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RESUMO

O presente trabalho descreve o desenvolvimento de genossensor eletroquimico
com eletrodos de grafite modificados com éxido de grafeno reduzido e politiramina
para detecgcao do RNAg do virus Zika (ZIKV) e genossensor Optico e colorimétrico
baseado em nanoparticulas de ouro e prata. A infecgdo por virus Zika (ZIKV)
tornou-se questdo emergencial em termos de saude global desde a epidemia no
Brasil em 2015. Desde entdo o virus tem se espalhado para outros paises na
América Latina e nos Estados Unidos. O controle e monitoramento da infecgao por
ZIKV sao limitados devido a indisponibilidade de drogas, vacinas e diagndstico
rapido. Neste ultimo fator, o teste diagndstico mais utilizado é a técnica de
transcriptase reversa (RT-PCR) que consiste em um método laboroso e pode
ocasionar em resultados indeterminados. O presente estudo avaliou a resposta
eletroquimica, colorimétrica e optica de amostras de RNAg do virus Zika de 10
pacientes infectados e que foram validadas previamente pelo método de RT-PCR
tradicional. A plataforma EG/OGr/PoliTir mostrou superioridade no quesito de
transferéncia eletrbnica e aumento da area superficial quando comparada ao EG
sem modificagdo. A sonda ZIK1V foi imobilizada na plataforma de EG/OGr/PoliTir
e detectado o material gendmico do virus por monitoramento das mudangas
eletroquimicas do par redox [Fe(CN)s]s/[Fe(CN)s]s por técnica de voltametria de
pulso diferencial. Os parametros analiticos foram analisados e o genossensor
eletroquimico apresentou limite de detecgéao de 10 fg/mL com resposta de corrente
decrescendo menos do que 20% no periodo avaliado de 90 dias. Na plataforma
Optica e colorimétrica foi imobilizada sonda tiolada seguida de hibridizagdo com
alvo, leitura no espectrofotdmetro e mudancas visuais de cor. A plataforma se
mostrou sensivel as variagdes de concentragdo de material genético, descrecendo
cerca de 5% em 90 dias. Assim, as plataformas aqui desenvolvidas demonstram-
se como solugdes eficientes e de baixo custo no controle da infecgéo e preenche a

lacuna de escassez de métodos diagndsticos para o virus Zika.
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ABSTRACT

The present work describes the development of electrochemical genossensor with
graphite electrodes modified with reduced graphene oxide and polythiramine to
detect the gRNA of Zika virus (ZIKV) and optical and colorimetric genosensor based
on gold and silver nanoparticles. Zika virus (ZIKV) infection has become an
emerging global health issue since the 2015 outbreak in Brazil. Since then the virus
has spread to other countries in Latin America and the in United States. The control
and monitoring of ZIKV infection are limited due to the unavailability of drugs,
vaccines and rapid diagnosis. The most commonly used diagnostic test is the
reverse transcriptase (RT-PCR) technique, which consists of a laborious method
and can lead to indeterminate results. The present study evaluated the
electrochemical, colorimetric and optical response of Zika virus gRNA samples from
10 infected patients wich were previously validated by the traditional RT-PCR
method. The GE/rGO /Polytir platform showed superiority in electronic transfer and
increased surface area when compared to GE without modification. The ZIK1V
probe was immobilized on the GE/rGO/Polytir platform and the virus genomic
material was detected by monitoring the electrochemical changes of the redox pair
[Fe(CN)sl4/[Fe(CN)s]s by differential pulse voltammetry. The analytical parameters
were analyzed and the electrochemical genossensor showed detection limit of 10
fg/mL with current response decreasing less than 20% in the evaluated period of 90
days. In the optical and colorimetric platform the thiolated probe was immobilized
followed by hybridization with target, spectrophotometer reading and visual changes
of color. The platform was sensitive to variations in genetic material concentration
and response decreasing less than by 5% in 90 days. Thus, the platforms developed
here demonstrated efficient and cost-effective solutions in infection control and fills

the gap of lack of diagnostic methods for the Zika virus.

Xl



Keywords: Zika virus; electrochemical genossensor; optical genossensor;
electrochemically reduced graphene oxide; polythiramine; gold nanoparticles; silver
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1 INTRODUGAO
1.1 Virus Zika (ZIKV)

O virus Zika (ZIKV) é pertencente a familia Flaviviridae e género Flavivirus.
Esse género engloba mais de 50 espécies de virus transmitidos por artrépodes e
carrapatos. As caracteristicas gerais da familia quanto ao genoma, replicacéo,
tradugao, hospedeiros e taxonomia estdo descritas na Tabela 1. Os hospedeiros
primarios habituais sdo os mamiferos e passaros cujas manifestacdes da infecgao
variam entre febre hemorragica assintomatica grave ou fatal e doencgas
neurolégicas. Nos humanos, em aproximadamente 80% dos casos os individuos
infectados sdo assintomaticos e o restante apresenta quadro de febre, erupcao
cutanea, astralgia, mialgia, conjuntivite e dor de cabeca (KLASE et al., 2016).
Muitos patdégenos humanos estao incluidos nesse género, como o virus da febre
amarela (YFV), virus da dengue (DENV), virus da encefalite japonesa (JEV) e virus
do Nilo Ocidental (WNV) (VAINIO et al., 2018).

Tabela 1. Caracteristicas da familia Flaviviridae (VAINIO et al., 2018).

