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RESUMO

Neste estudo foi desenvolvido um genossensor eletroquimico na construgdo de eletrodos
impressos a base de tinta de carbono (PCE), com eletrodeposi¢do de nanoparticulas de
cobre para detec¢do indireta da corrente de pico do azul de metileno sobre alvo Hant 2. Os
genossensores sao classificados como biossensores eletroquimicos de DNA ou RNA, sendo
dispositivos que apresentam vantagens como alta sensibilidade, seletividade e curto tempo
de resposta. A infeccdo por Hantavirus ¢ causada pela inalagdo de aerossdis provenientes
da saliva, urina e fezes na populacdo dos roedores especificos e infectados. Nas regides da
Asia e da Europa, denominadas regides do Velho Mundo, apresenta-se uma taxa de
letalidade de até 15%, ocasionando a Febre Hemorragica com Sindrome Renal (FHSR).
Enquanto que nas regides do Novo Mundo (Américas), responsaveis por causar infec¢des
nos paises do continente americano, inclusive no Brasil com uma taxa de letalidade de 60%,
ocasionando a Sindrome Cardiopulmonar do Hantavirus (HCPS). Os métodos diagnosticos
para o Hantavirus, tais como o ELISA, PCR, IFA, se baseiam em métodos de alto custo
com manipuladores treinados e capacitados para o desenvolvimento do trabalho em
laboratdrios com nivel de seguranga especifico. Por meio do desenvolvimento do trabalho
pode-se avaliar a resposta eletroquimica do alvo Hant 2 na plataforma PCE|CuNps
destacando a transferéncia eletronica € um aumento na area superficial quando comparada
ao PCE sem modificagdes com CuNps. A detec¢do do virus ocorreu a partir da imobilizacao
da sonda Hantl na plataforma PCE|CuNps utilizando o indicador de hibridizagao azul de
metileno (MB) utilizando a técnica de voltametria de pulso diferencial. A partir da
construgdo da curva analitica, o limite de detec¢do de 4,56 pg/mL e o limite de
quantificagdo de 15,22 pg/mL no periodo de estabilidade de 7, 15, 21 e 30 dias.
Considerando o desvio padrdo, a estabilidade se mantém em 100% em 30 dias. O tempo de
deteccao pelo biossensor ¢ de 45 minutos. Portanto, a plataforma desenvolvida evidenciou
deteccao rapida, com baixos limites de deteccdo e quantificacdo, sendo promissor para

utilizacdao em point of care.

Palavras-chave: Eletrodos impressos a base de tinta de carbono (PCE); Genossensor

eletroquimico; Hantavirus; Nanoparticulas de cobre; Azul de metileno.



ABSTRACT

The objective of this study describes the development of an electrochemical genosensor in
the construction of carbon ink-based printed electrodes (PCE), with electrodeposition of
copper nanoparticles for indirect detection of methylene blue peak current on Hant 2 target.
Genosensors are classified as DNA or RNA electrochemical biosensors, they are devices
that have advantages such as high sensitivity, selectivity and short-response time. The
Hantavirus infection is caused by inhalation of aerosols from the saliva, urine and feces of
specific and infected rodent populations. In the regions of Asia and Europe, called regions
of the Old World, there is a lethality rate is up to 15%, causing Hemorrhagic Fever with
Renal Syndrome (HFRS). At the same time, in the regions of the New World (Americas),
responsible for causing infections in the countries of the American continent, including
Brazil with a fatality rate of 60%, causing Hantavirus Cardiopulmonary Syndrome (HCPS).
The diagnostic methods for Hantavirus, such as ELISA, PCR, IFA, are based on high-cost
methods with trained and qualified handlers for the development of work in laboratories
with a specific safety level. The work developed evaluated the electrochemical response of
the Hant 2 target on the PCE|CuNps platform, highlighting the electronic transfer and an
increase in the surface area when compared to PCE without modifications with CuNps. The
detection of the virus occurred from the immobilization of the Hant 1 probe on the
PCE|CuNps platform using the methylene blue (MB) hybridization indicator and the
differential pulse voltammetry technique. From the construction of the analytical curve, the
detection limit of 4.56 pg/mL and the quantification limit of 15.22 pg/mL in the stability
period of 7, 15, 21 and 30 days. Considering the standard deviation, stability is maintained
at 100% in 30 days. Therefore, the developed platform showed fast, effective and low-cost
detection, with low detection and quantification limits, being promising for use in point of

carc.

Keywords: Printed electrodes based on carbon ink (PCE); Electrochemical genosensor;

Hantavirus; Copper nanoparticles; Methylene blue.
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1. INTRODUCAO

Segundo Brasil (2020) a infec¢ao causada por Hantavirus ocorre por um virus
de RNA pertencente a familia Bunyaviridae sendo classificada como uma zoonose viral
aguda. A transmissd@o em humanos ocorre pela inalacao de aerossois, a partir da urina, saliva
ou fezes de alguns roedores naturais em reservatorios naturais. Os hospedeiros finais do
Hantavirus sdo os seres humanos (VAHERI ef al,, 2011; WELLS et al., 1997). Nos paises
da América, a Hantavirose apresenta-se na forma de Febre Hemorragica com Sindrome
Renal (FHSR) enquanto que no Brasil, ela se destaca como Sindrome Cardiopulmonar por
Hantavirus (SPCH). Os dados de pacientes hospitalizados de 2010 sdo aproximadamente
de 150.000 a 200.000 casos de Febre Hemorragica com Sindrome Renal (FHSR) a cada
ano em todo o mundo, destacando a maioria dos casos em paises em desenvolvimento
(VAPALAHTI et al., 2003; MIR, 2022). No Brasil, foram notificados 13.181 casos de
Hantavirose durante o periodo de 2007 a 2015. A partir de um estudo realizado por Fonseca
e colaboradores, a taxa de letalidade por Hantavirose foi de 39% variando alguns critérios
como sexo, idade, més e regides de propagag¢do em zonas urbana e rural (FONSECA ef al.,
2018). Considerando o aumento do nimero de casos notificados da infeccao por Hantavirus
em varios paises, significa que novas cepas de Hantavirus t€m sido identificadas em todo o
mundo, acarretando uma problematica crescente de saude publica (BI et al., 2008). Na
regido do Tridngulo Mineiro, h4 um destaque de um padrdo sazonal da Sindrome
Cardiopulmonar por Hantavirus (SPCH) diagnosticados pelo método soroldgico e
imunohistoquimico na cidade de Uberlandia (LIMONGI et al., 2007).

Os métodos de diagnostico da infeccdo por Hantavirus ocorrem por testes
moleculares ou técnicas imunoldgicas (RABONI et al., 2007). Técnicas como Reacdo em
Cadeia de Polimerase (PCR), Reagdo em Cadeia de Polimerase de Transcricio Reversa
(RT-PCR), Ensaio Imunossorvente ligado a enzimas (ELISA) e Ensaio de
Imunofluorescéncia (IFA) sdo comumente utilizadas. Entretanto, os métodos baseados na
tecnologia biossensor vem sendo desenvolvidos, destacando somente o estudo de Yiwei e
colaboradores (YIWEIL et al., 2021). Neste estudo, Yiwei realiza a detec¢do eletroquimica
do Hantavirus com a modificagdao de camadas até a plataforma final com nanoparticulas de
ouro usando uma estrutura organica de metal a base de Cu (CuMOF) como um marcador
de sinal sintetizado com método solvotérmico usando 4cido 2-aminotereftalico como

ligante.
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Os biossensores eletroquimicos vém se destacando nos diagnoésticos clinicos de
varios analitos bioldgicos, ja que apresentam baixo custo, facil fabricagao e sensibilidade
significativa (NAWAZ et al., 2018). No ambito dos biossensores, hda um destaque na
fabricacdo de genossensores, biossensores eletroquimicos de DNA ou RNA, sendo um
método de baixo custo para o diagnostico clinico.

Nessa perspectiva, o Laboratorio de Filmes Poliméricos (LAFIP), em 2018,
desenvolveu uma metodologia de impressdo de eletrodos utilizando tinta condutiva e
deposicao por sputtering, tratando-se de uma metodologia nova e facil para a construgdo de
eletrodos serigrafados a base de tinta de carbono (SPCE), proposto pela dissertacdo de
(SILVA NETO, 2019) e aplicado para a constru¢do de biossensores (MOCO et al., 2021).
A partir disso, varias plataformas vém sendo desenvolvidas e testadas com o uso de filmes
poliméricos e sintese de nanoparticulas para o monitoramento e diagndstico de vérias
doengas.

A capacidade de detectar alteracdes minimas no sinal analitico se relaciona a
sensibilidade de um biossensor, a medida que o limite de detecgao se relaciona a quantidade
minima que pode ser avaliada, ja o limite de quantificacdo se relaciona com a quantidade
minima que pode ser quantificada (SEGATTO, 2021). Desse modo, a deteccio em
concentragdes baixas do analito ¢ necessaria para a identificacdo do Hantavirus,
considerando-se um limite de detecgdo ja alcangado de 0,74 x 107> mol/L por Yiwei e
colaboradores (2021).

O presente estudo descreve o desenvolvimento de um genossensor
eletroquimico com eletrodos impressos a base de tinta de carbono (PCE) para deteccdo de
uma sequéncia de DNA de Hantavirus. A plataforma foi desenvolvida a partir da
imobilizacao da sonda HANT 1 com a eletrodeposicao de nanoparticulas de cobre (CuNPs)
usando o indicador de hibridizacdo azul de metileno (MB) para detec¢do indireta. As
caracterizacdes morfoldgicas realizadas foram a Microscopia Eletronica de Varredura
(MEV) e a Microscopia de Forca Atomica (AFM) em diferentes configuracdes. As
caracterizagcoes eletroquimicas realizadas foram Espectroscopia de Impedéncia
Eletroquimica (EIE) e a Voltametria de Pulso Diferencial (VPD) para a interacdo entre a

fita simples (ssDNA) e e a dupla fita (dSDNA) para a detec¢do Hantavirus.

1.1 Hantavirus: historico e agente etiologico
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Conforme descrito por Mohammed (2010), ap6s o periodo da Guerra da Coreia
(1951-1953), as tropas da Organizagao das Nacoes Unidas (ONU) relataram mais de 3.000
casos de febre hemorrdgica coreana. Apesar dos estudos prévios, em 1978, o agente
etiologico da febre hemorragica coreana foi isolado a partir do tecido pulmonar do roedor
silvestre Apodemus agrarius. A nomeagao do virus foi Hantaan devido a sua descoberta
perto do rio Hantan, na Coréia do Sul. O Hantavirus foi estabelecido exclusivamente por
uma infec¢do persistente na populagdo de seus roedores especificos.

O Hantavirus ¢ um virus proveniente da familia Bunyaviridae com o género
Orthohantavirus apresentando 41 espécies definidas, sendo 20 espécies associadas a
doengas em humanos (LAENEN, 2019).

Conforme as manifestagdes clinicas, a distribuicdo epidemioldgica, a
diversidade genética e os membros dessa familia sdo soroldgica e filogeneticamente
relacionados, uma vez que podem ser subdivididos em genétipos cuja linhagem
correspondem aos locais onde foram isolados e identificados (FERREIRA, 2000;
SCHMALJOHN; HJELLE, 1997).

Apos estudos especificos, os casos urbanos de febre hemorragica foram
causados pela transmissdo do virus Seoul, por ratos na Asia e na Europa. A descoberta se
remete a uma forma mais branda da propagacdo do virus, a nefropatia epidémica. A
ocorréncia da nefropatia epidémica gera a ocorréncia de trombocitopenia em pacientes
infectados (KRAUTKRAMER et al., 2013).

A infeccdo por hantavirus em humanos pode resultar em duas sindromes
clinicas: Febre Hemorragica com Sindrome Renal (FHSR), causada pelo hantavirus do
Velho Mundo, responsaveis por causar infecgdes na Europa e na Asia, com uma taxa de
letalidade de até¢ 15% (MAES et al., 2004; VAPALAHTI et al., 2003); e Sindrome
Cardiopulmonar do Hantavirus (SCPH), causada pelo hantavirus do Novo Mundo
(Américas), responsavel por causar infecgdes em diversos paises do continente americano,
inclusive no Brasil, com uma taxa de letalidade de 60% (FERREIRA, 2003; JONSSON et

al., 2010) sendo observada a taxa de propagacao das infeccdes mostradas na Figura 1.
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Figura 1- Representacdo geografica da incidéncia aproximada das infec¢oes por Hantavirus por ano
nos paises do globo (HPS — Hantavirus Pulmonary Syndrome, HFRS — Hemorrhagic Fever with Renal
Syndrome, NE — Nefropatia Epidémica)
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FONTE: JONSSON et al., 2010

O contagio por hantavirus aos humanos ocorre pela inalagdo de aerossois
provenientes da saliva, urina e fezes de roedores infectados (SCHMALJOHN; HJELLE,
1997). A transmissdao pode ocorrer por contato direto do virus em pele lesada, escoriagdes
ou pela mordida dos roedores. (HARDESTAM et al., 2008; JONSSON et al., 2010). Dentro
do ciclo do virus, os seres humanos sao considerados os hospedeiros finais do hantavirus
(VAHERI et al., 2011; WELL et al., 1997).

As infec¢des agudas por FHSR e SCPH afetam um conjunto de sistemas do
organismo humano: renal, cardiaco, nervoso central e hormonal. E vélido ressaltar que
ambas doengas possuem complicacdes significativas na fase aguda e consequéncias a longo
prazo (VAHERI et al., 2013).

O quadro clinico ¢ descrito pelos Centros de Controle de Prevencdo de
Doengas, no inglés, por Centers for Disease Control and Prevention (CDC), no qual os
pacientes com SCPH geralmente possuem como precursor o periodo febril durante 3 a 5
dias. Os sintomas iniciais sdo definidos por dor de cabeca, tontura, calafrios, tosse, vomitos,
nauseas e sintomas gastrointestinais. Aproximadamente metade dos pacientes relatam mal-
estar, diarreia e tontura além da falta de ar, gerando insuficiéncia cardiaca e morte (MIR,

MOHAMMED, 2010).
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1.1.1 Epidemiologia

A epidemiologia da Hantavirose ¢ caracterizada pela exposi¢do peridoméstica
de seres humanos a roedores em areas endémicas. E valido ressaltar que as alteragdes
climaticas, o manejo inadequado do meio ambiente, o desmatamento para ocupacgdo
desordenada do solo e as alteragdes dos ecossistemas sdo fatores que contribuem para a
propagacao e dissemina¢do do Hantavirus (MOURA et al., 2021).

