo. Em adi¢do, o filme polimérico
pode contribuir com a estabilidade da plataforma (BALVEDI ef al, 2014). Estes resultados
estdo de acordo com os trabalhos sobre imobilizagdo de bases puricas sobre o poli(4-AF)
(BRITO-MADURRO et al., 2007). As justificativas para tal comportamento sdo: a) a matriz
cationica do poli(4-AF) gerou atragdo eletrostatica ao esqueleto anionico do oligonucleotideo;
b) os grupos funcionais hidroxila e amina derivados do filme polimérico atuaram como sitios

ativos, ligando-se covalentemente aos oligonucleotideos (CASTRO et al., 2014).

A oxidagdo eletroquimica de guanina e adenina em eletrodos de carbono compreende
duas etapas, ocorrendo a perda de quatro elétrons e quatro protons. Para ambos os casos a
primeira etapa ¢ determinante para a velocidade da reacdo (LA-SCALEA; SERRANO;
GUTZ, 1999). A Figura 28 apresenta os mecanismos de oxidagdo para guanina e adenina em

eletrodos de carbono vitreo.
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Figura 28: Mecanismos de oxidagdo da Guanina e Adenina.
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Fonte: Obtido em La-Scalea; Serrano; Gutz (1999).

A influéncia do tempo de imobilizacdo da biomolécula na platatforma EG/poli(4-AF)

pode ser vista na Figura 29.

Figura 29: Grafico da influéncia do tempo de imobilizagdo. Corrente de pico de oxidacdo da guanina
em diferentes tempos de imobilizagdo. Eletrolito: tampéo fosfato (0,10 mol L), pH 7,4. Modulagdo de
amplitude: 25 mV. Intervalo de pulso: 0,2 s; 20 mVs™
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Fonte: Autor.

Observa-se que o valor maximo de corrente referente a oxidagdo da guanina foi
atingido ap6s cerca de 30 minutos de imobilizacdo. Apds este tempo, o valor de amplitude de
sinal de corrente permaneceu constante. Intervalos de tempo pequenos para a imobilizagao
impossibilitam uma adsor¢ao efetiva, podendo ocasionar o lixiviamento da biomolécula

durante a etapa de lavagem.
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4.5 Deteccio eletroquimica
4.5.1 Deteccao direta do alvo complementar

A andlise direta da imobilizagdo da sonda e detec¢do do alvo complementar foi
realizada usando a voltametria de pulso diferencial. A Figura 30 apresenta a voltamogramas
de pulso diferencial obtidos para os eletrodos de grafite modificados com poli(4-AF) antes (a)

e depois (b) da hibridiza¢ao com o alvo complementar.

Figura 30: Voltamograma de pulso diferencial com o eletrodo de grafite modificado com poli(4-AF),
50 ciclos, contendo a sonda Strepl (39 mer, 63 umol L!): antes da hibridizagdo (a) € apos incubagio
com o alvo complementar Strep2 (39 mer, 180umol L) a 55 °C (b). Eletrolito: tampdo fosfato
(0,10 mol L"), pH 7,4. Modulagdo de amplitude: 25 mV. Intervalo de pulso: 0,2 s; 20 mVs™'.
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Fonte: Autor.

Para os EG/poli(4-AF) contendo apenas a sonda (Strepl), os voltamogramas
apresentaram o pico de oxidacdo da guanina em Ep = +0,98 V com Aip = 20,73 + 0,80 pA e
adenina em Ep = +1,26 V com Aip =13,81 + 0,98 pA. Para os eletrodos contendo o alvo
complementar Strep2, os voltamogramas apresentaram pico de oxidacdo referente a guanina
em Ep =+1,08 V e Aip = 8,02 = 0,30 pA e adenina em Ep = +1,30 V com Aip = 2,72 + 0,70
pA. Pode-se observar um decréscimo de 33,42% na resposta da corrente referente a guanina e

80,30% referente a adenina.

Os picos de oxidagdo atribuidos a guanina e adenina diminuem ap6s incubagdo com
alvo complementar durante 15 min a 55 °C, sendo observado um pequeno deslocamento no
potencial de oxidacdo da guanina e adenina para valores mais anddicos. Isto ocorre devido a

formacdo de ligacdes de hidrogénio entre as sequéncias complementares durante a
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hibridizacdo, levando a forma¢ao de uma molécula de DNA duplex, dificultando a oxidacao
das bases nitrogenadas. Além disso, a simples fita de DNA apresenta maior flexibilidade
conformacional, resultando em uma maior proximidade a superficie ¢ um grau de adsor¢ao
superior em comparacdo a sua forma duplex (Figura 31), facilitando a transferéncia
eletronica na superficie do genossensor (CASTRO et al., 2014).