Caracteristica Descricao

Genoma Aproximadamente 9.0-13kb de RNA nao

segmentado e positivo

Replicagao Citoplasmatica, nas vesiculas de
membrana  derivadas do  reticulo
endoplasmatico (RE); Virions montados
brotam no limen do RE e sdo secretadas

pela via de transporte vesicular

Tradugao Diretamento do RNA gendmico (RNAQ)

Hospedeiros Mamiferos (todos os géneros); maioria
dos membros do género Flavivirus

séo

hospedados por artrépodes

Taxonomia Quatro géneros com mais de 60 espécies




Em 1947, durante uma vigilancia para febre amarela (YFV) na floresta Zika,
em Uganga, foi coletado soro de um macaco rhesus sentinela e isolado pela
primeira vez o virus Zika (cepa africana MR-766), assim chamado pelo lugar no
qual foi identificado primeiramente (DICK; KITCHEN; HADDOW, 1952).
Posteriormente, em 1948, o virus foi também identificado no mosquito Aedes
africanus na mesma floresta, sugerindo a transmissdo mosquito-hospedeira. A
partir das primeiras evidéncias do virus, foram coletados soros de outros macacos
rhesus na floresta Zika e foi constatado que muitos possuiam anticorpos contra o
virus, evidenciando que estes individuos ja haviam entrado em contato com o
patogeno. Além disso, anticorpos contra o virus foram detectados em soro de
humanos nas redondezas da floresta em Uganga (G. W. A. DICK, M.D., B.SC,,
M.R.C.P. (EDIN.), 1952) e nos anos seguintes em varias areas da Africa e Asia
(POND, 1963). Em 1966, na Malasia, foi identificado uma cepa néo africana do
virus, nomeada P6-740, em mosquitos Aedes aegypti (MARCHETTE; GARCIA;
RUDNICK, 1969).

O primeiro caso documentado da manifestagao clinica da infecgao por virus
Zika foi em 1954, na Nigéria, sendo que até o comec¢o dos anos 2000 poucos casos
foram reportados na Africa e Asia (MACNAMARA, 1954). No entanto, em 2007,
houve a primeira grande epidemia nas ilhas Yap, uma parte dos estados federados
da Micronesia. Os casos reportados apresentaram manifestagdes como febre alta,
coceira, artralgia e conjuntivite (LANCIOTTI et al., 2008). Em 2013-2014 ocorreu
outro surto epidémico na Polinésia Francesa. Apesar das manifestagdes clinicas da
infeccdo serem semelhantes ao surto de 2007 nas ilhas Yap, desta vez o virus Zika
foi associado a casos severos ligados com complicagdes neuroldgicas, como a
sindrome de Guillain-Barré (OEHLER et al., 2014).

No comeco de 2015, a infeccao por ZIKV foi detectada em individuos no
nordeste brasileiro e no final do mesmo ano a infecgao ja havia se espalhado para,
pelo menos, 14 estados brasileiros (WHO, 2015). Apds evidéncias de que a cepa
do virus circulante no Brasil pertencia a linhagem do Zika proveniente da Asia
(CAMPOS; BANDEIRA; SARDI, 2015) especulou-se sobre a origem da introdugéo
do virus no Brasil, todas relacionadas a viagens internacionais, como: visita do
Papa em julho de 2013 para Jornada Mundial da Juventude com jovens catdlicos

da Africa e Asia; a Copa Mundial em 2014 que trouxe milhares de pessoas de outros
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paises em diferentes regides do Brasil; o campeonato mundial de canoagem com
participantes dos paises do Pacifico, em 2014 (MUSSO, 2015).

A preocupagdao mundial reside no fato do grande aumento de casos
relatados de microcefalia pré-natal apés o surto pandémico no Brasil. Calvet e
colaboradores (2016) mostraram o primeiro estudo de caso com evidéncias
cientificas detalhadas sobre a ligagc&o entre o virus Zika e microcefalia (CALVET et
al., 2016). O grupo brasileiro demonstrou tal relagdo analisando o liquido amnidtico
de mulheres gravidas infectadas por virus Zika no qual havia presenca do genoma
do virus e anticorpos IgM anti-virus Zika. A partir desse estudo ficou constatado a
possibilidade de o virus ultrapassar a barreira placentaria e, possivelmente,
ocasionar dano ao tecido cerebral em desenvolvimento nos fetos. Ademais,
estudos presentes na literatura confirmam que de 5 a 10% de mulheres gravidas
infectadas por ZIKV confirmadas em laboratérios de Porto Rico relatadas no
Registro de Gravidez Zika dos EUA resultaram em feto ou crianga com defeitos
congénitos associados a infecgédo por ZIKV (LATHRORP et al., 2018).

Em 2016, a Organizagao Mundial de Saude (OMS), declarou que a infec¢ao
por Zika era considerada preocupagdao mundial de saude publica (WHO, 2015).
Posteriormente, houve casos confirmados nos EUA e américa latina, (PAN
AMERICAN HEALTH ORGANIZATION, 2018), evidenciando a alta
transmissibilidade do virus Zika. Além disso, um estudo conduzido por Messina e
colaboradores (2016), por modelamento de distribuicdo de espécies, mostrou um
mapa de regides aptas para a sobrevivéncia e disseminagédo do virus em regides
tropicais e sub-tropicais, com mais de 2,17 bilhdes de pessoas habitando estas
areas (MESSINA et al., 2016).

O ZIKV, estruturalmente, exibe um nucleocapsideo icosaédrico simétrico
com, aproximadamente, 50-60 nm de tamanho composto por RNA genémico com
quase 11 kb. A Figura 1 mostra a ilustra a representacdo do RNA genémico do ZIKV
com as estruturas génicas e a poliproteina. O RNA é simples fita, de polaridade
positiva, flanqueado por duas regiées nao codificantes (5 e 3 NCR — Non Coding
Region) e um unico quadro aberto de leitura (ORF — Open Region Frame) que
codifica uma poliproteina com, aproximadamente, 4000 aminoacidos (5’-C-prM-E-
NS1-NS2A-NS2B-NS3-NS4A-NS4BNS5-3') (Figura 1A) (DASTI,

2016). Posteriormente, a poliproteina € clivada em 3 proteinas estruturais como
3



capsideo (C), envelope (E), precursor de membrana (prM) e 7 proteinas néao

estruturais (NS — Non Structural) que sdo essenciais para a replicagdo e montagem

RNA Genomico ZIKV

Proteinas Proteinas
estruturais ndo estruturais

U497555.1:0..10793 Zika virus isolate Brazil-ZKV2015, complete genome

| | ? L | ; 0
1, ., [s09, [1K, [1800, 2K, [2500 , 3K, ., [3800  [4K ., [4500, [SK ., [5800, 6K, 6500, [PK.,, [1500 , oK. ., 8500, oK., , 9S00, [10K, 1079

> > > > AMD16557 1 > > > >

C

A
MD16557.1:0..3423 polyprotein [Zika virus]
... [200,,, 00 [600, [e0  [1K.,  [200  [1400, 1600 [1800,  [2K  [2200, [2400, o600 P800 BK , | . 34%

Flavi_glycoprot NN 2 NS 1 I Peptidase S7 I Heucc B Flavi nssn I v nvss I
[3=-i5) flavi_E_stern I Flavi_Ns2A N pExDc M Flavi NsSaa I FisJ
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do virus (FAYE et al., 2014).