De acordo com a Tabela 1, nos paises do Velho Mundo, a FHRS ¢ causada
pelas transmissdes do Hantavirus por Myodes, Rattus e Apodemus, enquanto que nos paises
do Novo Mundo ¢ destaque para a SCPH causada pela transmissdo do Hantavirus
Sigmodontina. Nessa perspectiva, ¢ visto uma consequéncia da distribuicdo dos roedores
(ou insetivoros) primarios em seus hospedeiros a partir da distribui¢do geografica e

epidemioldgica do Hantavirus. (JONSSON et al., 2010).

Tabela 1 - Distribui¢do geografica e doenca associada a cepa do Hantavirus do Velho e do Novo

Mundo
Grupo e Virus isolado | Abreviagdo | Distribuicdo Hospedeiro Doengas
Subfamilia e variante do geografica roedor associadas
virus
Velho Mundo Virus HTNV China, Coreia Apodemus
Murinae Hantaan do Sul, Russia agrarius, FHRS
Virus DOBV Balcas Apodemos FHRS
Dobrava- Sflavicollis
Belgrado
Virus Seul SEOV Mundo todo Rattus FHRS
Virus SAAV Europa Apodemus FHRS
Saaremaa agrarius,
Virus Amur AMRV Extremo Peninsula de FHRS
Oriente da Apodemus
Russia
Virus -- Coreia do Sul Peninsula de | Desconhecido
Soochong Apodemus
Arvicolinae Virus PUUV Europa, Asia | Clethrionomys FHRS/NE
Puumala e América brilhoolus
Virus KHAV Extremo Microtus fortis | Desconhecido
Khabarovsk Oriente da
Russia
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Virus Muju MUJV Coréia do Sul | Myodes regulus | Desconhecido
Virus PHV Marilandia Microtus Desconhecido
Prospect Hill pennsylvanicus
Virus Tula TULV Russia/Europa | Microtus arvalis | Desconhecido
Virus Isla ISLAV América do Microtus Desconhecido
Vista Norte californicus
Virus TOPV Sibéria Lemmus Desconhecido
Topografov sibericus
Novo Mundo Virus Sin SNV América do Peromyscus SCPH
Sigmodontinae Nombre Norte maniculatus
Virus MGLV América do Peromyscus SCPH
Monongahela Norte leucopus
Virus New NYV América do Peromyscus SCPH
York Norte leucopus
Virus Black BCCV América do Sigmodon SCPH
Creek Canal Norte hispidus
Virus Bayou BAYV América do Oryzomys SCPH
Norte palustris
Virus -- América do Peromyscus Desconhecido
Limestone Norte boylii
Canyon
Virus Playa -- México Oryzomys Desconhecido
de Oro couesi
Virus -- Honduras Oryzomys Desconhecido
Catacamas couesi
Virus Choclo -- Panama Oligoryzomys SCPH
fulvescens
Virus -- Panama Zygodontomy | Desconhecido
Calabazo brevicauda
Virus Rio RIOSV Costa Rica | Reithrodontomys | Desconhecido
Segundo mexicanus
Virus Cano CADV Venezuela Sigmodon Desconhecido
Delgadito alstoni
Virus Andes ANDV Argentina, Oligoryzomys SCPH
Chile longicaudatus
Virus BMIJV Argentina Oligoryzomys SCPH
Bermejo chocoensis
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Virus PRGV Argentina Akodon azarae | Desconhecido
Pergamino
Virus LECV Argentina Oligoryzomys SCPH
Lechiguanas flavescens
Virus Maciel MCLV Argentina Bolomys SCPH
obscurus
Virus Oran ORNV Argentina Oligoryzomys SCPH
longicaudatus
Virus Laguna LANV Paraguai,
Negra Bolivia e Calomys laucha SCPH
Argentina
Virus Alto -- Chaco Holochilus Desconhecido
Paraguay paraguaio chacoensis
Virus Ape -- Leste do Akodon Desconhecido
Aime Paraguai montensis
Virus Itapua -- Leste do Oligoryzomys | Desconhecido
Paraguai nigripes
Virus Rio -- Bolivia, Peru Oligoryzomys | Desconhecido
Mamore microtis
Virus -- Brasil Bolomys SCPH
Araraquara Lasiurus
Virus -- Brasil Oligoryzomys SCPH
Juquitiba nigripes
Virus Jabora -- Brasil, Akodon SCPH
Paraguai montensis

FONTE: A global perspective on Hantavirus ecology, epidemiology, and disease (JONSSON et al.,
2010)

Os casos clinicos confirmados se destacam nas regides da Europa, Alemanha,
Finlandia, Franga, Ruassia, China, Argentina, Bolivia, Venezuela, Brasil, Canad4, Chile,
Panam4, Paraguai, Estados Unidos e Uruguai. (JONSSON et al., 2010).

A infecc¢do por hantavirus causada pela febre hemorragica com sindrome renal
(FHSR) € caracterizada pela disseminagdo do virus Hantaan, Puumala e Seoul nas seguintes
regides: China, Peninsula Coreana e Russia, enquanto que na regido norte e oeste da
Europa, a disseminagao ¢ caracterizada pelo virus Puumala e Dobrava (DEARING, M. D.
et al.,. 2010). A sindrome cardiopulmonar por Hantavirus (SCPH) ¢ causada nas regioes do
Chile, Argentina, Brasil, Canada, Estados Unidos, Brasil ¢ Panama (OLIVEIRA et al,
2014).

Conforme do Brasil (Boletim Epidemiologico da Hantavirose 2013), as

infec¢des causadas pelo Hantavirus caracterizam um padrao de sazonalidade em fungao do
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comportamento dos reservatorios de roedores. Considerando a alta letalidade e o elevado
custo social e econdmico, a Hantavirose ¢ um problema de satde publica de grande
importancia.

Segundo o boletim epidemiologico do Ministério da Saude, durante o periodo
de 2010 a 2020, no Brasil, 15.080 casos foram notificados, sendo 996 confirmados ¢ 414
casos que evoluiram para obitos. A taxa de letalidade média ¢ de 41,5%; 91% dos pacientes
necessitam de assisténcia hospitalar. Quando comparado a outros paises, o Brasil possui a
maior taxa de letalidade da infec¢do por Hantavirus, uma vez que no Chile a taxa ¢ de
(32%), na Argentina (12 a 40%) e no Paraguai (11,3%).

E valido ressaltar que, em muitas regides e em vérios paises, as infecgdes por
hantavirus ndo sao detectadas e nao sao contabilizadas para a satide publica acarretando a
permanéncia de outras espécies de hantavirus. Desse modo, o estudo dos pesquisadores, a
atencdo das autoridades publicas fazem-se necessarios para a compreensao do impacto da

Hantavirose na saude publica.

1.1.2 Caracteristicas da estrutura viral do Hantavirus

De acordo com a Classificacio de Baltimore, os Hantavirus sdo virus
envelopados com um genoma de RNA de fita simples e polaridade negativa, constituido de
trés segmentos: Small (S), Medium (M) e Large (L) conforme a Figura 2. Os tamanhos dos
segmentos S, L e M possuem os respectivos pesos moleculares: 1,7 a 2,1 kb; 6,52 6,6 kb e
3,7 a 5,6 kb (HOOPER; SCHMALJOHN, 2001; JONSSON et al., 2010; SCHMALJOHN
et al., 1985).

A composicao de cada fragmento na estrutura gendmica do Hantavirus
apresenta sua funcdo. O segmento S (pequeno) apresenta a fungdo de codificar a proteina
do nucleocapsideo N sendo responsavel por formar o nucleocapsideo viral. O segmento L
codifica a enzima RNA polimerase dependente de RNA (RdRp). O RNA, constituido por
uma fita negativa, poderd permitir uma interacdo com a fita de sentido positivo
complementar de RNA (cRNA) e RNA mensageiro (mRNA). O segmento M (médio)
apresenta a funcdo de codificar a glicoproteina a fim de produzir as glicoproteinas do
envoltorio da superficie: Gn e Ge, sendo anteriormente conhecidas como G1 ¢ G2 com

tamanhos respectivos de 1700 a 1430 pb (PEREIRA, 2013).
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Figura 2 - Estrutura viral do Hantavirus: a) O genoma do hantavirus possui na sua composicao trés
segmentos (S, M, L) de RNA com um revestimento de espiculas de glicoproteinas; b) Particula viral
por microscopia crioeletronica.

\ Rna
& roicion N rimésica

) Espicula de Glicoproteina
(Proteinas Gn e Gc)

FONTE: adaptado de VAHERI et al., 2013.

1.1.3 Diagndostico

Diante das estatisticas dos casos da propaga¢ao do Hantavirus ao longo do
Velho e Novo Mundo, o diagndstico precoce do Hantavirus ¢ fundamental para a
diminui¢do das taxas de morbidade e mortalidade, para que assim o inicio do tratamento
aconte¢a rapidamente.

Os exames laboratoriais para o diagndstico especifico de Hantavirus sdo
realizados basicamente por meio de sorologia em laboratdrios de referéncia; mas encontram
desafios financeiros devido ao uso de equipamentos de alto custo. Entretanto, métodos mais
rapidos de baixo custo de diagnostico molecular do Hantavirus vém sendo desenvolvidos
(MARTINS et al., 2019). O diagnostico da infeccdo por Hantavirus pode ser realizado por
varias formas: método de deteccdo envolvendo acidos nucleicos virais, deteccdo de
proteinas virais e métodos baseados na tecnologia biossensor.

As técnicas de diagndstico baseadas em analise molecular sdo amplamente

utilizadas devido a especificidade e a alta precisao. Um aspecto relevante dentro da técnica
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(RT-PCR) em tempo real ou PCR quantitativo ¢ a possibilidade de distin¢ao entre os virus
causadores da infeccdo por (FHSR) e os virus causadores da (SCPH), ambos causam
sintomas parecidos e podem ser confundidos. A partir da determinag¢do da carga viral
determinada pela técnica, pode correlacionar com a evolugdo clinica e progndstica
contribuindo para a definicdo de estratégias terapéuticas necessarias. (PEREIRA, 2013).

O diagnoéstico de Hantavirus causador da Sindrome Cardiopulmonar por
Hantavirus (SCPH) e Febre Hemorragica com Sindrome Renal (FHSR) utilizam o método
da reacdo em cadeia de polimerase de transcri¢do reversa (RT-PCR) (FREEMAN et al.,
1999). A técnica usa uma enzima transcriptase reversa para transformar o RNA viral em
DNA complementar (cDNA), que pode ser amplificado por PCR. Em um trabalho descrito
por Moreli e colaboradores (2004), que utiliza a técnica (RT- PCR) para Hantavirus usando
primers selecionados para a combinagdo de alta homologia de genomas de hantavirus
detectados no sangue de pacientes com SCPH do Brasil, incluindo também o gene N na
sequéncia de nucleotideos da cepa Araraquara, isolada em Sao Paulo, permitindo assim a
identificacdo e quantificacdo do Hantavirus usando sangue ou tecido de individuos
infectados. Nos estudos de Raboni e colaboradores (2007), a cepa Araucdria, isolada no
Parana, também realizou ensaios utilizando a proteina N recombinante.

Outra forma de deteccao usando a técnica molecular ¢ o Pyrosequencing, no
qual ocorre a tecnologia de sequenciamento baseado no monitoramento em tempo real da
sintese de DNA. O processo ¢ definido por quatro enzimas que monitoram a sintese de
DNA detectada pela bioluminescéncia (RONAGHI et al, 1998). As caracteristicas da
técnica permitem o fornecimento de informagdes detalhadas sobre o virus e sequéncias
especificas do genoma do hantavirus amplificado para a confirmacao de resultados RT-
PCR (KRAMSKI, et al., 2007).

Considerando os métodos de deteccao do hantavirus a base de proteina, as
estratégias utilizadas envolvem o ensaio ELISA, IFA, Immunoblotting e Teste de
Neutralizacdo. Nos laboratérios brasileiros de saude publica, o diagnostico sorologico das
infeccdes por hantavirus utiliza como antigeno a nucleoproteina recombinante do
hantavirus (PADULA et al., 2000).

O ensaio ELISA (Ensaio Imunossorvente ligado a Enzima) ¢ o teste baseado
em trés proteinas basicas do virus (Gn, Gc e N) sendo frequentemente utilizado no
diagnostico do Hantavirus (MATTAR, et al., 2015). A partir do aparecimento da infec¢ao
na fase aguda, as imunoglobulinas M (IgM) sdo detectaveis, aparecendo de 1 a 2 dias apds

os sintomas, indicando uma exposi¢do recente ao virus; enquanto que as imunoglobulinas
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G (IgG) sao produzidas 1 semana apos o inicio dos sintomas que podem ter uma grande
durabilidade ao longo da vida (MEISEL, et al., 2006). De acordo com Zdller e
colaboradores (1993 apud PEREIRA, 2013, p. 24), utilizaram proteinas recombinantes do
nucleocapsideo de hantavirus cepa Hantaan 76-118 (sorotipo Hantaan) e glicoproteinas 18-
20 (sorotipo Puumala) como antigenos nos ensaios para detec¢ao das infec¢des por
Hantavirus.

Nas Américas, os testes ELISA s3o desenvolvidos com antigenos
recombinantes do SNV (virus Sin Nombre) e ANDV (virus Andes) com base na alta
prevaléncia desses sorotipos. Nas regides da Europa Ocidental e Central e também na
Russia Ocidental, a variante Puumala Hantavirus apresentava para uso em testes
diagnosticos, a proteina N em sua forma truncada (MATTAR, et al,, 2015; MEISEL, et al.,
2006; MAES, et al., 2004).

Outro método soroldgico € o ensaio de imunofluorescéncia (IFA). O método ¢
baseado na deteccdo de anticorpos presentes no soro (IgM e/ou IgG). Segundo Groen e
colaboradores (1991), células Vero E6 sao utilizadas para se fixarem com os virus expressos
nas cé¢lulas usadas como antigenos, sendo infectadas com o sorotipo mais prevalente de
Hantavirus. Um método classico relativamente rapido, com alta sensibilidade e
especificidade. Entretanto, a técnica apresenta alto custo, uma vez que ela necessita de
manipuladores treinados e capacitados para o desenvolvimento do trabalho em laboratorios
com nivel de biosseguranca 3 (BSL-3) (KORAKA, et al., 2000). O IFA nao ¢ adequado
para testar uma grande quantidade de amostras visto que ha variagdes na quantidade de
antigenos das células dos experimentos padronizados direcionando a resultados nao
confiaveis.