Figura 31: Representacdo esquematica da adsor¢do de DNA na superficie de eletrodos de grafite (a)
ssDNA e (b) dsDNA.

Fonte: Obtido em Silva (2008).

4.5.2 Deteccio indireta do alvo complementar

A Figura 32 mostra os voltamogramas de pulso diferencial da deteccdo indireta, na

presenca e auséncia do alvo complementar, utilizando o agente intercalador BE.

Figura 32: Voltamogramas de pulso diferencial do brometo de etidio (5 pmol L) sobre a superficie
de eletrodos de grafite modificados com poli(4-AF) preparados em pH 0,5, 50 ciclos, na auséncia do
alvo (a) e apods hibridizagdo com o alvo complementar (Strep2) (b). Eletrolito: tampao fosfato (0,10
mol L), pH 7,4. Modulagdo de amplitude: 25 mV. Intervalo de pulso: 0,2 s; 20 mV s\
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Potencial (V) vs. Ag/AgClI
Fonte: Autor.
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Na Figura 32 observa-se que os EG/poli(4-AF) contendo apenas a sonda apresentaram
o pico de oxidag¢do do BE em Ep = +0,70 V com Aip = 3,25 £ 0,80 pA. Os eletrodos contendo
o alvo complementar Strep2 apresentaram pico de oxidacao referente ao BE em Ep = +0,74 V
com Aip = 6,98 £ 0,60 pA. Os resultados mostram um aumento na amplitude do sinal de
corrente na presenga do alvo complementar de cerca de 2 vezes em relacdo a simples fita,
indicando a acumulag@o do brometo de etidio sobre a superficie do eletrodo modificado. Essa
acumulagdo indica a ocorréncia do processo de hibridizacao, pois a formagao da dupla hélice
do DNA permite a intercalagdo do mediador brometo de etidio, que apresenta afinidade com a
regido hidrofobica dos pares de bases nitrogenadas do DNA (BALVEDI et al., 2014;
CASTRO et al., 2014).

4.5.3 Influéncia do tempo de incubacao

O tempo de hibridizagdo entre Strepl/sonda : Strep2/alvo sdo importantes para avaliar
o tempo de resposta do genossensor. Ainda ¢ importante destacar que intervalos de tempo
curtos podem impossibilitar uma hibridizagdo eficiente, enquanto tempos extensos podem
resultar em adsorgdes indesejadas. O tempo de hibridizagcdo foi avaliado usando a VPD e
brometo de etidio como indicador (Figura 33).
Figura 33: Resposta de corrente em funcdo do tempo de imobilizagdo monitorando o pico de

oxidagdo do BE. Eletrélito: tampdo fosfato (0,10 mol L), pH 7,4. Modulag¢do de amplitude: 25 mV.
Intervalo de pulso: 0,2 s; 20 mVs™
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Fonte: Autor.
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Observou-se um aumento na corrente do pico do BE em fun¢do do aumento do tempo
de incubacido até cerca de 20 minutos. Apds 20 minutos de incubagdo, a resposta sofreu um
pequeno decréscimo. O tempo de 20 minutos foi adotado para a condugdo dos experimentos

de reconhecimento do genossensor pelo seu alvo complementar.
4.5.4 Deteccao direta e indireta do DNA genomico

A Figura 34 apresenta os voltamogramas de pulso diferencial obtidos para os
eletrodos de grafite modificados com poli(4-AF) antes (a) e depois (b) da hibridizagao com o

material gendmico da S. pneumoniae previamente desnaturado a 99 °C.

Figura 34: Voltamograma de pulso diferencial de eletrodo de grafite modificado com poli(4-AF), 50
ciclos, contendo a sonda Strepl (39 mer, 63 umol L): antes da hibridizagdo (A) e apds incubagio
com 0 DNA gendmico da S. pneumoniae (200 ng mL™") a 55 °C (B). Eletrolito: tampdo fosfato (0,10
mol L), pH 7,4. Modulagdo de amplitude: 25 mV. Intervalo de pulso: 0,2 s; 20 mV s™'.
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Fonte: Autor.