Figura 1. RNA genémico do ZIKV. (A) llustragao representativa do RNA gendmico
e proteinas estruturais e nao estruturais. (B) Representacédo grafica retirada do
GenBank (Acesso KU497555.1) do genoma da cepa brasileira do ZIKV, mostrando
a quantidade de pares de bases e tradugéo na poliproteina (Acesso AMD16557.1).
(C) Representacao grafica retirada do GenBank referente a poliproteina (Acesso
AMD16557.1) antes e depois do processamento.

Na Figura 1A é possivel observar a quantidade de bases e regides dos
genes da cepa brasileira do ZIKV (10.793 b) (GenBank - Acesso KU497555.1) que
codifica uma poliproteina (GenBank - Acesso AMD16557.1) com 3.423
aminoacidos. A poliproteina é posteriomente clivada em proteinas essenciais para
a estrutura e replicagao viral, como as proteinas NS, peptidases e helicases (Figura
1B). Evidéncias sugerem que apdés a infeccao, seguida da picada do mosquito, a
replicagao viral ocorra em células dendriticas locais com posterior disseminagao
para os nédulos linfaticos e corrente sanguinea (CALVET et al., 2018).

Como ja mencionado, o ZIKV & um virus transmitido, principalmente, por
mosquitos do género Aedes e apresenta dois ciclos de transmisséao (Figura 2): ciclo

selvagem, envolvendo a manutencdo do ZIKV entre primatas nao-humanos e



mosquitos do ambiente selvagem; e ciclo urbano que envolve a transmissao entre

humanos e mosquitos urbanos.

CICLO
SELVAGEM

il
\ N

Figura 2. Ciclos de transmissdo de ZIKV mediados por mosquitos Aedes: ciclo
selvagem com manutencédo do ZIKV em primatas nao humanos e mosquitos do
ambiente selvagem; ciclo urbano: transmissdo entre humanos e mosquitos

urbanos. Autoria propria.

Nessa situagdo, os mosquitos do ambiente selvagem podem entrar em
contato com os humanos, dependendo de alguma proximidade geografica,
iniciando o ciclo urbano com vetores provenientes dos centros urbanos (WEAVER
et al., 2016). Ainda, no ciclo urbano, acredita-se que a transmisséo do ZIKV seja
realizada, predominantemente, pelo A. aegypti e A. albopictus, sendo que o
primeiro € o principal vetor encontrado nos surtos epidémicos mundiais (EPELBOIN
et al., 2017).

Outras maneiras de transmissao, que nao envolvem a picada do mosquito,
foram recentemente documentadas como a transfusédo de sangue, transmissao pré-
natal e por vias sexuais, sendo que o ZIKV é o primeiro Flavivirus identificado como
sendo sexualmente transmissivel (CALVET et al., 2018). O ZIKV ja foiidentificando,
além do sangue de pacientes infectados, em sémen (ATKINSON et al, 2017),
urina (FONSECA et al., 2014), saliva (SABALZA et al., 2018) e leite materno
(CALVET et al., 2018).



Os métodos atuais de diagndsticos para o virus Zika sao sorologicos e
moleculares, tais como: ELISA, reacdes de cadeia da polimerase, teste de
neutralizagéo, fixagdo de complemento e teste de inibicdo de hemaglutinagdo
(TAMBO et al., 2017). Os testes sorolégicos apresentam extensa reagao cruzada
com anticorpos dos outros virus da mesma familia, como a dengue e febre amarela
(VAINIO et al., 2018). A solugdo comumente empregada para a reagao cruzada €
usar dois ou mais testes soroldgicos para a confirmagdo do diagndstico do Zika
(CHARREL et al., 2016). Os métodos moleculares, como RT-PCR convencional e
em tempo real, sdo especificos porém demandam pessoal qualificado,
equipamentos e reagentes caros e longo tempo de resposta (MUNOZ-JORDAN,
2017). Deste modo, é de suma importancia o desenvolvimento de métodos de
deteccdo do virus Zika de forma rapida, confiavel e, principalmente, menos
onerosa, visto que as maiores epidemias do virus Zika ocorrem em paises com

recursos limitados.

1.2 Biossensores

1.2.1 Definicao e classsificagao

A IUPAC define os biossensores como dispositivos que usam reacdes
bioquimicas especificas mediadas por enzimas, imunossistemas, tecidos,
organelas ou células inteiras isoladas para detectar um analito geralmente por
sinais elétricos, térmicos ou o6pticos.

Segundo Karunakaran, Rajkumar, Bhargava (2015), os componentes dos
biossensores sao: analito, biorreceptor, transdutor, dispositivo eletrbnico e
instrumento de exibigdo dos dados (Figura 3). O analito é a substancia de interesse
que deseja-se detectar e o biorreceptor € a molécula que reconhece
especificamente o analito. E valido salientar que neste trabalho utilizam-se dos
termos sonda e alvo como analogos aos termos analito e biorreceptor,
respectivamente. O processo de geragao de sinal (na forma de luz, calor, pH, carga

ou mudancga de massa), apos a interagao entre analito e biorrecptor, € chamado de



biorreconhecimento. O transdutor € o elemento que converte uma forma de energia
em outra, ou seja, no biossensor a caracteristica do transdutor & transformar o
evento de biorreconhecimento em um sinal mensuravel. O dispositivo eletronico &
a parte do biossensor que processa o sinal do transdutor e prepara para exibicdo
dos dados. Esse dispositivo amplifica e converte o sinal analdgico para digital que,
por fim, & exibido em algum sistema de interpretacdo no formato de numeros,
graficos, tabelas, imagens, entre outros (KARUNAKARAN; RAJKUMAR;
BHARGAVA, 2015).
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Figura 3. Configuragao esquematica de um biossensor. Autoria propria.