O ensaio multiparamétrico de imunofluorescéncia ¢ uma variacao do teste de
imunofluorescéncia, no qual sdo realizados testes para diferentes sorotipos de Hantavirus.
Em um mosaico de biochips, cada biochip representa uma lamina referente ao ensaio de
laminas individuais. O mosaico desenvolvido por Lederer e colaboradores (2020) avaliou
os seguintes tipos de virus: Hantaan (HTNV), Puumala (PUUV), Seul (SEOV), Saaremaa
(SAAV), Dobrava (DOBV), Sin Nombre (SNV) ou Andes (ANDV) (BRUMMER-
KORVENKONTIO et al., 2002).

O Western blotting ou Western Blot (WB) chamado também de
Immunoblotting ou Protein Blotting ¢ uma técnica utilizada em biologia molecular que
realiza a imunodeteccao de proteinas possibilitando a detec¢do de quantidades menores em

determinadas amostras. (KURIEN e SCOFIELD, 2003). Na detec¢ao de proteinas ocorre a
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separagao destas proteinas por peso molecular através de eletroforese em gel e transferéncia
para membrana adsorvente (KURIEN e SCOFIELD, 2006). Conforme Németh e
colaboradores (2011), a menor especificidade observada nos ensaios com dois ou mais
sorotipos de Hantavirus foi devido as possiveis reagdes cruzadas causadas pela proteina
nucleocapsideo (N) para a deteccao de dobrava (DOBV) na Hungria e no norte da Croacia.
E valido ressaltar que, os testes que incluem diferentes antigenos em diferentes sorotipos
de virus ndo sdo indicados para as variantes do Hantavirus.

No estudo de Hjelle e colaboradores (1997), o Strip Immunoblot Assay (SIA) é
um método utilizado para a deteccdo das cepas Sin Nombre (SNV) e Seul (SEOV)
utilizando uma tira com dois controles de imunoglobulina humana G e tiras contendo
antigenos recombinantes de proteinas N e G1 para testes. Nos testes, os anticorpos IgM e
IgG sdo detectados, mas ndo sdo diferenciados acarretando um falso diagnostico.

Os testes de reducdo/ neutralizacdo em placas (PNRT) consistem na
neutralizacao do virus através do anticorpo neutralizante especifico em dilui¢des seriadas
para analise quantitativa. Os fatores que podem ser analisados sdo a morte celular ou
viabilidade celular. O isolamento viral em cultura celular do hantavirus ¢ geralmente
realizado por culturas de células Vero, clone E6, uma vez que possui resultados mais
positivos (PADUA et al., 2015 e VIAL et al., 2020). Considerando que os procedimentos
sao realizados em laboratorios especiais de biosseguranga nivel trés (Biosafety Level 3)
com um tempo de espera maior, apresenta alto custo e alto risco de contaminagdo para a
realizagdo desses testes de neutralizagao.

Ainda nessa perspectiva de métodos de deteccdo, ¢ valido ressaltar o uso de
biossensores para a deteccdo do Hantavirus. Entretanto, ha poucos estudos que utilizam
sensores para deteccao do Hantavirus, destacando-se as pesquisas com métodos RT-PCR e
ELISA.

Os principios fundamentais para o desenvolvimento de um biossensor
necessitam de parametros a serem combinados para adequagao da amostra para resultados
significativos dentro dos limites de detec¢do. As técnicas eletroquimicas aplicadas nos
sensores para deteccdo de Hantavirus foram: Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica
(EIE), Voltametria Ciclica (CV) e Cronopotenciometria.

O estudo de Gogola e colaboradores (2019) permitiu o desenvolvimento de um
imunossensor utilizando acido-3-mercaptopropionico (MPA) para detectar a presenga de
anticorpos contra hantavirus no soro humano. A superficie utilizada foi eletrodo de ouro

automontado com monocamadas para se ligar a nucleoproteina da cepa do hantavirus
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Araucaria com processos paralelos de bloqueio da superficie. O dispositivo também se
mostrou eficiente na detec¢do utilizando material de carbono como a superficie do eletrodo
obtendo assim resultados satisfatérios quando comparados com os testes ELISA.

Segundo Vetcha e colaboradores (2002), desenvolveram um imunossensor
amperométrico para deteccdo de forma rapida, sensivel e quantitativa de hantavirus no
sangue de camundongos. Os eletrodos tiveram a superficie modificada em um esquema
sanduiche, no qual o naftol formado como resultado da hidrolise enzimatica a-naftil fosfato
na presen¢a do marcador de fosfatase alcalina (AP) é quantificado amperometricamente
apresentando adequagao ao dispositivo com um tempo de 25 minutos de deteccao.

Martins ¢ colaboradores (2019), desenvolveu uma plataforma biochar
utilizando a superficie de carbono modificada com biomassa pirolisada que possibilitou,
sem a necessidade de biomarcadores, a ancoragem de biomoléculas. Os testes realizados
usam um par de nucleoproteinas de anticorpos especificos do hantavirus.

Recentemente, o estudo de Xu Yiwei e colaboradores (2021) possibilitou o
desenvolvimento de um genossensor eletroquimico usando composto de 6xido de grafeno
reduzido com nanoparticulas de ouro utilizando um bloqueador 6 — mercapto-1-hexanol
(MCH) e a sintese de uma estrutura organica de metal a base de cobre na superficie de ouro
para detec¢do do Hantavirus.

Considerando a diversidade e a variabilidade dos diversos métodos de deteccao
do Hantavirus, os quais sdo caros e requerem especialistas para o manuseio dos
equipamentos, ¢ essencial o desenvolvimento continuo de métodos que buscam um
diagnostico rapido e acessivel da detec¢do do Hantavirus, através dos biossensores ¢

possivel alcancar resultados confiaveis, dgeis e de baixo custo.

1.1.4 Tratamento

Ainda ndo possui uma terapia antiviral disponivel para o tratamento de
infec¢des por hantavirus. Os pacientes infectados pela SCPH apresentam um tratamento
especifico na Unidade de Terapia Intensiva (UTI) com monitoramento de pressdo arterial,
oxigenacao, balanco de fluidos. Outros cuidados como dialise, oxigenacao extracorpérea
sao realizados para a completa eliminagdo do virus no organismo (FIGUEIREDO et al,

2001; MAES et al., 2009; MURANYT et al., 2005).
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A ribavirina (RBV), observada na Figura 3, ¢ um composto quimico que
apresenta uma boa eficacia na atividade antiviral tanto in vitro como in vivo (SIDWELL et
al., 1979). Os mecanismos de atividade antiviral baseiam-se na capacidade de inibicdo da
inosina monofosfato desidrogenase (IMPDH), a enzima responsavel pela sintese de GTP
(trifosfato de guanosina) (SZABO, 2017). Ha uma diminui¢io nas taxas de morbidade e
mortalidade em pacientes chineses com FHSR do Velho Mundo a partir dos ensaios clinicos
realizados (HUGGINS et al.,, 1991). Apo6s a administracdo da medicacdo em pacientes com
SCPH, nos EUA ¢ no Brasil, resultados clinicos ndo se mostraram benéficos (CHAPMAN
et al., 1999; FIGUEIREDO et al., 2001; MERTZ et al., 2004).

Figura 3 - Representacdo da estrutura molecular da Ribavirina
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FONTE: elaborada pela autora, 2022.

Outro medicamento relatado nos estudos foi o Favipiravir (Avigan; T-705; 6-
fluoro-3-hidroxi-2-pirazinecarboxamida), Figura 4, caracterizado pela atividade antiviral
que inibe seletivamente a RNA polimerase. A acdo medicamentosa ocorre na detecgao do
RNA viral apresentando a reducdo das cepas Sin Nombre (SNV) e Andes orthohantavirus

(ANDV) das infecgdes causadas por Hantavirus (SZABO, 2017).

Figura 4 — Representacdo da estrutura molecular da Favipiravir
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Considerando um tratamento eficaz e duradouro, ainda ndo ha uma vacina
capaz de fornecer prote¢do a todas as infec¢des causadas pelas diferentes variantes do
Hantavirus. Cho e colaboradores (2002) desenvolveram testes para avaliagao das respostas
dos anticorpos 4 vacina inativa com formalina HTNV (Hantavax'™). A vacina foi
desenvolvida pelo Rhein Biotech Group, na Coréia e na China, contra o virus Hantaan sendo
derivada do cérebro de camundongo. Nos testes realizados em voluntarios humanos, cerca
de 97% dos vacinados, a partir da dose de reforco, apresentaram quantidades elevadas de
anticorpos neutralizantes especificos. (CHO; HOWARD, 1999).

Choi e colaboradores (2003), desenvolveram uma vacina inativada derivada da
cultura celular contra o virus Hantaan para prevencdo contra FHRS. O procedimento
ocorreu a partir de uma cultura de micro transportadores de células Vero E6, possibilitando
o desenvolvimento de anticorpos neutralizantes em camundongos, destacando uma taxa
cinco vezes mais elevada do que Hantavax™ (CHOI et al., 2003). E importante ressaltar
que a vacina nao determina uma prevengdo completa contra todas as variantes do
Hantavirus , mas possui a capacidade de induzir uma forte resposta imune humoral por um

curto periodo de tempo. (DONG et al., 2005; CHOI et al., 2003).

1.2 Biossensores Eletroquimicos

Os biossensores sao definidos pela Unido Internacional de Quimica Pura e
Aplicada (IUPAC, International Union of Pure and Applied Chemistry), como “um
dispositivo que usa reagdes bioquimicas especificas medidas por enzima, imunossistemas,
tecidos, organelas ou células inteiras para detectar compostos quimicos frequentemente por
sinais elétricos, térmicos ou opticos” (IUPAC, 1997).
Na literatura de Malhotra e Pandey (2017) estdo descritos os principios basicos
da fabricacdo de um biossensor, sendo caracterizados por:
e Sob condi¢des normais de armazenamento padrio, o analito desejado deve ser
especifico e estavel.
e Para que o biossensor seja preciso e reprodutivel com alta sensibilidade, ele deve ter
linearidade alcancada em diferentes concentragoes.
e Considerando a analise da amostra com o pré-tratamento, os parametros fisicos como
pH e temperatura devem ser otimizados.

e O biossensor fabricado deve ser portatil, econdmico, de tamanho pequeno e utilizavel
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por operadores com qualificagdes.

e O biossensor deve ser biocompativel para que possa ser utilizado para monitoramento

invasivo em diagndsticos clinicos.

e O biossensor deve fornecer analise em tempo real para que possa ser empregado para

medicdes rapidas de analitos de amostras humanas.

Considerando o destaque dos biossensores eletroquimicos dentro do ambito

cientifico, alguns critérios podem ser definidos e observados para sua avaliagdo:

Quadro 1 - Critérios definidos para construcao de biossensores

Parametros Caracteristicas:

Sensibilidade e Linearidade: Linearidade ¢é a resposta mensuravel
proporcional a concentracdo a partir da
faixa de concentracdo da curva de
calibracao. A sensibilidade ¢ definida pela
inclinacdo da curva analitica, visto que,
identifica o analito frente a variagdes com
baixos limites de deteccao.

Repetibilidade e Reprodutibilidade: Repetibilidade: ¢ quando o operador
realiza a medicdo na mesma peca varias
vezes, observa-se uma variacdo, definida
como a varia¢do devido ao equipamento
de medi¢do. Reprodutibilidade: ¢ a
variagdo que ocorre entre os operadores,
definida pela variagdao devido ao método
de medicao.

Tempo de resposta: Possibilita a aplicagdo na monitoragdo e
detecgdo em tempo real da presenga ou
atividade de um determinado analito.

Especificidade: Estd relacionada a capacidade de
distinguir/ diferenciar um analito de
interesse presente em uma matriz de
outros compostos quimicos ou biolédgicos,
possibilitando uma avaliagdo  dos
possiveis interferentes e falsos positivos.

Seletividade: Possibilita a capacidade de deteccdo do
analito alvo no qual a interferéncia de
outros compostos quimicos deve ser
minimizada.
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Shelf life: Avaliagao da estabilidade em fun¢do do
tempo para determinagdo do tempo de
prateleira possivel para um biossensor

(NETO,2019).
Custo: Sistemas de baixo custo.
Portabilidade: Dispositivos point of care, possibilitando

a interface facilitada com maior
visibilidade no mercado, descentralizando
analises laboratoriais.

FONTE: elaborado pela autora, 2022.

Clark e Lyons (1962) desenvolveram o primeiro modelo de biossensor em
1962, a proposta foi a imobilizagdo da enzima glicose oxidase. O sistema era composto por
uma célula eletrolitica com um eletrodo de vidro de potencial de hidrogénio (pH) com uma
fina camada da enzima glicose oxidade entre camadas de membranas semipermeaveis,
visualizados na Figura 5 (SEGATTO, 2021). A quantidade de elétrons produzidos ¢
proporcional a concentragdo de glicose no meio. A glicose ¢ oxidada no anodo até a
formacao de acido gluconico onde o sensor distingue e permite acompanhar as alteracdes

de glicose no sangue.
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Figura 5 — Esquema do biossensor proposto por Clark e Lyons em 1962. O modelo apresenta um eletrodo
de referéncia (A) e um eletrodo de trabalho (B) no interior de um cilindro (C), com revestimento de uma
membrana multipla no fundo. No interior da célula contém um eletrélito de composicgdo variada (D). Na
bse do biossensor tem uma camada concentrada de enzima (F) entre as membranas semipermeaveis (E) e

(G).
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FONTE: CLARK JR e LYONS, 1962.

Um biossensor destaca-se pela leitura simples, rapida e seletiva e sensivel.
Nessa perspectiva, este dispositivo ¢ composto por elementos fundamentais Figura 6.
Inicialmente € necessario um transdutor, no qual tenha sido ancorado um elemento
biologico de reconhecimento sobre a superficie, que por sua vez tenha afinidade por um
analito em especifico. A transdu¢@o do sinal de reconhecimento bioldgico para um sinal
mensuravel ocorre por meio da interacao sobre o transdutor, no qual a resposta mensurada
pode ser diretamente ou inversamente proporcional a concentracdo do analito.

Os elementos de reconhecimento se caracterizam dentro de dois grupos:
biocataliticos e biocomplexantes. Elementos biocataliticos sdo baseados em uma reagdo
catalisada por macromoléculas, presentes em seu ambiente bioldgico original, como
enzimas, células e tecidos. Os elementos biocomplexantes sdo baseados na interagdo do
analito com macromoléculas, presentes em seu ambiente bioldgico original, como
anticorpos com antigenos, entre peptideos e a interagdo com polimeros moleculares

impressos (MIP, Molecularly Imprinted Polymer). (CESEWSKI e JOHNSON, 2020;
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THEVENOT, et al., 2013).