Na Figura 34 pode-se observar a diminui¢do nos picos de oxidagdo referentes aos
residuos de adenina e guanina e um sutil deslocamento no potencial de oxidag¢do apos
hibridizagao, indicando que o fendmeno ocorreu com sucesso. Nos eletrodos contendo apenas
a sonda (Strepl), os voltamogramas apresentaram o pico de oxidagdo da guanina em Ep =
+0,96 V com Aip = 21,11 + 0,88 pA e adenina em Ep = +1,24 V com Aip =13,08 + 0,80 pA.
Nos eletrodos contendo o DNA gendmico da S. preumoniae, os voltamogramas apresentaram
pico de oxidagdo referente a guanina em Ep = +0,98 V e Aip = 16,80 = 0,70 pA e adenina em
Ep =+1,25 V com Aip = 13,43 + 0,70 pA. Pode ser observada uma diminui¢ao de 20,60% na
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resposta da corrente referente a guanina, enquanto que a corrente referente a oxidacdo dos

residuos de adenina ndo apresentou variagao significativa.

A Figura 35 apresenta o voltamograma de pulso diferencial da deteccao indireta do
DNA genomico da S. pneumoniae pelo monitoramento do pico de oxidacdo do agente

intercalador brometo de etidio.

Figura 35: Voltamogramas de pulso diferencial do brometo de etidio (5 umol L) sobre a superficie
de eletrodos de grafite modificados com poli(4-AF) preparados em pH 0,5, 50 ciclos, na auséncia do
alvo (A) e apo6s hibridizagdo com o DNA gendmico da S. pneumoniae (B). Eletrélito: tampao fosfato
(0,10 mol L), pH 7,4. Modulagdo de amplitude: 25 mV. Intervalo de pulso: 0,2 s; 20 mV s\,
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Fonte: Autor.

Nos eletrodos contendo apenas a sonda (Strepl), os voltamogramas apresentaram o
pico de oxidacdao do BE em Ep =+0,69 V com Aip = 4,42 + 0,72 uA. Nos eletrodos contendo
o DNA gendmico da S. pneumoniae, os voltamogramas apresentaram pico de oxidagdo em Ep
=+0,75 V e Aip = 14,76 + 0,90 pA. Pode ser observado um aumento na amplitude do sinal de
3,34 vezes, indicando que a acumulacao do BE ocorreu com sucesso. O deslocamento do pico
de oxidagdo do BE apo6s hibridizagdo com material gendmico ocorre devido a resisténcia a
transferéncia de carga causado pela formacdo do duplex (BALVEDI et al., 2014). Os
resultados indicam que a plataforma ¢ capaz de reconhecer o material gendmico da S.

pneumoniae de forma eficiente.
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4.6 Validacao dos parametros analiticos do genossensor

A resposta de corrente em funcdo da adicdo de diferentes concentragdes do alvo

complementar (DNA genOomico) esta indicada na Figura 36.

A Figura 36A mostra os voltamogramas de pulso diferencial do intercalador brometo
de etidio, antes e apos contato com DNA genomico da S. pneumoniae em diferentes
concentragdes. Os resultados indicam que o alvo complementar promove um aumento na
amplitude do sinal da corrente, diretamente proporcional a concentragdo do material
gendmico da S. pneumoniae. Isto ocorre devido a acumulagao do intercalador na dupla fita de
DNA. A Figura 36B mostra a relagdo entre o sinal de amplitude de corrente do brometo de
etidio em funcdo das diferentes concentracdes de material genomico, por meio de uma reta de
regressao linear, obtida a partir dos voltamogramas de pulso diferencial.

Figura 36: (A) Voltamogramas de pulso diferencial do BE apos hibridizagdo com DNA genomico da
S. pneumoniae em diferentes concentragdes (0, 50, 100, 150, 200 ng mL"). Eletrolito: tampdo fosfato

(0,10 mol L), pH 7,4. Modulagdo de amplitude: 25 mV. Intervalo de pulso: 0,2 s; 20 mVs™. (B)
Resposta linear e parimetros da regressdo linear da curva Aip vs. [DNA]/ng mL™".
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Fonte: Autor.

Pode-se observar que a plataforma apresenta bom coeficiente de correlacdo (R =
0,996). A corrente ¢ proporcional a concentracdo de DNA gendmico da S. pneumoniae na
faixa linear de 0 ng mL"' a 200 ng mL!. A sensibilidade da plataforma foi de 0,04 pA/
ng mL'. Os limites de detec¢io e quantificagdo obtidos foram de 54 ng mL™! e 180 ng mL™!,

respectivamente.