O principio basico de proporcionalidade entre a concentracdo de um analito
e um sinal elétrico do biossensor remonta a 1906, quando M.Cremer, mesmo antes
do conceito de pH evidenciou que a concentracdo de um acido em um liquido é
proporcional ao potencial elétrico localizados em lados opostos de uma membrana
de vidro (KADEN, 2010). Entretanto, Leland C. Clark, Jr, em 1956, desenvolveu o

primeiro biossensor para detec¢ao de oxigénio no sangue (CLARK, 1956). Leland



C. Clark, Jr objetivava medir a redugao de oxigénio com um eletrodo de platina e
correlacionar com a concentragao de oxigénio no sangue. As primeiras tentativas
de detecgao nao foram satisfatorias, devido ao fato de que os componentes do
sangue ficavam adsorvidos no eletrodo e, consequentemente, alteravam o sinal
gerado. Assim, o pesquisador utilizou um polimero de celulose (involucro de
celofone), o qual tinha o papel de separar as biomoléculas e o oxigénio, de modo
que apenas essas ultimas moléculas poderiam atingir o eletrodo (RENNEBERG et
al., 2007). Posteriormente, Leland C. Clark, Jr adicionou a enzima glicose
oxigenase como parte integrante do biossensor e, em 1962, o “eletrodo Clark”
enzimatico foi criado (CLARK; LYONS, 1962).

Apds o pioneirismo de Leland C. Clark, Jr outros tipos de biossensores
enzimaticos foram desenvolvidos. Em 1969, George Guilbault publicou sobre um
eletrodo para deteccdo potenciométrica de uréia utilizando a enzima urease
imobilizada (GUILBAULT; MONTALVO, 1969). Finalmente, em 1975, o primeiro
biossensor comercial foi desenvolvido pela Yellow Spring Instruments (YSI),
baseado nos biossensores de Leland C. Clark, Jr, para deteccdo de glicose
(RENNEBERG et al., 2007). Desde entdo, o estudo e desenvolvimento dos
biossensores tornaram-se constantes na pesquisa cientifica e, atualmente, a area
é multidisciplinar, envolvendo ciéncias basicas, fundamentos de
micro/nanotecnologia e eletrdnica.

O crescimento exponencial das publicagdes sobre biossensores pode ser
visualizado na Figura 4. No periodo de 1995 a 2017 foram publicados cerca de 79
mil artigos com o termo “biossensor”, utilizando como base apenas o banco de
dados do “ScienceDirect’”. Os numeros evidenciam a importancia no
desenvolvimento de biossensores no cenario mundial e crescentes descobertas no
meio cientifico.

A grande variedade nas aplicacbes dos biossensores convergem em uma
finalidade em comum: a melhora da qualidade de vida da populacdo. Nessesentido,
0s biossensores sao utilizados, dentre outros exemplos, no monitoramento
ambiental (UMAR et al., 2015), defesa contra bioterrorismo (WALLER et al., 2016),
segurancga alimentar (MEHROTRA, 2016), detecg¢ao de doencgas (OLIVEIRA et al.,
2018) e descobrimento de drogas (CHEN et al., 2018).



N° de publicagoes
w W
S 8
o o

Periodo (anos)

Figura 4. Numero de publicagdes com termo “biosensor” de 1995 a 2017 no
ScienceDirect. Autoria proépria.

Segundo a IUPAC, os biossensores podem ser classificados sob o viés do
elemento de biorreconhecimento, modo de transdug¢do do sinal ou, ainda, a
combinagdo dos dois (THEVENOT et al., 2001). Os biossensores classificados de
acordo com o modo de transdug¢do do sinal podem ser categorizados de acordo
com os mecanismos de transducdo, a saber: eletroquimico, sensores termais,
Opticos e sensores sensitivos a massa.

De todas as quatro categorias de classificagdo por modo de transducgéo de
sinal, os biossensores eletroquimicos destacam-se no meio académico ecomercial,
pois apresentam caracteristicas vantajosas como, baixo custo de produgéo,
portabilidade, alta sensibilidade e compatibilidade com as tecnologias de
microfabricagdo (MAHATO et al., 2018). Aléem disso, a relativa facilidade e
variedade na modificagdo para a melhora da performance do biossensor tornam-
se fatores proeminentes na escolha deste modo de transducéo. De modo geral, o

fundamento que rege essa classe de biossensores diz respeito a produgao ou
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consumo de ions ou elétrons decorrente das reagdes quimicas entre a biomolécula
imobilizada e o analito alvo. Essas reagdes afetam as propriedades elétricas
mensuraveis da solugdo, como a corrente elétrica ou potencial (THEVENOT, 1999).
Mais detalhes sobre biossensores eletroquimicos serdo explorados ao longo do
trabalho.

Os biossensores Opticos operam medindo o sinal em forma de luz e podem
ser baseados, por exemplo, nos fendbmenos da fluorescéncia e difragcao optica
(VELASCO-GARCIA, 2009). Essa classe € a segunda mais explorada depois dos
biossensores eletroquimicos, trazendo caracteristicas como, alta velocidade de
deteccédo, sensibilidade e deteccdo de multiplos analitos (YOO; LEE, 2016). O
fendmeno de ressonancia de plasmons de superficie sera abordado em tdpico
especifico.