Figura 6 — Esquema de diferentes analitos aplicados a composic@o basica de um biossensor
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Os biossensores eletroquimicos apresentam um sinal eletroquimico proveniente
de processos faradaicos devido a ocorréncia a transferéncia de elétrons na interface
eletrodo-solugdo (SILVA NETO, 2019). O sinal eletroquimico ¢ acompanhado pelo
monitoramento das mudangas na superficie do eletrodo através dos pardmetros como
transferéncia de carga, transporte de massa ou resisténcia eletrolitica. (SEGATTO, 2017).

As células eletroquimicas sdo empregadas no sistema de trés eletrodos
convencionais: eletrodo de trabalho, eletrodo de referéncia e contra-eletrodo. O eletrodo de
trabalho ¢ a regido em que ocorre as reagoes de oxirredugdo sendo polarizado mudando
drasticamente na passagem de corrente. O potencial do eletrodo de trabalho possui um
potencial de equilibrio. O eletrodo de referéncia ndo pode ter mudanca drastica de potencial
e ndo ¢ polarizdvel uma vez que, o potencial € estavel ao longo do tempo e da temperatura
ndo sendo alterado por pequenas perturbagdes. O contra-eletrodo ou eletrodo auxiliar € a
regido polarizavel no qual ocorrem as reagdes paralelas ou secundarias.

Os biossensores eletroquimicos podem ser subdivididos em cinco categorias:

potenciométricos, amperométricos, voltamétricos, condutimétricos e impedimétricos
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(espectroscopia de impedancia eletroquimica EIE):

- Sensores potenciométricos: ¢ um sensor que apresenta aplicagdo em processos
industriais com acompanhamento de um potencial gerado. O valor desse potencial
corresponde ao logaritmo da concentragao da espécie ativa no eletrodo de trabalho em
relagdo ao eletrodo de referéncia (BRETT, 1996).

- Sensores amperométricos e voltamétricos: Nos amperométricos, ocorre o
monitoramento dos valores de corrente elétrica a partir de um potencial constante aplicado.
Nos voltamétricos, ocorre o monitoramento dos valores de corrente gerada na superficie do
eletrodo de trabalho variando o potencial no intervalo de tempo (BRETT, 1996;
SEGATTO, 2017).

- Sensores condutimétricos: uma mudanga na condutdncia medida entre um par de
eletrodos. (BRETT, 1996). O numero de ions presentes em solucdo, assim como as cargas
influenciam na condutancia da solugdo i6nica. (LUCIANO, 2021).

- Sensores impedimétricos: ocorre 0 monitoramento da mudanca na impedancia da
interface eletrodo-solug@o. Apds a perturbacdo de um sistema, as propriedades resistivas e

capacitivas dos materiais sao medidas (SEGATTO, 2017).

1.2.1 Genossensores eletroquimicos

Estudos recentes trazem o crescimento da fabricacdo de genossensores,
conhecidos também por biossensores eletroquimicos de DNA ou RNA. Sdo dispositivos
que possuem alta sensibilidade e portabilidade com diferentes aplicagdes, tais como,
detec¢do de doencas genéticas associadas a mutagdes pontuais, superexpressao de genes e
drogas para o combate ao cancer (OZSOZ, 2012).

O DNA (Acido Desoxirribonucleico) ¢ o nome dado a molécula que carrega
todas as informagdes genéticas e todos os seres vivos. A molécula de DNA apresenta uma
dupla hélice que se entrelacam em duas fitas. Cada fita possui uma estrutura composta por
desoxirribose (grupos alternados de agucar) e fosfato. Nas estruturas de desoxirribose estao
as quatro bases nitrogenadas: adenina (A), citosina (C), guanina (G) e timina (T) com o
pareamento perfeito entre (adenina ligando-se a timina, citosina ligando-se a guanina) com
interacdo especifica feita por empilhamento das bases Figura 7. (NIH, National Human

Genome Research Institute, 2021).



Figura 7 - Bases nitrogenadas que fazem parte da estrutura de DNA
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O RNA (Acido Ribonucleico) é o nome dado & molécula que realiza a sintese

Figura 8 — Bases nitrogenadas que fazem parte da estrutura de RNA
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de proteinas celulares substituindo o DNA como transportador de codigos genéticos em
alguns virus. E um polimero de fita simples que apresenta uma estrutura composta por
ribose ligados por ligagdes fosfodiéster. Nas estruturas de ribose estdo as quatro bases
nitrogenadas: adenina (A), citosina (C), guanina (G) e uracila (U), sendo a uracila

substituida pela timina do DNA conforme Figura 8. (CHATTERIJEE e WAN, 2018).
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FONTE: elaborada pela autora, 2022.

O principio bésico da constru¢do de um genossensor ¢ caracterizado pela
desnaturagdo e renaturagdo do DNA sobre uma superficie sélida. As camadas de
reconhecimento dos acidos nucleicos podem ser sintetizadas rapidamente com baixo custo
em relagdo aos anticorpos e enzimas que sdo usados na constru¢do dos imunossensores.
(WANG, et al.,. 2014)

Os genossensores sdo baseados em processos de reconhecimento de acidos
nucleicos DNA ou RNA na superficie a ser imobilizada e ancorada a biomolécula. Os
elementos de reconhecimento bioldgico sdo sequéncias de DNA denominadas sondas, que
sdo complementares a sequéncia de DNA (alvo) de interesse com o processo de
reconhecimento estabelecido pela reacdo de hibridizacgdo. (MANZANARES-
PALENZUELA et al., 2015).

Em biossensores de hibridizagdo do DNA, ocorre uma interacdo quimica de

DNA entre o DNA de fita simples (ssDNA ou RNA) com uma sequéncia de nucleotideos
definida sendo imobilizada na superficie do eletrodo com a finalidade de interagir com um
elemento de reconhecimento caracterizado no DNA de fita dupla (dsDNA) (OZS0OZ, 2012).

A hibridizagao afeta a resposta de corrente elétrica ocorrendo uma oxidagao das
bases frente a uma aplica¢do de potencial. As interagdes ndo covalentes sdo representadas
pela intercalacdo entre os pares de base empilhadas de DNA de fita dupla, ligagdao em sulcos

maiores ou menores da dupla hélice do DNA e interacdes eletrostaticas (OZSOZ, 2012).

1.2.2 Indicadores da hibridizacdo do DNA

No desenvolvimento de genossensores, o evento de reconhecimento bioldgico
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geralmente ocorre durante a hibridizagao entre os pares de bases por ligacao Watson-Crick,
que pode ser monitorado por indicadores eletroativos, que sdo espécies eletroquimicas
passiveis de oxidacdo ou redugdo, produzindo um sinal eletroquimico mensuravel
(AFONSO et al, 2013; SERGEEV; HEROLD; RASOOLY 2008). A imobiliza¢do da
sonda de DNA na superficie do sensor e o processo de hibridizagao de sequéncia especifica
convertem-se em um sinal eletronico. O sinal eletronico pode ser direto chamado também
na literatura de Label-free, produzido pela oxidagdo de nucleotideos, ou indireto, sendo
necessario a utilizagdo de um indicador eletroquimico para o processo de hibridizagdo
(AFONSO et al, 2013). Na detecgdo indireta, possibilita o uso de intercalantes de DNA,
complexos metalicos ou outras moléculas eletroativas incluindo nanoparticulas metalicas
para uma deteccdo especifica (FLAUZINO et al., 2022). O uso dos indicadores eletroativos
comumente utilizados na literatura sdo brometo de etidio, ferroceno e o azul de metileno.
(FLAUZINO et al., 2022).

O estudo de Oliveira e colaboradores (2018) descreve metodologias para a
detec¢do do DNA gendmico do virus da Hepatite B (HBV) utilizando uma metodologia
indireta com o intercalante brometo de etidio, sendo a diferenga nos valores de corrente um
indicativo da presenca do HBV. Nesse estudo, a formag¢dao da dupla fita de DNA foi
detectada através do indicador eletroativo. A estrutura do brometo de etidio é planar,
compondo-se de anéis aromaticos e grupamentos que possuem atividade eletroativa, Figura
9. (DE CASTRO et al., 2018). Devido a alta capacidade de se intercalar entre os pares de
bases na dupla fita de DNA, o brometo de etidio pode ocasionar alteragdes na estrutura do

DNA, sendo assim um agente mutagénico e provavelmente carcinogénico.

Figura 9 - Representacgdo da estrutura do brometo de etidio
NH,

=N
HoN ﬁ
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FONTE: elaborada pela autora, 2022.

O ferroceno ¢ um complexo organometdlico, que possui caracteristicas
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eletroquimicas atrativas e relevantes com rapida taxa de transferéncia eletronica, baixo

potencial de oxidagdo e estabilidade em seus estados redox (RABTI et al., 2016).

Figura 10 - Representag@o da estrutura do ferroceno

FONTE: elaborada pela autora, 2022.

O ferricianeto ¢ o ferrocianeto de potassio, K3[Fe(CN)s] e Ka[Fe(CN)s],
também atua como marcador indireto de sondas redox. Segundo Oliveira e colaboradores
(2018), um eletrodo modificado com a imobilizagdo de um peptideo M-12 possibilitou a
detec¢do em solucdo de ferrocianeto/ferricianeto de potassio de um biomarcador de artrite
reumatoide.

Ao detectar o analito ancorado a biomolécula, pode ocorrer pela detecgdo
direta. A detec¢ao direta, livre de marcadores e indicadores, nao ¢é relatada; entretanto
adiciona-se uma molécula ao meio, desconsiderando o eletrolito, geralmente caracterizado
por uma solucdo tampao ou solucdo acida. Desse modo, o analito e a biomolécula
imobilizada na superficie do transdutor, podem ser reconhecidos como um marcador.
(FLAUZINO et al., 2022).

Na deteccao indireta, a resposta eletroquimica dos indicadores muda apods o
processo de hibridizacdo do DNA. A acao dos indicadores de hibridizacdo de DNA pode
ocorrer pelo processo de interagdes eletrostaticas e intercalagdo. A intercalagdo € uma
ligacdo forte que envolve a inser¢do de um ligante conjugado entre pares de bases
nitrogenadas adjacentes em sonda (dsDNA) ocorrendo uma interagdo de empilhamento ©

(BURYA, 2009).

1.2.3 Azul de metileno
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O azul de metileno (Methylene Blue - MB) é um corante organico redox que
pertence a familia fenotiazina. Devido as suas estruturas quimicas, Figura 11, o azul de
metileno vem se destacando na utilizagdo como indicador de hibridizacao de DNA. Ao
contrario de outros compostos utilizados para essa finalidade, o MB possui menor
toxicidade, pois geralmente ndo se comporta como intercalante de bases DNA, possuindo

afinidade pelo material genético por interacdes eletrostaticas superficiais. (LIU, 2012).

Figura 11 - Representacdo da estrutura do azul de metileno
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FONTE: elaborada pela autora, 2022.

O azul de metileno interage de forma eletrostatica com as cavidades da hélice
da dupla fita de DNA, sendo inserido na dupla-fita de DNA (dsDNA ou dupléx). Os
compostos que se unem as cavidades da dupla hélice apresentam maior afinidade pelo
dsDNA do que pelo ssDNA (fitas simples), de modo que o sinal eletroquimico devido a
oxida¢do do indicador aumenta no processo da hibridizacao (OZSOZ, 2012).

Os estudos de Millan e Mikkelsen (1993) foram trabalhos pioneiros na
aplicacdo do azul de metileno como indicador de hibridizacdo de DNA. Yang (2002),
apresenta interacdo do azul de metileno com as bases de guanina presentes em um eletrodo
modificado com DNA, alternando as sequéncias de bases de guanina e citosina. A
eletroatividade do azul de metileno ¢ detectada pela interacdo com as guaninas livres.
Estudos espectroscopicos evidenciaram a interagdo eletrostatica entre o azul de metileno
cationico e DNA anionico (LIU, 2012).

Issa e colaboradores (2010) utilizaram o azul de metileno como indicador
eletroativo no desenvolvimento de um biossensor eletroquimico na superficie do eletrodo
de carbono impresso em tela (SPCE) para a deteccdo de acido nucleico relacionado a
Tuberculose. E valido ressaltar que o azul de metileno é muito usado devido a ligagdo nao

covalente e os potenciais facilmente monitoraveis na superficie do eletrodo de carbono



44

impresso em tela (SPCE).

1.2.4 Eletrodos impressos

Os eletrodos impressos agregam todos os eletrodos de uma célula eletroquimica
convencional. Eles possuem diferentes tecnologias para sua constru¢do, como screen-
printing (serigrafia), no qual as tintas condutivas sao transferidas para um substrato através
de uma tela com aberturas. Tintas condutivas de carbono possuem baixo custo e sao de facil
sintese, sendo assim os eletrodos de carbono impressos (PCEs) sdo acessiveis para a
montagem dos biossensores, sendo também portateis e de facil producdo em larga escala,
(KILLARD, 2017). A modificacdo com biomoléculas especificas, os PCEs adquirem
parametros analiticos como sensibilidade e seletividade, que podem ser aumentados com o
uso de nanomateriais como polimeros condutores, nanoparticulas metalicas e materais

derivados do grafeno (FLAUZINO 2022).

1.2.5 Técnicas eletroquimicas

1.2.5.1 Cronopotenciometria

A cronopotenciometria (CP) ¢ uma técnica que realiza a aplicacdo de uma
corrente fixa mantida em um nivel constante durante um intervalo de tempo e o registro da
variagdo do potencial, sendo caracterizado por ser um método galvanostatico (BRETT e
BRETT, 1996). Durante a aplicacdo da técnica de cronopotenciometria, uma pequena
quantidade de carga ¢ o suficiente para o carregamento da dupla camada elétrica na regido
do eletrodo ndo ocorrendo nenhuma reagdo. Entretanto, uma quantidade substancial de
carga ¢ consumida na reacao do eletrodo, assim o potencial em um eletrodo varia apenas
até o final do tempo de transcri¢do, correspondendo ao consumo total das espécies
eletroativas na vizinhanga do eletrodo. A teoria foi descrita por Sand: em uma solu¢ao sem
agitacdo, quando a forma reduzida (R) ndo esta inicialmente presente, a concentragao da

forma oxidada mudara com o tempo de acordo com a equagdo 1 (BRETT e BRETT, 1996):
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21t1/2 N
co(0,t) =co* — — 7 Equacio 1
nFADo2 m2

Co € Co*: correspondem a superficie do eletrodo e no seio da solugao,
respectivamente, as concentragdes da forma oxidada.