A Figura 37A mostra o espectro de impedancia em forma de Diagrama de Nyquist da

plataforma, antes e apos contato com DNA genomico da S. pneumoniae em diferentes
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concentragdes. O pardmetro escolhido para o monitoramento (Rct) representa a resisténcia a

transferéncia de carga em relagdo a area superficial mais externa da plataforma eletroquimica.

Figura 37: (A) Diagramas de Nyquist (Z’* vs. Z’) em KCI 0,1 M contendo K3Fe(CN)s / KsFe(CN)s
5 mmol L apds hibridizagdo com DNA gendmico da S. pneumoniae em diferentes concentragdes
(0, 100, 125, 250, 350 e 500 ng mL™'). Epa: + 0,23 V; Amplitde 10 mV; Intervalo de Frequéncia: 100
kHz a 10 mHz. Resposta linear e pardmetros da regressio linear da curva ARct vs. [DNA]/ng mL!.
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Fonte: Autor.

Os resultados indicados na Figura 37a mostram que o reconhecimento do material
gendmico da S. pneumoniae promove um aumento na Rct do par redox Fe(CN)g #/ Fe(CN)s >
. A Figura 37b representa a reta de regressao linear obtida mediante variagdo da concentracao

da solu¢do contendo DNA gendmico da S. pneumoniae sob a plataforma.

A Figura 37b indica que a equagdo que relaciona o sinal de Rct em funcdo da
varia¢ao na concentracdo de material genomico da S. pneumoniae apresentou bom coeficiente
de correlacao linear (R= 0,981). O Rct ¢ proporcional a concentracdo de DNA genomico da
Streptococcus pneumoniae na faixa linear de 100 ng mL™' a 500 ng mL!. A sensibilidade da
plataforma foi de 0,09 ohm/ng mL™!. Os limites de deteccdo e quantificacio obtidos foram de

27,9 ng mL! e 93 ng mL"!, respectivamente.

A técnica de EIE possibilitou a obtencdo de uma maior faixa de resposta linear e
limites de detec¢@o e quantificagcdo inferiores. Em outros trabalhos encontrados na literatura,
utilizando a técnica de PCR em tempo real, foi possivel detectar o material genomico da S.
pneumoniae em amostras de soro humano enriquecido na ordem de 32 pg mL™!' (PARK; LEE;
KIM, 2010). Mesmo com a PCR em tempo real se apresentando como uma técnica mais
sensivel e com limites de deteccdo inferiores, a portabilidade, acessibilidade e outras

vantagens ja citadas anteriormente justificam a pesquisa e o desenvolvimento de biossensores
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como plataformas de diagnostico clinico. Além disso, os constantes aprimoramentos e
utilizagdo de nanotecnologia podem permitir o desenvolvimento de dispositivos mais

robustos, com de limites de detecgao ainda menores.

4.7 Estudo de especificidade e seletividade do genossensor

A especificidade e a seletividade sdao caracteristicas fundamentais para o
desenvolvimento de uma plataforma de diagnéstico, tem como finalidade garantir que o
sistema desenvolvido ndo apresente resultados falsos positivos, sendo funcional e especifico,
independente dos demais componentes presentes em uma amostra real. O teste em soro ¢
considerado apropriado para avaliar a seletividade dos biossensores com aplicagdo no
diagnostico clinico, uma vez que o patdgeno a ser detectado pode estar presente na corrente
sanguinea e no soro, tornando este estudo com interferentes o mais proximo de uma amostra

real (KOCHIL, 2015).

A Figura 38 apresenta os voltamogramas de pulso diferencial do agente intercalador
brometo de etidio na presenga do soro enriquecido com DNA gendmico de S. pneumoniae,
controle positivo (SpneumoGEN, 150 ng mL™), e soro enriquecido com DNA gendmico de E.
coli, controle negativo (EcoliGEN, 150 ng mL™), nas mesmas condi¢des experimentais
adotadas anteriormente.

Figura 38: Voltamograma de pulso diferencial do BE (5 pmol L) sobre a superficie do
EG/poli(4-AF)/Strepl na auséncia do alvo (a), na presenga do soro enriquecido com DNA gendmico
de E. coli, controle negativo EcoliGEN (150 ng mL™) (b) e na presenga do soro enriquecido com DNA
gendmico de S. pneumoniae, controle positivo SpneumoGEN (150 ng mL™") (¢). Eletrdlito: tampéo

fosfato (0,10 mol L"), pH 7,4. Modulagdo de amplitude: 25 mV. Intervalo de pulso: 0,2 s; 20 mV s’
25

c

20

-
o
1

-
o
I

b

-

Corrente (pA)

-

05 06 07 08 09
Potential / V vs. Ag/AgCl
Fonte: Autor.