Os biossensores piezoelétricos, ou sensitivos a massa, utilizam da
propriedade de piezoeletricidade de alguns materias que ndo possuem um centro
de simetria, como o quartzo. O efeito piezoelétrico aparece quando € aplicada uma
pressao capaz de deformar a rede cristalina de materiais dielétricos, causando uma
separagao dos centros de gravidade das moléculas carregadas de maneira oposta,
gerando momentos dipolares em cada molécula (ALDER; MCCALLUM, 1983). O
principal componente piezoelétrico utilizado nos biossensores é o cristal de quartzo.
Com a aplicacao de um sinal elétrico, com frequéncia especifica, os cristais oscilam
e a frequéncia de oscilagcao é dependente da frequéncia elétrica aplicada, assim
como da massa do cristal. Deste modo, com 0 aumento da massa, causado pela
ligacao as biomoléculas, a frequéncia de oscilagdo do cristal muda e esta mudanca
pode ser mensurada eletricamente para determinar a massa adicional (VO-DINH;
CULLUM, 2000). Os cristais piezoelétricos sdo utilizados como microbalan¢as com
vantagens em relagdo ao seu tamanho, peso reduzido, alta sensibilidade,
simplicidade de construgao e operagao (TOMBELLI et al., 2006).

A ultima classe dos biossensores baseados no modo de transducéo refere-
se aos transdutores termomeétricos ou calorimétricos. Esses biossensores sao
baseados na mudanga de temperatura que ocorre quando o analito se liga a
biomolécula imobilizada na superficie do sensor termal. Essa mudancga,

representada pela produgao ou absorcéo de calor, & proporcional a entalpia molar
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e ao numero total de moléculas na reagdo. A medida da temperatura ocorre por
meio de termistores e sdo insensiveis as propriedades opticas e eletroquimicas da
amostra (MOHANTY, 2015). Muitos biossensores calorimétricos sdo utilizados com
proposito de analise de componentes de processos industriais como na industria
alimenticia (BHAND et al., 2010).

Sob o viés do biorreconhecimento, os biossensores sao classificados em:
enzimaticos, baseados em receptores proteicos, imunossensores, biossensores de
DNA e biossensores celulares.

As enzimas sao catalisadores biolégicos que, quando imobilizadas em
biossensores, possibilitam a conversao de substratos nao detectaveis em produtos
detectaveis. A reacdo enzimatica permite que haja detecgdo de susbtratos,
produtos, inibidores, moduladores da reacéo catalitica, entre outros subprodutos
reacionais (MARCO; BARCELO, 1996). Ainda, ndo apenas uma classe enzimatica
pode ser imobilizada, mas varias classes, de modo que possibilite a detec¢ao de
outras espécies reacionais.

Os biossensores enzimaticos que quantificam a glicose no sangue
representam grande parte do mercado de biossensores disponiveis e s&o
estudados desde o desenvolvimento do biossensor pioneiro de Leland C. Clark, Jr.
Esses biossensores possuem, normalmente, duas enzimas: glicose oxidase (GOXx)
e glicose desidrogenase. A GOx utiliza o oxigénio como aceptor de elétrons sendo
que pode haver competicdo entre o mediador artificial e a medigdo de oxigénio.
Deste modo, enzimas que nao utilizam o oxigénio como aceptor de elétrons, como
a glicose desidrogenase dependente de pirroloquinolina-quinona, tém sido usadas
de modo a prevenir possiveis interferéncias decorrentes do oxigénio (BAHADIR,;
SEZGINTURK, 2015).

Os receptores proteicos sdo proteinas nao-cataliticas que ocorrem nas
membranas celulares conectando o espacgo extracelular e intracelular, funcionando
como sensores quimicos envolvidos em varias vias bioquimicas. Sao responsaveis
pela comunicagdo célula-célula, por ligagdes especificas reversiveis de
neurotransmissores € horménios que coordenam a atividade celular e sdo alvos de
ligacbes de muitas drogas e toxinas (PADDLE, 1996). O mecanismo de
sensoriamento natural torna os receptores proteicos 6timas escolhas na aplicacao

em biossensores. Mayall e colaboradores (2017) desenvolveram um sistema de
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deteccao de bactérias Gram-negativas em microeletrodo de ouro imobilizando o
receptor-4 Toll-Like que possui afinidade por lipossacarideos (LPS) da membrana
externa das bactérias. O grupo relata que, na identificacdo de todas as espécies
Gram-negativas, a utilizagdo do receptor como molécula de biorreconhecimento

possibilitou a detec¢cdo de ampla gama de LPSs diferentes enquanto que,
anticorpos, por exemplo, devido a especificidade com um substrato, constitui-se
como obstaculo na detecgao de varias bactérias diferentes (MAYALL et al., 2017).

Os imunossensores utilizam da ligagéo altamente especifica entre antigenos
e anticorpos. O anticorpo, ou imunoglobulina, € uma molécula glicoproteica
complexa capaz de se ligar a antigenos (agentes bioldgicos como toxinas,
bactérias, virus, pélen, fungos, células teciduais ou proteinas com peso molecular
maior que 1.5 kDa) formando um complexo estavel (FELIX; ANGNES, 2018). Essa
propriedade é crucial nos imunossensores visto que, normalmente, apenas um tipo
de analito (antigeno) é de interesse na detecgao e esta molécula se liga exatamente
no sitio de ligacdo do antigeno no anticorpo com especificade e seletividade. Além
disso, com o advento da tecnologia de produgao de anticorpos monoclonais, ou
seja, anticorpos que se ligam a apenas um epitopo (por¢do do antigeno que
interage com o anticorpo) pode-se eliminar a chance de ocorréncia de reagdes
cruzadas com outras biomoléculas na deteccdo do alvo (MARCO; BARCELO,
1996).

Os biossensores celulares utilizam de células ou micro-organismos inteiros
ou componentes celulares especificos como elementos de biorreconhecimento.
Como células tém diversos componentes de membrana, o analito tende a se ligar
com maior frequéncia ocasionando limites de detec¢ao baixos, sendo este uma das
vantagens na utilizagdo desses biomateriais para o biorreconhecimento
(MONOSIK; STREDANSKY; STURDIK, 2012). Dentre outros exemplos, os
biossensores microbianos, cada vez mais explorados, sdo capazes de detectar
varias substancias quimicas e oferecem a facilidade de operar em condigdes
diversas como, variedade no pH e temperatura (LEI; CHEN; MULCHANDANI,
2006). Entretanto, oferecem a desvantagem de pouca seletividade.