I: corrente aplicada;

n: numero de elétrons transferidos;

A area do eletrodo;

F: constante de Faraday;

Do: coeficiente de difusdo das espécies oxidadas;

Quando c, se torna zero, a equagdo 1 torna-se valida se transformando na

equagao 2:

1 1
ItY?2  nFADo2 w2 Equagdo 2

C *0 2

A técnica ¢ usada para o estudo de mecanismo e cinética das reagdes quimicas,
possiveis investigacdes do mecanismo redox e os fundamentos dos sistemas (reversivel,
quase-reversivel e irreversivel) a partir da relagdo entre potencial e concentracao

estabelecido na equacdo de Nernst (BRETT e BRETT, 1996).

1.2.5.2 Voltametria Ciclica

A Voltametria Ciclica (VC) ¢ uma técnica que proporciona informagdes sobre
a termodindmica dos processos redox devido a uma andlise investigativa dos processos
eletrodicos. O estudo cinético das reagdes heterogéneas de transferéncia eletronica ¢
realizado fornecendo informagdes sobre a ocorréncia de reacdes quimicas acopladas a
processos adsortivos (PACHECO et al., 2013).

E uma técnica definida pela varredura linear do potencial em fung¢do do tempo
em uma direc¢ao. O potencial ¢ linearmente aplicado em uma direcao; seja para valores mais

positivos (anodicos) ou negativos (catddicos) até alcancar um potencial maximo (Emax), em
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seguida o potencial ¢ invertido, retornando ao potencial inicial (Ei) ou a outro potencial
minimo (Emin) gerando o primeiro ciclo Figura 12(a). A Figura 12(b) mostra o
voltamograma ciclico da espécie eletroativa com as correntes de picos de oxidagao e

reducdo (BRETT, 1996; SEGATTO, 2017).

Figura 12 - Pertubagdo do potencial em fungdo ao tempo na VC (a), voltamograma ciclico corrente vs
potencial aplicado (b).

(a) (b)

FONTE: BRETT, 1996

1.2.5.3 Voltametria de Pulso Diferencial (VPD)

A Voltametria de Pulso Diferencial (VPD) é uma técnica que consiste na
aplicacdo de pulsos de potencial em fung¢do do tempo. A técnica ocorre a partir da
sobreposicao de pulsos com amplitude fixa a uma rampa de potencial crescente (Figura 13).
A corrente ¢ medida em dois instantes, o primeiro antes da aplicacdo do pulso e outra ao
final do pulso, antes do decaimento completo do pico. A diferenca de corrente ocorre entre
os dois valores de corrente para cada pulso, obtendo uma resposta em fun¢do do aumento

linear do potencial de excitagdo (ALVES, 2018 e SILVA NETO, 2019).
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Figura 13 - Programacao da voltametria de pulso diferencial (a),
voltamograma de pulso diferencial com corrente elétrica em fungdo do potencial (b).
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FONTE: SILVA NETO, 2019.

A técnica apresenta algumas vantagens importantes tais como: aumento da
corrente faradaica, corrente gerada pelos processos de oxidacao e redugdo; e a minimizagao
da corrente capacitiva, devido ao carregamento da dupla camada elétrica. A corrente
observada ¢ a diferena entre as correntes faradaica e capacitiva (SILVA NETO, 2019 BRETT,
1996).

1.2.5.4 Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica (EIS)

A técnica de Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica (EIS, do inglés
Electrochemical Impedance Spectroscopy) ¢ utilizada na andlise de processos
eletroquimicos que ocorrem na interface eletrodo/ solucdo. O fundamento da técnica ocorre
a partir da perturbacdo de natureza senoidal ao potencial de trabalho do sistema
eletroquimico, que pode diferir em fase e amplitude do sinal aplicado (INSTRUMENTS,
2007). A medicdo dessa diferenca possibilita observar que os sinais de baixa amplitude
quando comparados com as técnicas de corrente continua, permite com que as reagoes
quimicas ocorram na interface do estado estacionario. Além de fornecer informagdes em
relacdo as contribui¢cdes de difusdo, cinética, dupla camada, reacdes homogéneas
acopladas, etc. (BRETT e BRETT, 1996).

Algumas vantagens definem a importancia da técnica, uma vez que ¢ uma

técnica ndo-destrutiva e os modelos de circuitos eletronicos simples podem ser usados para
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representar os sistemas eletroquimicos.
A impedancia total de um circuito pode ser calculada com base na Lei de Ohm
( ¢ a medida da resisténcia a passagem de corrente elétrica) sendo expressa pela equagdes

matematicas:

R =_ Equagdo 3

R: resisténcia elétrica, unidade Ohm (€2)
V: tensdo ou potencial elétrico, medido em Volts (V)

i: corrente elétrica, medida em Ampéres(A)

Z= Equagio 4

%4

i

Z: impedancia

V: tensdo ou potencial elétrico, medido em Volts (V)

i: corrente elétrica, medida em Ampéres(A)

Os componentes elétricos obtidos com a impedancia eletroquimica sdo:
Rs: resisténcia do eletrolito/ da solugdo (€2)

Ret: resisténcia a transferéncia de carga (£2)

Cai: capacitancia da dupla camada elétrica (F)

Q/CPE: elemento de fase constante (F)

Os espectros de impedancia obtidos sao:

Diagrama de Nyquist: a representagdo ocorre com os dados da impedancia real
(Z’) vs a impedancia imaginaria (Z”)(Figura 14a). A interpretacdo grafica mostra o
comportamento da superficie analisada do eletrodo. O valor de eixo Z’ em altas frequéncias
descreve a presenca de uma resisténcia da solugdo eletrolitica, em regides de baixa
frequéncia no eixo Z” descreve processos faradaicos. A predomindncia de um
comportamento capacitivo tem-se uma linha perpendicular ao eixo real, um semicirculo
descreve a presenca dos componentes capacitivo e resistivo, um semicirculo negativo esta
relacionado com o efeito indutivo (RIBEIRO, 2020; SEGATTO, 2021).

Diagrama de Bode: a representagao ocorre com o modulo da impedancia versus
o logaritmo da frequéncia (f/Hz)Figura 14(b), descrevendo caracteristicas sobre magnitudes

de resisténcia da solu¢do e magnitude da impedancia total do sistema ou o angulo de fase



49

versus o logaritmo da frequéncia. Além disso, um circuito equivalente e apropriado para o
sistema € construido na representagao que pode ocorrer também com o angulo de fase
(@) vs logaritmo da frequéncia (f/Hz) Figura 14(c), descrevendo caracteristicas a respeito

das diferentes constantes de tempo e como elas sdo relacionadas com a frequéncia.

Figura 14 — Espectros obtidos por EIS: (a) Diagrama de Nyquist; (b)Diagrama de Bode, na forma |Z|
vs. log (J/Hz); e (¢) Diagrama de Bode na forma ¢ vs. log (J/Hz);
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FONTE: SEGATTO, 2021.

1.3 Eletrodeposicao

A eletrodeposicdo ¢ definida por um processo eletroquimico que prepara a
deposi¢ao de filmes na superficie de materiais condutores. O material eletrodepositado ¢
formado a partir da passagem de corrente elétrica dentro de uma célula eletroquimica, um
dispositivo que consiste em dois eletrodos condutores ou semicondutores imersos em um
eletrolito. Na célula eletroquimica, o eletrodo de trabalho é constituido pelo catodo
enquanto que o contra-eletrodo ¢ constituido pelo anodo. A regido do eletrodo de trabalho
apresenta o processo da eletrodeposicao e a regido do contra-eletrodo ird fechar o circuito
elétrico. Os eletrolitos sao normalmente solugdes aquosas preparadas pela dissolucao de
sais metalicos contendo ions positivos e negativos (PASA e MUNFORD, 2002)

A passagem da corrente elétrica ocorre entre os eletrodos condutores a partir do

potencial aplicado devido ao movimento de espécies carregadas, por meio da migracio e
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difusdo. As reacdes de oxidacao/ redugdo das espécies idnicas ocorridas na superficie do
eletrodo sdo provenientes da ocorréncia de reagdes eletroquimicas no processo de interface

do eletrodo (PASA; MUNFORD, 2002).

Figura 15 - Mecanismo de formacdo e crescimento do filme na superficie do eletrodo de trabalho
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FONTE: adaptado PASA e MUNFORD, 2002

O processo da eletrodeposi¢ao pode ser descrito pela Figura 15. Inicialmente
um ion solvatado ¢ transportado na superficie do eletrodo passando pela camada de difusdo.
No segundo momento ocorre o afrouxamento da esfera de solvatagdo pela transferéncia
eletronica sendo adsorvido no eletrodo. No terceiro momento, ocorre a perda das moléculas
de dgua da camada de solvatacao e o ion livre adsorve-se na superficie do eletrodo. Num
quarto momento ¢ observada a formagao dos sitios de deposi¢cdo conhecidos como sitios de
nucleagdo. Os sitios de nucleagdo sdo formados por nucleos (ilhas) que se desenvolvem
para graos formando depdsitos compactos que crescem no topo da superficie do eletrodo,
possibilitando o crescimento das nanoparticulas. (PASA; MUNFORD, 2002).

O processo de eletrodeposi¢cdo, também conhecido como deposicao
eletroquimica, possibilita a movimentacao dos ions saindo do seio da solucdo e reduzidos
na superficie do eletrodo de trabalho. A eletrodeposi¢dao de filmes metalicos ou 6xixdos

metalicos tem grande aplicacao na eletrocatalise (LEITE, 2018).
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1.4 Nanoparticulas

O rapido avango na area da nanotecnologia possibilitou a sintese e fabricacao
de nanoparticulas (NPs) de diversos materiais, que possuem propriedades distintas de seus
materiais de origem (bulk). A sintese de nanoparticulas pode partir do material de origem,
caracterizando uma metodologia fop-down, ou partir de 4tomos e ions individuais,
caracterizando uma sintese botfon-up. Essas nanoparticulas, em geral, possuem maior area
superficial e efeitos eletrocataliticos e/ou Opticos superiores aos materiais de origem,
possuindo dimensdes na ordem de 1 a 100 nm (KHAN et al., 2019). Desse modo, novos
horizontes estdo surgindo para aplicagdo de nanoparticulas em biossensores e bioensaios
(MALHOTRA ¢ PANDEY, 2017).

As nanoparticulas apresentam trés camadas em sua composi¢do. A primeira
camada ¢ a camada superficial, apresenta uma variedade de pequenas moléculas, ions
metalicos, surfactantes e polimeros para a funcionalizagdo. A segunda camada é composta
pela casca, material quimicamente diferente do ntcleo. A terceira camada € composta pelo
nucleo, definido como a porg¢ao central das nanoparticulas (KHAN et al., 2019).

As propriedades fisicas das nanoparticulas sdo importantes e fundamentais para
as diversas aplicagdes. Segundo Strambeanu e colaboradores (2015), as nanoparticulas
podem ser definidas pelas seguintes caracteristicas:

e Area de superficie: as propriedades se modificam tanto no tamanho das particulas
quanto na interagdo com os sistemas.

e Propriedades Opticas: as nanoparticulas possuem propriedades Opticas especificas
visto que suas dimensdes limitam a espessura da camada de elétrons comum dos
metais gerando efeitos quanticos.

e Uniformidade: os componentes que formam as nanoparticulas (clusters,
agregados, metais ou filamentos, etc) sdo definidos pela interagdao de forcas entre
as moléculas ou dtomos de uma particula e a relagdo entre as forcas de interagao
presentes nas particulas.

e Funcionalizacdo: interacdo existente entre os grupos funcionais presentes nas
nanoparticulas e os respectivos componentes de interacdo (moléculas, polimeros,
enzimas, etc) de acordo com as caracteristicas fisico-quimicas.

Considerando as diferentes composicdes e dimensdes das nanoparticulas, sua

aplicabilidade vem se tornando importante, ja que sdo usadas para a transdugao eletronica,
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Optica e micro gravimétrica em diferentes eventos de reconhecimento biomolecular. O sinal
proporcionando das nanoparticulas fornecem base para deteccdo Optica e elétrica
ultrassensivel com sensibilidade semelhante ao PCR. As NPs permitem relacionar a
interface dos eventos de reconhecimento de DNA com transdugdo do sinal eletroquimico
com amplificacdo da resposta resultante (ZHANG et al., 2008).

Na construgdo de sensores eletroquimicos, as NPs metalicas se destacam pois
melhoram as propriedades elétricas e condutoras dos eletrodos, desenvolvendo assim
biossensores mais sensiveis e seletivos. Metais nobres como ouro, platina e prata sdo muito
utilizados para sintese de NPs, porém o alto custo limita sua utilizagdo. Dessa forma, ha
uma procura de outros metais para sintese de nanoparticulas, dentre eles o cobre, uma vez
que trata-se de um material de custo mais baixo e com estabilidade semelhante aos metais
nobres e superior a metais mais abundantes como ferro. (REGIART et al, 2015). A
eletrodeposicdo de nanoparticulas metalicas diretamente na superficie de eletrodos
proporciona um aumento da area superficial do transdutor, aumentadando também a
condutividade e caracteristicas eletrocataliticas que propiciam o aumento do limite de
deteccao (REGIART et al., 2015).

As nanoparticulas de cobre se apresentam como um excelente eletrocatalisador
em reacdes de oxidacdo e redugdo devido ao sobrepotencial de hidrogénio relativamente
alto. Os eletrodos modificados com nanoparticulas de cobre sdo amplamente empregados
como anodo com a finalidade da oxidagdo eletrocatalitica de varios compostos, como
alcoois. Em contrapartida, elas tém sido usadas como catodo na reducdo eletrocatalitica de
nitrato, didoxido de carbono assim como também compostos nitroaromaticos
(ALLAHNOURI et al., 2019).

Conforme Sundaresan e colaboradores (2015), o cobre ¢ um material abundante
e econdmico em comparagdo com a prata e o ouro. Além disso, apresenta funcionalidade
da superficie, carater magnético avancado, atividade quimica e excelente condutividade

elétrica.



53

2. OBJETIVO GERAL

Desenvolver e avaliar um genossensor confeccionado usando a eletrodeposi¢do
de nanoparticulas de cobre sobre eletrodos impressos a base de tinta de carbono (PCE) para

a deteccao do Hantavirus.