68

Nos EG/poli(4-AF) contendo apenas a sonda (Strepl), os voltamogramas
apresentaram o pico de oxida¢do do BE em Ep = +0,70 V com Aip = 3,30 = 0,40 pA. Nos
eletrodos contendo o DNA genomico da E. coli, os voltamogramas apresentaram pico de
oxidagdo em Ep = +0,72 V e Aip = 4,01 £ 0,35 pA. Nos eletrodos contendo o DNA
gendmico da S. pneumoniae, os voltamogramas apresentaram pico de oxidagdo em Ep =
+0,75 V e Aip = 8,66 £ 0,82 pA. Pode-se observar um aumento de 61,9% na resposta de
corrente do controle positivo em relacao ao EG/poli(4-AF)/Strepl, enquanto que ao adicionar
a solugdo controle negativo a resposta eletroquimica obtida ndo foi significativa foi

estatisticamente aquela observada na auséncia do alvo.

A diferenga nos voltamogramas observada na Figura 38 ocorre porque a sonda
utilizada (Strep1) ¢ uma sequéncia nucleica conservada do DNA gendmico da S. pneumoniae.
O evento de biorreconhecimento ocorre apenas com a por¢do complementar do controle
positivo. O BE acumula-se na regido hidrofébica do duplex do DNA e quando sofre o
processo de oxidagdo, ocorre a transferéncia eletronica, cuja corrente elétrica e pico de
oxidagdo devem ser proporcionais a quantidade de BE acumulado na superficie do
genossensor. Nao existindo uma regido especifica para o material genético da E. coli, a adi¢ao
da amostra contendo o controle negativo ndo permite a hibridizagdo. Apds o processo de

lavagem, todo o material que nao foi adsorvido ou que ndo interagiu com a sonda ¢ removido.

Estes resultados confirmam que o genossensor desenvolvido apresenta boa
especificidade e que os compostos presentes no soro nao interferem na deteccdo do material

gendmico da S. pneumoniae.

4.8 Analise morfologica

A andlise da topografia da superficie do eletrodo de grafite modificado com o
polimero na presenca ou auséncia das biomoléculas (sonda e/ou alvo) foi avaliada por

microscopia de for¢a atomica (Figura 39, Quadro 5).
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Figura 39: Microscopias de forga atomica atomica do EG (A), EG/poli(4-AF) (B), EG/poli(4-AF)
/Strepl  (C), EG/poli(4-AF)/Strepl/SpneumoGEN (D) e EG/poli(4-AF)/Strepl/EcoliGEN (E).

Fonte: Autor.

Pode ser observado pela Figura 39A que o EG apresenta superficie irregular e porosa,
apresentando maior nimero de picos e vales que em relacdo as superficies modificadas nas
etapas posteriores. A rugosidade do EG ¢ diminuida em cerca de 40% apo6s a eletrodeposi¢dao
do filme derivado do poli(4-AF), indicando o recobrimento dos vales do grafite pelo
polimero. Os resultados estdo de acordo com trabalhos realizados por Castro e colaboradores

(2014). Pode-se observar a formagao de pequenos clusters randomicamente distribuidos sob a
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superficie do EG ap6s modificagdo (Figura 39B). A imobilizagdo da Strepl sob a superficie
do EG/poli(4-AF) promoveu o decréscimo na rugosidade em 26%, sendo observada a
diferencas na quantidade, comprimento ¢ tamanho dos clusters em comparagdo ao EG/poli(4-
AF) sem biomoléculas, indicando que o oligonucleotideo foi incorporado sobre a superficie
do eletrodo modificado com sucesso. Estudos encontrados na literatura indicam que o DNA
simples fita pode penetrar filmes condutores como polipirrol (LASSALE et al., 2001) e poli
(4-aminofenol) (CASTRO et al., 2014).

Os valores de rugosidade das superficies estdo indicados no Quadro 5.

Quadro 5: Valores de rugosidade obtidos por AFM da plataforma apods sucessivas modificacoes.

Amostras Rq (nm)
EG 185,32 + 2,44
EG/poli(4-AF) 115 + 3,55
EG/poli(4-AF)/Strep1 85 + 2,66
EG/poli(4-AF)/Strep1l/SpneumoGEN 163 1,77
EG/poli(4-AF)/Strep1/EcoliGEN 104 £2,62

Fonte: Autor.