Os biossensores que utilizam fragmentos de DNA como biorreconhecimento
sao denominados genossensores ou biossensores de DNA e sao bastante

explorados devido ao seu baixo custo, estabilidade e rapidez na resposta
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(LUCARELLI et al., 2004). A molécula de DNA possui ligagdes entre seus pares de
bases de maneira especifica, 0 que a torna uma biomolécula que apresenta
robustez para o desenvolvimento de biossensores. Os genossensores convertem
o evento de reconhecimento entre os pares de bases por ligagdo Watson-Crick em
um sinal analitico detectavel (AVRAHAM RASOOLY; HEROLD, 2008). De maneira
geral, esse tipo de biossensor distingue o evento de hibridizagdo entre a sonda
imobilizada (oligonucleotideos) e o alvo na amostra, possibilitando identificar o sinal
do analito quando é formada dupla-fita de DNA (dsDNA ou dupléx), apos a

hibridizag&do, ou quando ha a auséncia do mesmo (fitas simples de DNA — ssDNA).

1.2.2 Biossensores eletroquimicos

A eletroquimica € uma técnica de superficie que oferece varias vantagens
para a deteccdo em biossensores. Uma das principais limitagdes no
desenvolvimento de biossensores point-of-care (PoC) é a dificuldade de
miniaturizagao de transdutores e o alto custo na produ¢do dos mesmos. A inerente
caracterista de PoC, de possivel realizacdo de testes laboratoriais junto ao
paciente, requer que esses dispositivos sejam de facil manuseio e interpretacao.
Os transdutores eletroquimicos conseguem preencher essas lacunas que separam
o desenvolvimento académico da produgao comercial efetiva desses dispositivos.
Além disso, o crescente interesse em aplicar a nanotecnologia em biossensores
possibilita a diminuicdo dos componentes do sensor, de modo a aumentar a relagao
sinal-ruido de processos que ocorrem na interface dos dispositivos.

As técnicas eletroquimicas sdo geralmente organizadas em categorias
principais de acordo com o tipo de medida da técnica. A técnica amperométrica
investiga reagcbes que geram uma corrente mensuravel; a técnica potenciométrica
investiga reagdes que geram potencial mensuravel ou acumulo de cargas; as
técnicas condutimétricas exploram as alteracbes mensuraveis das propriedades
condutivas de um meio entre os eletrodos; as técnicas impedimétricas medem a
impedancia (tanto resisténcia quanto reaténcia) (SKOOG et al., 2005).

Na potenciometria ha a medida de potencial de uma célula eletroquimica sob
condigdes estaticas, de modo que nao ha corrente significativa através das células

e sua composicao permanece inalterada (HARRIS, 2007). Nas medidas
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potenciométricas € necessario um eletrodo de refréncia, um eletrodo indicador
(eletrodo de trabalho) e um dispositivo de medida de potencial. O eletrodo de
referéncia € uma meia-célula com potencial conhecido, independente da
concentragcédo do analito; o eletrodo indicador fica imergido na solugdo contendo o
analito e desenvolve um potencial dependente da atividade do analito. A ponte
salina € um outro componente importante na célula potenciométrica e previne os
componentes da solugdo do analito de se misturarem com a solugcao do eletrodo
de referéncia. Como eletrodo indicador os eletrodos baseados em potenciais de
membrana, ou eletrodos ion-seletivos, sdo importantes ferramentas em constante
desenvolvimento e as concentragdes idnicas sao medidas diretamente a partir
desses eletrodos (SKOOG et al., 2005).

Os métodos condutimétricos monitoram mudancas na condutividade elétrica
de uma solugdo ou meio. Nas reagdes eletroquimicas ocorre a produgao de ions
ou elétrons que, em conjunto, alteram a condutividade ou resistividade da solugao,
de modo que o sensor condutimétrico decta essas variagbes. No entanto, as
medidas de condutancia possuem relativa baixa sensibilidade (MOHANTY, 2015).
Na literatura ha exemplos de biossensores com esse modo de detecgao
eletroquimica como, por exemplo, imunosensores condutimétricos que detectam
Escherichia coli e Salmonella spp, patdgenos de interesse a biosseguranga de
alimentos (MUHAMMAD-TAHIR; ALOCILJA, 2003).

Nos métodos amperométricos a corrente resultante da oxidagao ou redugéo
de espécies eletroativas € monitoriada continuamente e é proporcional a
concentragédo do analito. Quando a corrente € medida em um potencial constante
a técnica referida € a amperometria. Por outro lado, se a medida da corrente é
realizada com variagbes controladas de potencial, a técnica € denominada
voltametria (GRIESHABER et al., 2008).

O transdutor amperométrico é sensitivo a transferéncia de cargas entre as
interfaces de fases como, por exemplo, entre dois eletrodos separados por um
analito. No sistema de células eletroquimicas, uma das reacdes de meia-célula é
cuidadosamente controlada para o estudo das mudancas na transferéncia de
cargas na interface da outra reagao da meia-célula, chamada eletrodo de trabalho.
Ao controlar um potencial fixo ou variavel na célula eletroquimica ocorre a formagao

de excesso de potencial que sera a diferenca entre o potencial aplicado e o de
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equilibrio da célula. Nesse excesso de potencial, a transferéncia eletrénica torna-
se termodinamicamente favoravel e reagdes oxidativas ou redutivas podem ocorrer
(HAMMOND et al., 2016). Esses processos sao governados pela lei de Faraday,
portanto denominados processos faradaicos. Processos que alteram a superficie
interfacial, porém nao ocasionam a transferéncia de cargas, sdo denominados
processos nao-faradaicos.

Para o entendimento da relac&o entre concentracao e corrente, € importante
citar as equacdes de Faraday que elucidam os fendmenos eletrdénicos na interface
do eletrodo/eletrdlito. Na Equacdo 1 a corrente faradaica | € determinada pelo
numero de elétrons envolvidos na reagao, sendo representada por n; F representa
contante de Faraday; A é a area do eletrodo; j € o fluxo do analito nos limites
interfaciais. Esse ultimo parametro descreve a taxa da reacéo e é calculado pela
Equacéo 2, sendo kO a constante de taxa heterogénea da transferéncia de elétrons
e descreve a cinética da transferéncia e cO que corresponde a concentracao do
analito na interface eletrodo/eletrdlito que, por sua vez, é dependente do transporte
de massa do analito para a interface (HAMMOND et al., 2016).