2.1 Objetivos Especificos

a) Otimizar o pré-condicionamento dos eletrodos impressos;

b) Depositar eletroquimicamente as nanoparticulas de cobre;

c¢) Detectar eletroquimicamente o alvo complementar (Hant 2);

d) Avaliar a especificidade frente a sequéncias de oligonucleotideos ndo
complementares;

e) Avaliar a seletividade na presenca de componentes do soro;

f) Avaliar o limite de detec¢do e o limite de quantificacao;

g) Avaliar a estabilidade do biossensor;
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3. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1 Reagentes e solucoes

Os reagentes utilizados nos processos experimentais foram: acido sulfurico,
Sigma Aldrich Chem.® (St. Louis, MO, USA) com grau de pureza (99%); A solucdo
preparada com hidrogenofosfato dissddico (0,1 mol L") com grau de pureza (> 99%),
hidrogenofosfato monossodico (0,1 mol L-1) com grau de pureza (= 98%) e cloreto de
potassio (0,1 mol L) obtidos da Neon (grau P.A.), constituiu o tampdo fosfato salino; o
hexacianoferrato (III) de potéssio obtido da Acros Organics com grau de pureza (> 99%);
o hexacianoferrato (II) de potassio obtido da Fluka Analytical com grau de pureza (>
99,5%); o acetato de butilglicol com grau de pureza (> 98%) adquirido da Dinamica; a
resina vinisol H (grau P.A.) adquirido da Mexichem S/A; o metil isobutil cetona adquirido
da Vetec com grau de pureza (99%); o grafite em flocos (325 mesh) adquirido da Sigma
Aldrich® com grau de pureza (>99%); o negro de fumo obtido do Arinos; o sulfato de cobre
pentahidratado (CuS0O4.5H>0) foi obtido da Dindmica ® (grau P.A.); o hidroxido de sédio
(NaOH) obtido da Synth® (grau P.A.); o azul de metileno (Ci6HisCIN3S) obtido da Synth®
(grau P.A.). A sequéncia da sonda especifica para o hantavirus e RNA gendmico foram
fornecidos pelo grupo de pesquisa em Microbiologia Aplicada do Centro de Biotecnologia
de los Recursos Naturale, Universidad Catoélica del Maule, Talca, Chile. Os
oligonucleotideos sonda (Hant 1) e alvo (Hant 2) foram sintetizados e obtidos
comercialmente. Os oligonucleotideos foram adquiridos da Alpha DNA e preparados em
uma solu¢do de tampdo fosfato salino (0,1 mol L™, pH = 7.4).

As massas dos reagentes foram pesadas em quantidades adequadas em uma
balanga analitica da Shimadzu, modelo AUW220D, as solugdes foram pipetadas com
micropipetas volumétricas e transferidas para baldes volumétricos apropriados. O volume
do balao volumétrico foi acertado com a adi¢ao de dgua deionizada (condutancia 0,05 uS)
em sistema Master (Gehaka, Brazil).

As solugdes usadas no sistema eletroquimico com os eletrodos impressos foram
preparadas no momento da utilizacdo experimental sendo borbulhadas com nitrogénio
ultrapuro sobre a superficie do eletrodo por 10 minutos antes de seu uso, para remog¢ao do

oxigénio dissolvido. Os oligonucleotideos foram armazenados sob refrigeracdo em
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temperatura abaixo de 0°C.

3.2 Instrumentacao

Os eletrodos impressos com tinta de carbono (PCE), montados de forma
artesanal, foram conectados a uma estagdo de trabalho eletroquimica. O adaptador de
eletrodo impresso utilizado foi o DropSens, sendo necessario 80 puL de solu¢do na
superficie do eletrodo. As técnicas eletroquimicas, voltametria ciclica, voltametria de pulso
diferencial, cronopotenciometria e impedancia eletroquimica foram realizadas em um
potenciostato/galvanostato da Metrohm/Autolab, modelo PGSTAT302N equipado com
moédulo FRA, Utecht, utilizando o software NOVA, para obtengdo e tratamento dos dados

experimentais Figura 16.

Figura 16 - Potenciostato Metrohm/Autolab PGSTAT302N (a), conector DropSens (b).

FONTE: elaborada pela autora, 2022.

As imagens de morfologia da superficie dos eletrodos impressos foram obtidas
com um microscopio eletronico de varredura da LMU, modelo Vega3, (TESCAN, Czech
Republic) operado a 5,00 kV, do Laboratorio de Multiusuarios do Instituto de Quimica da
Universidade Federal de Uberlandia (IQ-UFU), Figura 17. O revestimento das superficies
das amostras com ouro (5nm de espessura) foi obtido por um pulverizador Quorum, modelo
150 R e corrente de 20 mA. O recobrimento tem como objetivo de melhorar a qualidade da

imagem direcionando os elétrons de forma adequada para a analise da amostra.
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Figura 17 — Equipamento de metalizacdo (2 esquerda) e microscopio eletronico de varredura (2 direita)

FONTE: elaborada pela autora, 2022.

As imagens morfoldgicas da superficie dos eletrodos foram realizadas com a
técnica de Microscopia de Forga Atomica (AFM - Atomic Force Microscope) utilizando
um microscopio de for¢a atomica da Hitachi, modelo AFM5100N ( Japao), com os dados
de rugosidade média quadratica (Rq), Figura 18. O procedimento adotado foi o modo de
contato intermitente, utilizando um cantilever comercial de silicone e as informagdes

coletadas a temperatura ambiente.

Figura 18 — Microscopio de Forca Atomica da Hitachi; modelo 5100N

FONTE: adaptado SILVA NETO,2019.

3.3 Preparacio de tintas de carbono e de prata
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Considerando a composi¢do de trés eletrodos para a célula eletroquimica,
utilizou-se a tinta de carbono para a impressao dos eletrodo de trabalho e contra-eletrodo,

utilizou-se a tinta de prata para a impressao do eletrodo de referéncia, Figura 19.

Figura 19 — Eletrodos impressos com tinta de carbono e prata: (a) eletrodo de trabalho, (b) contra

eletrodos, (¢) eletrodo de referéncia.

(a)

(©)

(b)

FONTE: MOCO et al., 2021

Paula (2014); descreve o preparo da tinta de prata misturando duas solucdes
recém- preparadas. A primeira solugdo foi preparada com 10 g de flocos de prata e 1,9 mL
de acetato de butilglicol. A segunda solugdo foi preparada com 10 mL de resina vinisol a
20% em metil isobutil cetona, sendo aquecida a 50°C e agitada até sua solubilizagdo
completa. Retirou-se uma aliquota de 1,022 g da solugdo preparada com resina vinisol para
que fosse adicionada a solugdo de flocos de prata. A mistura foi mantida em aquecimento
e em agitacdo constante para a homogeneizagao da tinta.

Moco e colaboradores (2021); prepararam a tinta de carbono misturando 1,6 g
de resina vinisol H em 11,0 mL de metil isobutil cetona aqueceu a 50 °C sob agitacdo
constante. Em seguida, adicionou-se a solucao 7,3 g de flocos de grafite (325 mesh), 1,6 g
de negro de fumo e 9,0 mL de acetato de butilglicol a solucao. A mistura foi mantida a 50

°C sob agitacao para a homogeneizacao da tinta.

3.4 Construc¢ao do PCE/Ag
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O design do eletrodo de carbono impresso em tela de vinil foi criado no Corel
Draw 2018, os moldes dos eletrodos foram feitos com um plotter Roland 540 com agulha
Roland de 45°. O tempo de fabricacao foi de 50 a 60 minutos para o desenvolvimento de
todas as etapas. O adesivo de vinil apresenta dimensdes 210 nm por 297 nm (dimensdes
compativeis com uma folha A4). Essa dimensao comporta 63 recortes de eletrodos (MOCO
et al., 2021). O substrato impresso para o PCE fabricado foi cloreto de polivinila (PVC).

A etapa inicial consiste na colagem do adesivo vinilico sobre a superficie de
PVC Figura 20(a). A regido delimitada pelo eletrodo de referéncia ¢ retirada e, com um
adesivo auxiliar, a trilha do contra eletrodo e do eletrodo de trabalho sdo protegidas. Em
seguida, aplicou-se a tinta de prata com uma espatula retilinea no trajeto do eletrodo de
referéncia Figura 20(b). O eletrodo foi aquecido a 55 °C por 25 minutos para a cura da tinta
de prata, Figura 20(b). Os adesivos que cobriam as areas do eletrodo de trabalho e o contra
eletrodo sdo removidos e a area do eletrodo de referéncia ¢ coberta com um adesivo. Em
seguida, a tinta de carbono ¢ aplicada nas regides do eletrodo de trabalho e contra eletrodo
utilizando a espatula retilinea Figura 20(b). Apds esse processo, o eletrodo ¢ levado ao
aquecidos a 55 °C por 25 min para a cura da tinta de carbono. Apds o processo, os eletrodos
sdo recortados, os adesivos sdo retirados e os moldes colocados Figura 20(c), para

determinar a 4rea eletroanalitica do PCE, conforme as etapas descritas na Figura 20(d).

Figura 20 - Construcdo ¢ montagem do eletrodo de carbono impresso em tela PCE/Ag (a) Adesivo de
vinil com molde das regides dos eletrodos de trabalho, contra-eletrodo e eletrodo de referéncia. (b)
Ap0s a remogao dos adesivos, as tintas de carbono e prata sao passadas. (c) O adesivo do molde ¢

usado para isolar e delimitar a area eletroanalitica. (d) PCE / Ag final.

FONTE: MOCO et al., 2021.

3.5 Preparo e selecido dos eletrodos impressos de PCE/Ag
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Ap0s a construgdo dos eletrodos impressos (Figura 21), os eletrodos foram pré-
condicionados, como uma forma de limpeza quimica da superficie, conforme o
procedimento padrdo do laboratério. O pré-condicionamento baseou-se na varredura
ciclica de potencial no intervalo de 0 até +1 V, primeiro em solucao de acido sulfurico 0,5
mol L', e depois em solucio tampdo fosfato (PBS 0,10 mol L *! pH = 7,4) que ¢ o eletrdlito
suporte dos proximos experimentos. Em tampao fosfato foram feitos voltamogramas
ciclicos em duas velocidades 25 ciclos a 500 mV/s e 6 ciclos a 100 mV/s. O tltimo VC a
100 mV/s de cada eletrodo ¢ comparado com os demais por se tratar do perfil capacitivo do
eletrodo. Posteriormente ao condicionamento eletroquimico, os eletrodos sao lavados com
agua deionizada e secos em fluxo de nitrogénio (NETO el al.; 2019; MOCO et al., 2021).
O principal objetivo do pré-condicionamento € a estabilizacdo da corrente nao-

faradaica, gerando um perfil capacitivo ao sistema eletroquimico. Quando os VC
apresentam corrente de pico de oxidacdo e redug¢do ou uma grande variacdo nos valores de

correntes nao-faradaica, eles sdo descartados.

Figura 21 — Eletrodos confeccionados com PCE/Ag
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FONTE: elaborada pela autora, 2022.

3.6 Eletrodeposi¢cao de nanoparticulas de cobre

A eletrodeposi¢do de nanoparticulas de cobre ocorreu nos eletrodos impressos
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pré-condicionados  eletroquimicamente. As  nanoparticulas de cobre foram
eletrodepositadas pela técnica galvanostatica. Na primeira etapa, 80 puL da solucdo de
sulfato de cobre pentahidratado 10 mmol L' foram adicionados sobre os eletrodos
impressos de PCE/Ag, aplicou-se uma corrente de -225 pA 60 s, reduzindo Cu?" para Cu’,
o que resultou no surgimento de um pico de redugao.

Em seguida, observou-se a oxidagdo espontanea do cobre em contato com o
oxigénio do ar, formando o¢xidos na superficie eletrodepositada. Para estabilizar as
nanoparticulas formadas, adicionou-se uma solucdo de hidroxido de s6dio a 0,1 mol L'
sobre o eletrodo e aplicou-se 20 ciclos de varredura a 100 mV/s no intervalo de potencial

de 0 a+1 V (PEREZ-FERNANDEZ et al., 2017).

3.7 Caracterizacao das nanoparticulas de cobre por MEV e AFM

Os eletrodos impressos (PCE) foram analisados morfologicamente por imagens
de AFM e MEV. Os equipamentos e os parametros utilizados sdo aqueles descritos no
topico 3.2. As analises foram realizadas ap6s pré-condicionamento e a eletrodeposi¢do de
nanoparticulas de cobre sobre sobre os eletrodos. Apds os procedimentos experimentais
usuais, os eletrodos impressos pré-condicionados foram secos sob fluxo de gas nitrogénio
ultrapuro e juntamente com os eletrodos depositados com nanoparticulas de cobre foram
colocados em dessecador a vacuo, em temperatura ambiente, por 24 horas antes da anélise
de MEV e AFM. Durante o transporte do material para a realizacdo do MEV e do AFM, os
eletrodos foram mantidos em atmosfera de nitrogénio ultrapuro em sistemas fechados para

evitar contaminagao.

3.8 Caracterizacao eletroquimica das nanoparticulas de cobre

O comportamento eletroquimico dos PCEs relacionado com a transferéncia de
elétrons foi observado com as medidas de voltametria ciclica em solu¢dao de KC1 0,1 mol
L' com K4Fe(CN)s/K3Fe(CN)s 5 mmol L antes e apds a eletrodeposicdo de nanoparticulas

de cobre para observar mudangas na area eletroativa do eletrodo. Os parametros
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estabelecidos foram 5 voltamogramas ciclicos com velocidade de varredura de 100 mV/s,
aplicados na faixa de -0,5 a +1,0 V. Os resultados foram analisados dentro da equagao de
Randles-Sevcik para reagdes reversiveis que apresentam corrente de pico relacionadas com

a concentracao da espécie eletroativa a 25°C:

ip = (2,69x105)n32 CDi v_;A Equagio 5
Ip = corrente de pico (A)
n = namero de elétrons transferidos
C = concentragdo da espécie eletroativa (mol/cm3)
D = coeficiente de difusdo (cm? /s)
v = velocidade da varredura (V/s)

A = 4rea do eletrodo (cm?)

Apds estudo voltamétrico, caracterizou-se os eletrodos com a técnica de
espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE). As medidas foram realizadas com os
eletrodos antes e apds o processo de eletrodeposicdo das nanoparticulas de cobre. Os

eletrodos com perfil eletroquimico diferente do padrao foram descartados.

3.9 Imobilizacao da sonda DNA Hant 1 e detec¢ao indireta do alvo Hant 2

A imobilizagdo da sonda especifica de DNA Hant 1 (5-
GGATCAACTGGTTTTGTAGCCAATT-3") 0,1 mol L! em tampao fosfato de sodio foi
realizada na superficie do transdutor. Gotejou-se 5 pL de Hant 1 na regido do eletrodo de
trabalho dos PCEs e mantidos hermeticamente fechados por 25 minutos a 25 °C. Esse
intervalo de tempo ¢ necessario para que ocorra o processo de adsorcao fisica da sonda a
plataforma PCE/CuNp/Hant1. Posteriormente, os PCEs foram lavados por 5 segundos por
imersdo em tampdo fosfato de sodio (0,1 mol L' pH = 7,4) para que as sondas ndo-
adsorvidas se lixiviassem da plataforma.