E possivel verificar no Quadro 5 que a superficie do EG/poli(4-AF)/Strepl tornou-se
mais rugosa ap6s adi¢do da solugdo controle positivo, sendo observado um aumento de 48%
em relagdo ao EG/poli(4-AF)/Strepl. Na Figura 39D pode-se observar uma topografia com
globulos irregularmente distribuidos, apresentando grandes clusters. Os resultados estdo de
acordo com o trabalho de Balvedi e colaboradores (BALVEDI et al., 2014). Estas
modificacdes na superficie do eletrodo podem ser justificadas baseadas no fato das moléculas
de DNA dupla fita serem mais alongadas e menos flexiveis que a forma DNA simples fita,
formando estruturas mais largas (BALVEDI et al., 2014). A adi¢do da solucdo controle
negativo sob o EG/poli(4-AF)/Strepl ocasionou um aumento de 18% na rugosidade da
plataforma. Pode ser observada na Figura 39E, a presenca de pequenos clusters
randomicamente distribuidos sobre a superficie e um aspecto visual muito diferente quando
comparado ao eletrodo contendo a solugdo controle positivo. Estes resultados indicam que a
plataforma consegue reconhecer e discriminar eficientemente a presenga de material

genomico da S. pneumoniae.
4.9 Teste de estabilidade

Para viabilizar a utilizacdo e a comercializacdo de um biossensor ¢ importante que o

dispositivo apresente seletividade e estabilidade. A estabilidade de um biossensor ndo so
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beneficia seu transporte e estocagem, mas também ajuda a diminuir os custos das analises,
caracteristicas importantes para aplicacdes farmacéuticas e industriais (BALVEDI et al.,
2014). A Figura 40 mostra os resultados de resposta relativa do genossensor em funcao do

tempo de estocagem em dias. Os resultados foram obtidos em duplicata.
Figura 40: Estudo de estabilidade do genossensor em soro humano enriquecido.
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Fonte: Autor.

Ap0s os primeiros vinte dias de armazenamento o genossensor apresentou uma queda
de corrente de aproximadamente 20%. Apds o vigésimo dia, a resposta do genossensor se
manteve estavel. Ao final de sessenta dias a plataforma ainda foi capaz de reconhecer o
material gendmico da S. pneumoniae, sendo observada uma queda na resposta de
aproximadamente 27,6%. A utilizacdo de filmes poliméricos para construcao de biossensores

desempenha um papel fundamental na estabilidade da plataforma (BALVEDI et al., 2014).
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5. CONCLUSAO

Foi possivel eletrodepositar poli(4-aminofenol), em meio acido, sobre superficie de
grafite. A presenga do polimero foi confirmada por voltametria e analise de topografia de

superficie, usando microscopia eletronica de varredura e microscopia de forca atomica.

O eletrodo de grafite funcionalizado mostrou um aumento de resposta de corrente
favorecendo a imobilizacdo da sonda em cerca de 12% para a guanina e 6% para a adenina,
usando uma sequéncia de oligonucleotideo especifica para S. pneumoniae (Strepl), quando

comparado ao eletrodo de grafite descoberto.

O genossensor foi capaz de detectar a sequéncia complementar e especifica para S.
pneumoniae (Strep2) e o material genomico da bactéria, direta e indiretamente, em diferentes
concentragdes, por meio da voltametria de pulso diferencial e espectroscopia de impedancia
eletroquimica. A primeira apresentou faixa de resposta linear de 0 ng mL™' a 200 ng mL! e
limite de detec¢do e quantificacdo de 54 ng mL!e 180 ng mL™!, respectivamente. Enquanto a
segunda obteve uma resposta linear de 0 ng mL™!' a 500 ng mL™!, com limites de deteccio e

quantificagdo de 28 ng mL! e 93 ng mL"!, respectivamente.

O genossensor produzido mostrou-se especifico e seletivo, na presenca de soro
humano enriquecido com DNA genomico da Escherichia coli, os resultados foram

confirmados por microscopia de for¢a atdmica e voltametria de pulso diferencial.

A plataforma desenvolvida permaneceu estavel durante 60 dias, mediante
armazenamento em condicdes especificas, sendo promissora para o desenvolvimento de

diagnostico da meningite pneumococica.

Posteriormente, devem ser realizados experimentos utilizando pacientes portadores da
doenga. Também ¢ interesse utilizar nanotecnologia para melhorar a resposta do biossensor e

proceder com a miniaturiza¢ao e automatizagao das analises.
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