= nFAj

Equacao 1
j = kOcO

Equagao 2

Desse modo, com a dependéncia entre a concentracdo do analito e a
corrente, torna-se possivel a correlacdo entre essas variaveis e,
consequentemente, a aplicagdo em biossensores. Varios fatores podem afetar os
mecanismos supracitados e o entendimento dos processos possibilita o manejo de
estratégias com objetivo de minimizar os fatores que podem diminuir a performance
do biossensor. Assim, os fatores gerais que influenciam a taxa da reagéo sédo: a
concentracdo do analito e outras espécies na matriz e nos limites interfaciais; o
transporte de massa das espécies da solucido até os limites interfaciais;
transferéncia de elétrons nos limites interfaciais; outras reagdes quimicas que
podem ocorrer dentro da amostra-matriz; outras intereacbes com os eletrodos

(adsorgao, eletrodeposicao); fatores externos, como temperatura e pressao. Dentro
15



do fator de transporte de massa, é importante salientar que o analito possui trés
maneiras de alcacar o eletrodo: por difusdo, convecgdo e migragao. O primeiro
através de um gradiente de concentragéo, o segundo por movimentos na solugéo
governados por fendmenos fisicos (ebulicdo, agitagdo) e o terceiro por atragéo ou
repulsdo de uma superficie carregada (HARRIS, 2007).

A base da voltametria € a medida de corrente em uma célula eletroquimica
em condicbes de completa polarizagdo de concentragdo, cuja velocidade de
oxidagao e reducéo do analito é limitada pela velocidade de transferéncia de massa
do analito para a superficie do eletrodo (SKOOG et al., 2005). A instrumentacao
para realizagao de técnicas voltamétricas consite em uma célula eletroquimica com
trés eletrodos imersos em uma solugao que contém o analito e excesso de um
eletrélito ndo reativo (eletrolito suporte). No eletrodo de trabalho, o potencial em
relacdo ao eletrodo de referéncia varia linearmente com o tempo. O eletrodo de
referéncia tem um potencial constante durante o experimento. A corrente medida é
aquela que flui entre o eletrodo de trabalho e o terceiro eletrodo, o eletrodo auxiliar
ou contra-eletrodo (HARRIS, 2007). As correntes geradas pelas reagdes redox na
superficie do eletrodo de trabalho e do fluxo do contra-eletrodo s&o correntes
faradaicas, como anteriormente exposto.

As técnicas voltamétricas sdo amplamente difundidas tanto para analises
quantitativas como qualitativas e algumas estao listadas na Figura 5. A voltametria
cicilica é bastante utilizada para o estudo qualitativo sobre processos
eletroquimicos, sendo possivel obter informagdes sobre a termodindmica de
processos redox, da cinética de reagdes heterogéneas de transferéncia de elétrons
€ sobre reacdes quimicas acopladas a processos adsortivos. O termo ciclico se
refere a varredura de potencial tanto do sentido direto quanto no sentido inverso.
Ou seja, tanto para regides mais positivas (anddicas) quanto para as mais
negativas (catédicas). Na Figura 5A pode ser visualizada uma representagao
esquematica sobre a varredura de potencial de forma linear em relagdo ao tempo
(E vst) utilizando potencial em forma de tridngulo. Durante a varredura do potencial,
o potenciostato mede a corrente versus o potencial aplicado (I vs E) no eletrodo de
trabalho. As espécies oxidadas geradas no sentido direto sao reduzidas no sentido
inverso, gerando picos separados para a reagdo de oxidagdo e de redugéo,

respectivamente, e cada uma delas caracterizadas por um potencial e corrente de

16



pico. Desse modo, a varredura do potencial em ambas as dire¢ées fornece
informacgdes sobre o comportamento eletroquimico das espécies geradas no
eletrodo de trabalho (KISSINGER; LAFAYETTE; HEINEMAN, 1983).

Na técnica de voltametria de pulso diferencial, pulsos de amplitude fixos
sobrepostos a uma rampa de potencial crescente sao aplicados ao eletrodo de
trabalho, como esta representado na Figura 5B. A corrente é medida antes da
aplicacdo do pulso (S1) e depois da aplicagéo (S2) e instrumentalmente a primeira
€ subtraida da segunda. A diferengca das correntes é obtida versus o potencial
aplicado e o voltamograma resultante possui picos de corrente de forma gaussiana
onde a concentracio do analito é diretamente proporcional a area do pico. Ao medir
as duas correntes e realizar a subtracdo € possivel corrigir a corrente capacitiva
(ndo-faradaica) gerada. Ou seja, a corrente total de ocorréncia na interface
eletrodo-solugdo € medida minimizando a contribuicdo de correntes de fundo
indesejaveis, proporcionando o aumento de sensibilidade da técnica e justificando
a popularidade desse método na detecgdo em biossensores eletroquimicos (BARD;
FAULKNER, 2001).

Na voltametria de onda quadrada é aplicada uma onda quadrada simétrica
de amplitude AEp sobreposta a um potencial crescente, na forma de escada, com
amplitude AEs, largura a e periodo T caracteristicos do potencial aplicado ao
eletrodo de trabalho (Figura 5C). Como na voltametria de pulso diferencial, a
corrente é medida duas vezes, ao final do pulso direto e e outro ao final do pulso
reverso, onde a dire¢ao do pulso € contraria a diregao da varredura. A realizagao
da medida de corrente duas vezes tem o propdsito igual ao pulso diferencial:
diminuir a influéncia das correntes néo-faradaicas. O diferencial dessa técnica
consiste na velocidade de aquisicao de dados, que € maior do que a técnica
anteriormente citado, devido ao fato de que, com o aumento da frequéncia dos
ciclos de onda quadrada por segundo, € possivel que as velecidades de varredura
de potencial sejam mais rapidas e sem perda da resolugdo (OSTERYOUNG,;
OSTERYOUNG, 1985).
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Técnica voltamétrica Sinal de excitagao (E Corrente resultante (i

vs t) vs E)

(A) Voltametria

Ciclica

(B) Pulso Diferencial ——

(C)Onda Quadrada | = N\

Figura 5. Técnicas voltamétricas utilizadas em biossensores eletroquimicos e
diferencas nos sinais de excitacado e corrente resultante. Autoria prépria.