Em seguida, adicionou-se o alvo de DNA, Hant 2, sendo gotejados 5 pL dessa
solucdo na regido do eletrodo de trabalho para a avaliagdo da especificidade da sonda
imobilizada. Os PCEs foram levados a uma temperatura de 55 °C por 25 minutos, para
promover o anelamento entre sonda e alvo. Ap6s a hibridizag¢do, os PCEs foram lavados

por 5 segundos, por imersdo em tampao fosfato de sédio (0,1 mol L pH = 7.4) com a
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finalidade de remover biomoléculas que ndo se anelaram a sonda.

Gotejou-se 5 pL da solucio de azul de metileno 50 pmol L', sobre a regido do
eletrodo de trabalho dos PCEs para a detec¢dao indireta da hibridizagdo do DNA. Os
eletrodos foram mantidos hermeticamente fechados durante 25 minutos a 25°C. Em
seguida, os eletrodos foram lavados em dgua deionizada por 5 segundos e caracterizados

utilizando a técnica de Voltametria de Pulso Diferencial (VPD) Figura 22.

Figura 22 — Esquema representativo da confecg@o da plataforma PCE/NpCu-Hant 1/Alvo Hant2/Azul
de metileno
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FONTE: elaborada pela autora, 2022.

3.10 Construcao da curva analitica

A curva de calibracao do biossensor foi obtida utilizando uma solucao de DNA
de fita simples complementar a sonda Hant 1
(5’AATTGGCTACAAAACCAGTTGATCC) nas concentragdes de 0,03 pg/mL, 0,3
pg/mL, 3 pg/mL, 30 pg/mL e 300 pg/mL. Utilizou-se o programa Origin® para fazer o
grafico da corrente de pico de reducao do azul de metileno em fungdo da concentragdo do
alvo Hant 2. Para cada ponto da curva, foram realizadas medidas em triplicatas com

eletrodos diferentes.
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No célculo da sensibilidade considerou-se o coeficiente angular da reta (S) e o
desvio padrao do branco (6) Os limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) foram
calculados usando as equagdes (SHRIVASTAVA; GUPTA, 2011):

LD = 3_6 Equagao 6
S
106 <
LQ = — Equagao 7
S

3.11 Estudo de estabilidade dos PCEs

As estabilidades dos PCEs foram analisadas durante um intervalo de tempo de
7, 15, 21 e 30 dias. Os eletrodos modificados com a sonda na plataforma (PCE/CuNp-
Hantl/Alvo Hant2/MB) foram armazenados em camaras imidas hermeticamente fechadas
e sem a presenca da luz a 8°C. Posteriormente, os eletrodos foram avaliados

eletroquimicamente conforme o item 3.9.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Selecao dos eletrodos impressos PCE/Ag

Os eletrodos impressos PCE/Ag foram selecionados apds apresentarem um bom
comportamento no pré-condicionamento eletroquimico. A sele¢do ocorreu a partir da analise
de voltamogramas obtidos em soluc¢do de acido sulfurico de 0,5 M e tampao fosfato (0,1 mol
L', pH = 7,4) na faixa entre -50 nA a 150 nA. O objetivo é obter uma padronizag¢io e uma
reprodutibilidade dos perfis eletroquimicos dos eletrodos antes da iniciagdao dos testes.
Considerando que a constru¢ao dos eletrodos PCE/Ag ndo apresenta nenhum tipo de pré-
tratamento fisico, como polimento mecanico da superficie do eletrodo de trabalho, o
condicionamento dos eletrodos impressos ¢ uma forma eficaz de selecio dos mesmos. O

resultado eficaz do pré-condicionamento eletroquimico € apresentado na Figura 23.

Figura 23 — Registro do ultimo voltamograma ciclico do PCE/Ag em solucdo tampao fosfato 0,1 mol
L', v=100 mV/s
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FONTE: elaborada pela autora, 2022.
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O pré-condicionamento possui a finalidade de remover os possiveis
contaminantes interferentes adsorvidos na superficie. Portanto, os eletrodos que nao

apresentaram o perfil eletroquimico definido pelo grupo de pesquisa foram descartados.

4.2 Caracteristicas das nanoparticulas de cobre

As nanoparticulas de cobre foram produzidas pelo processo de eletrodeposigao.
O mecanismo da eletrodeposi¢do envolve inicialmente uma etapa de redugdo do cation
Cu(II) na superficie do eletrodo, essa redug@o ocorre a partir de um potencial ou corrente
aplicada (BRETT, 1996). A eletrodeposi¢ao possibilita a producao de nanoparticulas com
caracteristicas especificas, como o tamanho, a morfologia ¢ a composi¢do. E um processo
unico, simples, rapido e barato, com a vantagem da adsor¢@o da nanoparticula na superficie
do substrato (MOHANTY, 2011).

Para a formacdo das nanoparticulas de cobre, o uso da técnica galvanostatica,
ocorre a aplicacdo de uma corrente constante entre o eletrodo de trabalho e o contra-
eletrodo, medindo-se o valor da tensdo entre o eletrodo de trabalho e o eletrodo de
referéncia em func¢do do tempo (cronopotenciometria) (MACDONALD, 1977). Nesse
processo, ha um pseudo referéncia no qual a aplicacdo da corrente elétrica induz ao
processo de redugdo facilitando a formacao das nanoparticulas de cobre. Os processos
catodicos encontrados em PCEs possibilitam a redu¢do do cobre Cu®" a Cu’ em um
potencial mais negativo, visto que € observado a rea¢do de redugdo de oxigénio (ORR)
(Figura 24A). A reagdo de redugdo de oxigénio (ORR) caracteriza a redu¢do do gas
oxigénio em agua. A transferéncia eletrOnica ocorre na solucdo de cobre permitindo a
reducdo do composto. Apds isso, o hidroxido de sdédio ird protonar a superficie
possibilitando a adsor¢ao da superficie catalitica (Figura 24B) (WU et al.,, 2017).

E valido ressaltar que a eletrodeposicio possibilita a catalise da reagdo de
evolugio de hidrogénio (HER) (PEREZ-FERNANDEZ, 2017). Segundo Wu e
colaboradores, a reacdo pode ocorrer em meio acido ou meio alcalino, considerando em

meio alcalino:

HER: 2H,O +2¢ — H;+20H" Equagdo 8
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As nanoparticulas depositadas na superficie dos PCEs gera um aumento da
atividade catalitica. O tamanho reduzido das nanoparticulas produz um aumento da area

superficial ativa (WU et al., 2017).

Figura 24 - (a) Cronopotenciograma do PCE em solu¢ido de CuSO4.5H,0 e (b) Voltamograma ciclico
da estabiliza¢do das nanoparticulas de cobre na solu¢do de NaOH 0,1mol L' no PCE
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FONTE: elaborada pela autora, 2022.

A deposicao das nanoparticulas de cobre ocorre in situ, ou seja, diretamente na
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superficie do eletrodo de trabalho, permitindo que nao ocorra perdas e diferencas
quantitativas das nanoparticulas formadas. Esse método ¢ mais vantajoso do que a
deposicdo de nanoparticulas de cobre por drop casting, que pode ocasionar a perda da
estabilidade das nanoparticulas, uma vez que a solucdo de nanoparticulas é preparada em
meio aquoso, eletrodepositada e seca sobre o eletrodo. Dessa forma, a técnica de
eletrodeposi¢dao ¢ mais simples, rapida e facil, podendo ser utilizada para o preparo de
superficies de eletrodos quimicamente modificados com nanoparticulas (KUMAR, et al.,
2020) .

Os fundamentos que permeiam o desenvolvimento das nanoparticulas de cobre
sdo alta condutividade e caracteristicas eletrocataliticas (REGIART, et al., 2014). A
eletrocatdlise ¢ definida como a catalise heterogénea de reagdes eletroquimicas que
ocorrem na interface eletrodo/ eletrolito, resultando na modificacdo da velocidade de uma
reacdo eletroquimica. Além disso, as propriedades podem variar de acordo com as

diferentes dependéncias das taxas do potencial elétrico (LEGER e HAHN, 2007).

4.3 Caracterizacio por microscopia dos PCEs modificados com CuNps

A caracterizagdo por meio da Microscopia de Forga Atomica (AFM) possibilitou
a obtencdo de uma imagem topografica com resolugdo atomica, fundamentando-se na
varredura da amostra por uma ponteira piramidal, de 100 a 200 um de comprimento, aderido
a um cantilever. No mecanismo de funcionamento do AFM, o cantilever sofre uma deflexao
devido a aproximacao e o afastamento entre a ponteira e a amostra devido a forca de interacao.
A técnica traz o mapeamento de certas propriedades mecanicas e fisico-quimicas dos
materiais que as compoem (SILVA NETO, 2019).

A microscopia dos eletrodos de PCEs e PCEs/CuNps foi realizada por meio de
medidas de AFM e MEV, Figuras 25 e 26. A rugosidade dos eletrodos impressos variou-se
com o tempo eletrodeposicdo das nanoparticulas. Nos eletrodos PCEs sem eletrodeposi¢ao
de nanoparticulas de Cu® observou-se uma estrutura muito irregular com alto coeficiente de
rugosidade média (Rq = 238,9 £ 16,7 nm) Figura 25(a). Ap6s a modificagdo com as
nanoparticulas de Cu’ observou-se regides do eletrodo mais globulares, aliado a uma queda
da rugosidade média (Rq = 154,9 £ 12,3 nm) Figura 25(b), podendo ser justificado pelo

recobrimento da superficie irregular do eletrodo, principalmente os vales, tornando a
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superficie mais plana.

Figura 25 - Imagens por microscopia de forca atomica em duas dimensoes para PCEs (a) PCE sem
modifica¢des (b) PCE com nanoparticulas de cobre

FONTE: elaborada pela autora, 2022.

O coeficiente de rugosidade média ¢é calculado a partir de uma média quadratica
dos valores de vales e picos. Considerando esses valores elevados ao quadrado, os minimos
valores que se diferem da média sdo mais impactantes nos resultados da rugosidade (SILVA
NETO, 2019).

Observou-se que nanoparticulas de cobre interagem com os eletrodos impressos.
Resultando numa superficie mais homogénea e regular, sendo evidenciado pelo decréscimo
da rugosidade dos eletrodos PCEs/CuNps.

A morfologia observada na Figura 25(a) mostra as caracteristicas da tinta de
carbono na superficie do eletrodo de trabalho, evidenciando uma regido com irregularidade e
porosidade devido ao carbono, sendo corroborado com o trabalho de NETO (2019), indicando
a presenca de sulcos, aglomerados e placas (carbon flake) recobertas com material de maior
granulacao (carbon black/ negro de fumo).

Observou-se com o MEV uma diferenciagdo mais pronunciada da rugosidade
com a formagdo das nanoparticulas de cobre, principalmente nas imagens com ampliacdes
20000X e 30000X, visto que ha maior uniformidade da superficie, com a formagdo de
pequenos granulos distribuidos ao longo das nanoestruturas formadas, Figuras 26 ¢ 27. A
superficie do eletrodo PCEs/CuNps ficou mais homogénea em comparacao com os eletrodos

de tinta de carbono.
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Figura 26 - Imagens por microscopia eletronica de varredura da regido de trabalho eletroquimica dos
PCEs sem modificagdes. Na primeira linha ampliagoes de 5000X, na segunda 10000X, e na terceira
20000X.
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FONTE: elaborada pela autora, 2022.
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Figura 27 - Imagens por microscopia eletronica de varredura da regido de trabalho eletroquimica dos
PCEs com nanoparticulas de cobre. Na primeira linha ampliagdes de 5000X, na segunda 10000X, e na
terceira, respectivamente 20000X e 30000X.
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FONTE: elaborada pela autora, 2022,




72

Figura 28 - Histograma do tamanho das CuNps
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FONTE: elaborada pela autora, 2022.

A identificado e a quantificagdo da composi¢gdo das nanoparticulas de cobre
na superficie dos eletrodos foi realizada com a espectroscopia dispersiva de energia de raios
X (EDS, EDX ou XEDS) acoplada ao microscopio eletronico de varredura (MEV). Os
atomos que estdo na superficie sdo excitados pelo feixe de elétrons, emitindo comprimentos

de onda especificos de raios X que sdo caracteristicos da estrutura atobmica dos elementos
(EBNESAJJAD, 2013).

Figura 29- Imagens EDX da superficie do eletrodo apés a eletrodeposicao das nanoparticulas de cobre
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FONTE: elaborada pela autora, 2022.

Analises de EDX confirmam a presenga de de cobre, grande quantidade de
carbono devido a tinta de carbono e sddio proveniente da estabilizacdo das nanoparticulas,
Figura 29. Tanto na microscopia eletronica de varredura como no espectro EDX, as

nanoparticulas esféricas de cobre sdo observadas sobre a superficie do eletrodo.

4.4 Caracterizacio eletroquimica dos PCEs modificados com CuNps

A equacdo de Randles-Sevcik possibilita determinar a 4rea eletroativa dos
eletrodos. Pardmetros eletroquimicos obtidos nos voltamogramas ciclicos mostraram
caracteristicas distintas dos eletrodos de PCE na auséncia e na presenca de nanoparticulas
de Cu°.

Os parametros eletroquimicos obtidos nos voltamogramas ciclicos estdo
reunidos na Tabela 2. Os valores obtidos foram usados para calcular a area

eletroquimicamente ativa dos eletrodos.



Tabela 2 - Voltamogramas ciclicos dos eletrodos de PCE sem modifica¢des e de PCE com

nanoparticulas de cobre
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Eletrodos Ipa (HA) Ipc (HA) Epa (V) Epc (V) AEp
impressos
PCE 54,770 -41,140 0,460 -0,070 0,530
PCE + 87,020 -87,980 0,300 -0,010 0,310
CuNps
FONTE: elaborado pela autora, 2022.
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Figura 30 - Voltamogramas ciclicos na solucdo de K4Fe(CN)e/K3Fe(CN)s do eletrodo impresso de
carbono sem modifica¢des (PCE) e modificados com nanoparticulas de cobre (PCE/CuNps)
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FONTE: elaborada pela autora, 2022.

Calculo do valor padrao do PCE, considerando que o didametro vale 2,64mm:
A = nr?
A = (3,141).(0,1322)
A =0,0547

A area geométrica do eletrodo de trabalho (com didmetro de 2,64mm) ¢ 0,0547
cm?. Enquanto a area eletroquimicamente ativa do PCE sem modificagdes ¢ 0,0484 cm?
e a area eletroquimicamente ativa do PCE modificado com nanoparticulas de cobre ¢
0,0743 cm?. A maior area eletroquimicamente ativa do PCE|CuNp evidencia a existéncia
de mais sitios ativos na superficie do eletrodo com nanoparticulas. Outro aspecto relevante
¢ o comportamento eletrocatalitico das nanoparticulas de cobre que resultou no decréscimo
do valor de (AEp) da solucdo de K4Fe(CN)e¢/K3Fe(CN)s refletindo num aumento da
velocidade da reacdao Figura 30. Esse aumento pode ser observado tanto pelo aumento da
area superficial quanto pela deposicdo de um material mais condutor na superficie do
eletrodo.

Estudou-se os eletrodos de PCE com e sem modificagdes com a solucao
contendo o par redox Fe’”Fe** Na auséncia das nanoparticulas, a corrente elétrica foi

menor e a separagao entre os potenciais de pico anodico e catdédico foi maior (AEp). Quanto
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maior a distancia entre os potenciais de picos anddico e catdédico (AEp) mais resistivos e
menos eletrocatiliticos sao os eletrodos de PCE (WU et al., 2017). Quanto mais proximos
os potenciais de picos redox, melhor ¢ a reversibilidade da reagdo eletroquimica, facilitando
a difusdo das espécies eletroativas para a superficie dos eletrodos de PCE. Observou-se
para os eletrodos de PCE/Cu® uma maior difusdo. (WU et al., 2017). As nanoparticulas de
cobre favorecem também um aumento da corrente elétrica, estando relacionada com o
processo eletrocatalitico do par redox, uma vez que o aumento da superficie favoreceu uma
maior imobilizagdo do (dsDNA) contribuindo para a melhoria no sinal eletroquimico
(FLAUZINO et al., 2022).

Os eletrodos com e sem nanoparticulas foram submetidos a andlise de EIS para
estudo do comportamento da plataforma do genossensor. O grafico de Nyquist obtido ¢
mostrado na Figura 31. Os valores (%) correspondentes as andlises dos eletrodos sem
nanoparticulas ¢ com nanoparticulas podem ser observados na Tabela 3, os valores
(menores do que 0,01) indica que os parametros obtidos com a simulagdo dos espectros de
espectroscopia de impedancia eletroquimica estdo de acordo com o resultado

expxerimental.

Tabela 3 - Dados do fit (%) do PCE sem nanoparticulas e do PCE com nanoparticulas

PCE sem modifica¢des 0,0038707

PCE|CuNps com modificacdes 0,0042423

FONTE: elaborada pela autora, 2022.
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Figura 31- (a) Diagrama de Nyquist referentes a andlise de Espectroscopia de Impedancia
Eletroquimica (EIS); (b) Grafico de Bode com angulo de fase obtidos K3Fe(CN)¢/K4Fe(CN)g 5
mmol L' em meio de KC10,1 mol L.
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FONTE: elaborada pela autora, 2022.
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Considerando os resultados da Figura 31(a) , na reagdao sem nanoparticulas
prevalece o processo difusional, com inclinagdo proxima a 45° na regido de menor
frequéncia e a presenga de um semicirculo definindo em altas frequéncias esta relacionado
com o controle cinético no limite (BRETT, BRETT, 1996).

Considerando os valores dos angulos de fase, a Figura 31(b) observou-se que a
a superficie sem nanoparticulas acontece o processo de transferéncia de massa enquanto
que a superficie com nanoparticulas acontece o processo de transferéncia de carga (BRETT;
BRETT, 1996; BARD, 2000).

A Figura 32 apresenta, a analise de espectroscopia de impedancia eletroquimica
com a plataforma desenvolvida (nanoparticulas de cobre) com a presenga da sonda Hant 1
na superficie, e também o experimento com a mesma plataforma contendo sonda (Hant 1)
+ alvo (Hant 2). Observou-se um aumento na resisténcia a transferéncia de carga do
eletrodo com a sonda + alvo (Ret= 637 Q) quando comparado com a plataforma somente

com a sonda (Ret = 405 Q).

Figura 32- Diagrama de Nyquist referentes a analise de Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica
(EIS) PCE|CuNps|sonda Hant 1, PCE|CuNps|sonda Hant 1 + alvo Hant 2
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FONTE: elaborada pela autora, 2022.

A partir dos dados obtidos foi possivel a comparagdo com um circuito elétrico
equivalente, Figura 33. Os dados experimentais podem ser descritos como, o Rs
representando a resisténcia da solugdo eletrolitica, Qi representando o carregamento da

dupla camada elétrica do PCE e do PCE|CuNp, R; representando a resisténcia a
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transferéncia de carga e W a impedancia de Warburg, associada ao processo difusional dos
ions. O elemento de fase constante (CPE) ¢ representado pelo efeito capacitivo,
substituindo um capacitor puro, devido a ndo homogeneidade da superficie (BRETT,

BRETT, 1996; SEGATTO, 2017).

Figura 33 - Circuitos elétricos proposto para PCE e PCE|NpCu (a) e os respectivos valores do R1 —
Resisténcia a transferéncia de carga PCE (b) e PCE|CuNp (c)

A) R1

FONTE: elaborada pela autora, 2022.

Os resultados observados na Figura 33, mostrou que a resisténcia a
transferéncia de carga do sistema com nanoparticulas (Rct = 710 Q) ¢ menor que a
resisténcia a transferéncia de carga do sistema sem nanoparticulas (Rct = 1,38 kQ). Os
valores de resisténcia de transferéncia de carga obtidos por esse método (EIS) comprovam
os resultados obtidos pelos outros métodos, maior area eletroativa com as nanoparticulas,

maiores picos de corrente elétrica e menor resisténcia de transferéncia de carga do eletrodo.

4.5 Imobilizacdo da sonda Hant 1 e deteccio indireta do alvo Hant 2

A voltametria de pulso diferencial foi utilizada como técnica de detecgdo
indireta da concentra¢dao do alvo Hant 2, relacionando com a varia¢ao da corrente de pico
de redugdo do azul de metileno. Os experimentos foram feitos em triplicatas com eletrodos
diferentes. Na Figura 34 pode-se ver as diferengas dos perfis eletroquimicos em

PCE|CuNps|sonda Hant 1, PCE|CuNps|Hant 2 e PCE|CuNps/HDV.
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Figura 34 - Voltamogramas de pulso diferencial em nanoparticulas de cobre em sonda Hant 1, alvo
negativo ( HDV ) com indicador azul de metileno e alvo positivo ( Hant2 ) com indicador azul de
metileno.
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FONTE: elaborada pela autora, 2022.

Figura 35 — Variagdo da resposta do biossensor para o controle em branco contendo a sonda Hant 1,
biossensor com Alvo/Hant 2 e biossensor com HDV(negativo).
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FONTE: elaborada pela autora, 2022.

A formagao da plataforma PCE|CuNps|Hant 2]MB ocorreu por adsor¢ao fisica
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proveniente da interacao eletrostatica das nanoparticulas de cobre carregadas positivamente
com o grupo fosfato negativo presente na fita simples de DNA (ssDNA) (MOCO, 2018;
KARA et al.,, 2002). O trabalho de Kara e colaboradores (2002), corrobora a afinidade
eletrostatica entre a carga catidénica do azul de metileno com a carga anidnica do grupo
fosfato do DNA, atuando como indicador da sequéncias de acidos nucleicos. Essa afinidade
favoreceu a distingdo entre a fita simples de DNA (ssDNA) e a fita dupla de DNA (dsDNA
ou dupléx).

Durante a hibridizacdo do Hantavirus ocorreu uma diminui¢do nos sinais
voltamétricos de reducao do MB. Ao comparar a fita simples de DNA com a fita dupla de
DNA, tem-se que a hibridizacdo de pares de bases de Watson-Crick resulta numa estrutura
mais estavel e menos flexivel quando comparada a fita simples de DNA da sonda
produzindo um efeito de restri¢do a transferéncia eletronica entre a solugdo do par redox e
o eletrodo com a fita dupla de DNA (DA SILVA; MADURRO; MADURRO, 2017).

A corrente de pico na presenca do alvo ndo especifico (HDV) evidenciou a
semelhanca com a resposta da sonda, ndo havendo especificidade e hibridizagdo entre a
sonda Hant le a deteccdo do HDV. As correntes de pico para a detec¢do do alvo positivo
(Hant 2) para Hantavirus e alvo ndo especifico (HDV) apresentaram uma grande

diferenciagdo, Figura 35, evidenciando a funcionalizagdo efetiva do biossensor (MOCO et
al., 2018).

4.6 Construcao da curva analitica

A corrente de carregamento da dupla camada foi medida com a solucao de
tampao fosfato na presenga do azul de metileno.

A curva de calibrag¢do construida com a corrente de pico de reducgdo da solucao
de azul de metileno 50 uM em fungao das concentracdes do alvo Hant 2 de 0,03 pg/mL, 0,3
pg/mL, 3 pg/mL, 30 pg/mL e 300 pg/mL os seguintes parametros: R2 = 0,995, limite de
deteccao de 4,56 pg/mL , limite de quantificacdo 15,22 pg/mL, sensibilidade de 1,15 x 10"
5 pg/mL! e faixa linear de resposta de 0,03 pg/mL até 300 pg/mL (Figura 36).

A partir das triplicatas realizadas em eletrodos diferentes, a linha base foi feita
com a solucdo de tampao fosfato e a detec¢do com azul de metileno foi realizada na

plataforma. A diferenca entre a linha base e as detec¢des foram realizadas no software
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Origin. Os resultados evidenciam que o azul de metileno foi imobilizado na plataforma

PCE|CuNp, favorecendo as intera¢des entre o azul de metileno com o alvo Hant 2

Figura 36 - Resposta linear e pardmetros da analise de variacao da corrente de pico de reducdo da
solugdo de azul de metileno 50 pM vs as concentragdes do alvo Hant 2 da curva analitica.
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r2 = 0,99595

FONTE: elaborada pela autora, 2022.

4.7 Estabilidade

O estudo do tempo de estabilidade de resposta de um biossensor ¢ fundamental
para uma avaliacdo da vida util de prateleira, considerando portanto a viabilidade da
comercializa¢do do biossensor e os custos financeiros (MOCO et al., 2018). O processo de
envelhecimento de um biossensor ocorre de acordo com a diminui¢ao da sensibilidade
durante um intervalo de tempo. Esse processo envolve mecanismo complexo, sendo afetado
por vérios parametros, como os reagentes, os componentes eletronicos e as camadas da
plataforma desenvolvida (PANJAN et al., 2017).

Para a certificacdo da estabilidade realizou-se medidas eletroquimicas com os

biossensores recém-preparados e apds os intervalos de 7, 15, 21 e 30 dias. Observou-se que



&3

a estabilidade dos biossensores se mantém em 100% durante 30 dias, Figura 37.

Figura 37 - Estabilidade do genossensor durante 7, 15, 21 e 30 dias.
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FONTE: elaborada pela autora, 2022.

O PCE ¢ promissor, visto que a estabilidade ¢ melhor ou semelhante as novas
plataformas para detectar materiais genéticos. As futuras aplicagdes comerciais de novas
plataformas de biossensores apresenta a estabilidade como um pardmetro importante
(ONDES et al,, 2021). Considerando que os materiais a base de carbono sdo inertes devido
a natureza hidrofobica da rede de carbono, pode-se afirmar que tanto a mudanca na
reatividade da tinta de carbono quanto na conformacdo de biomoléculas inseridas para
biorreconhecimento influenciam na funcionalizacdo dessas plataformas (MOCO et al.,
2021).
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5. CONSIDERACOES FINAIS

O desenvolvimento deste trabalho permitiu a constru¢do de genossensor
eletroquimico para a deteccdao do alvo complementar Hant 2. A plataforma desenvolvida
com eletrodos a base de tinta de carbono (PCE) e posterior eletrodeposicdo de
nanoparticulas de cobre corresponde aos principios bdasicos de um biossensor:
especificidade, sensibilidade, valores de limites de detec¢ao e quantificacdo baixos e boa
estabilidade.

Dentro das caracterizagdes eletroquimicas, a area geométrica dos eletrodos
impressos confeccionados foi comparada com a area eletroquimicamente ativa do PCE
modificado com as nanoparticulas de cobre, corroborando com a equagdo de Randles
Sevcik. Como foi evidenciado neste trabalho, a resposta do PCE modificado com
nanoparticulas de cobre apresentou melhor performance quando comparada ao PCE sem
modificac¢des, comprovando a existéncia de mais sitios ativos na superficie do eletrodo com
nanoparticulas. Outro aspecto relevante na performance do genossensor foi a imobiliza¢ao
de oligonucleotideos especificos ao Hantavirus, beneficiando o aumento da area superficial
e possibilitando maiores interagdes com a plataforma de nanoparticulas de cobre.

A sonda especifica ao Hantavirus (Hant 1) foi imobilizada na plataforma com
o indicador de hibridizacdo azul de metileno com grande especificidade ao Hant 2. As
intercalagdes do azul de metileno no interior da sonda estao relacionadas com as interagoes
eletrostaticas. A detec¢do do alvo positivo e negativo apresenta uma grande diferenciacio
em relacdo aos valores de resisténcia a transferéncia de carga.

Observou-se que a sensibilidade do genossensor se manteve presente as
variagdes de concentra¢do do material genético do virus com um limite de detecgdo de 4,56
pg/mL e o limite de quantificagdo 15,22 pg/mL. A estabilidade foi analisada durante
intervalos de tempo de 1, 7, 15, 21 e 30 dias, considerando o desvio padrao, a estabilidade
se manteve em 100% durante 30 dias.

Os atuais métodos de detec¢ao envolvendo os acidos nucleicos virais e as
proteinas virais demandam equipamentos de alto custo e equipe especializada em
laboratorios de referéncia.O presente trabalho possibilita uma grande contribuicdo de
metodologias alternativas baseadas na deteccdo em biossensores, visto que se destaca pelo
baixo custo, boa reprodutibilidade com solugdes simples e acessiveis para futuras

comercializagdes. Portanto, um diagnostico rapido e acessivel para a detec¢do do
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Hantavirus ¢ importante para a identificacdo e a busca do tratamento desta zoonose que

apresenta taxas significativas de morbidade e mortalidade em vérios paises do globo.
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