1.2.3 Polimeros condutores aplicados em biossensores

Os polimeros condutores (PC) sdo polimeros conjugados que apresentam
elétrons 1 delocalizados ao longo da cadeia polimérica, proporcionando suas
fungdes uUnicas, como: condutividade elétrica, baixa energia optica de transicao,
baixo potencial de ionizagao e alta afinidade eletronica. Devido aos altos valores de
condutividade elétrica desses polimeros organicos os mesmos também sao
chamados de “metais sintéticos” (GERARD; CHAUBEY; MALHOTRA, 2002).

Os métodos englobados na polimerizacao aplicados na sintese de polimeros
condutores sao trés: quimica, eletroquimica e fotoeletroquimica.Entretanto, em
termos de aplicagbes bioldgicas, a polimerizagao eletroquimica possui vantagens
inerentes, como: realizacdo em condicdes de temperatura ambiente em eletrodos e
microeletrodos; o filme polimérico resultante fica confinadoao eletrodo e ao seu
formato, portanto, o desenho do eletrodo e a espessura do mesmo pode ser

controlada em escalas nanométricas a micrométricas;

18



possibilidade de variar as propriedades dos PCs variando as condi¢gdes de
eletropolimerizacdo (PENG et al., 2009).

A eletropolimerizagao de polimeros condutores € geralmente realizada por
técnicas de corrente constante ou galvanostatica; potencial constante ou
potenciostatico;  ciclos/varredura de potencial. Os melhores filmes
eletrodepositados sdo aqueles que empregam técnicas eletroquimicas em células
divididas com eletrodo de trabalho, contra-eletrodo ou auxiliar e eletrodo de
referéncia (GERARD; CHAUBEY; MALHOTRA, 2002). De modo geral, durante a
polimerizagao eletroquimica, no primeiro passo, 0 monémero neutro é oxidado em
determinado potencial até formagao de cations radicais. O potencial de oxidagao
determinado ocasiona a acessibilidade do mesmo via solugdo eletrolitica seguida
por reacdes de acoplamento até formagao de oligbmeros que serdo depositados na
superficie do eletrodo (HEINZE, 1991).

Monémeros que contém grupos aromaticos diretamente ligados ao oxigénio
sdo mais faceis de polimerizar, apresentando alta reprodutibilidade e resisténcia
mecanica, o que fornece estabilidade aos eletrodos modificados (DE CASTRO et
al., 2008). A tiramina (4-hidroxi-fenetilamina) (Figura 6) € um mondémero que possui
grupo —OH que aumenta sua solubilidade em componentes polares. A utilizagédo
em meio acido para producgao de poli-[4-(2-aminoetil)fenol], politiramina (Figura 6),
possibilita a formagao de filmes finos com propriedades condutivas melhoradas
(ABRAHAO et al., 2013).

L Politiramina
Tiramina
OH o]
- ~ T ~
Oxidagdo anodica o
- n
(CH2)2NH2 (CH2)2NHz

Figura 6. Representacdo esquematica da eletropolimerizagdo da tiramina.
Modificado de DE CASTRO et al., 2008.

Abrahdo e colaboradores (2013) propuseram 0 mecanismo de

eletropolimerizagdo da tiramina em meio acido, detalhado na Figura 7. O grupo
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inferiu que os mecanismos do processo envolvem: remocgéao eletrénica do orbital
molecular mais alto (em inglés, HOMO) da tiramina protonada formando um radical
cation protonado; o radical cation protonado formado, estabilizado por ressonancia,
perde um préton para formar o radical protonado reativo; o radical protonado acopla
ao carbonno orto do cation radical protonado para formagéao de um dimero; por fim,
os dimeros oxidados ou oligbmeros acoplam a outros mondémeros via cation radical
nas posigdes orfo, 0 que ocasiona a propagagao da reagdo em cadeia da

eletropolimerizagao.

. HOL . A 0
NH, OH . S NH} & NH
- ‘C. o »
H

. OH

+

Figura 7. Mecanismo proposto por Abrahdo e colaboradores (2013) da
eletropolimerizagdo da tiramina em meio acido.

1.3 Nanomaterias
1.3.1 Oxido de grafeno reduzido (OGr)

Os materias carbonaceos sao bastante utilizados na eletroquimica em
modificacdes de eletrodos e sao explorados no sentido de melhorar a performance
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eletroquimica nesses eletrodos. Os nanomateriais grafiticos, principalmente
grafeno, sao alvos de estudos em pesquisas inovadoras devido ao fato de possuir
extraordinarias propriedades fisicas, quimicas e elétricas (BROWNSON; SMITH,;
BANKS, 2017).

O o6xido de grafeno (OG) é o grafeno quimicamente modificado que é
preparado por oxidagédo e esfoliagdo acompanhado com modificagbes do plano
basal. O OG consiste em uma monocamada com alto conteudo de oxigénio
tipicamente com o raio C/O menor do que 3:1 e préximo a 2:1. A monocamada, em
aspecto de folha, possui grupos carbonila, hidroxila, epéxidos em ambos os lados.
E um material hidrofilico e seus grupos oxidados quebram a rede de condutividade
dos elétrons 1 (GAO, 2015).

O OGr é 0 OG reduzido por métodos que objetivam a redugéo do conteudo
de oxigénio, como representado na Figura 8. Esse nanomaterial possui sitios
eletroativos remanescentes e estrutura similar ao do grafeno. Fornece, como outras
vantagens, preparacao facil e barata, bons rendimentos reacionais, grande area

superficial, possibilidade de funcionalizagdo e boa biocompatibilidade (GAO, 2015).

GRAFITE Oxidagao
Esfoliacéo

OXIDO DE GRAFENO

Redugio

Quimica
Térmica
Eletroquimica

OXIDO DE GRAFENO REDUZIDO
OGRQ OGRT OGRE

Deposicdo quimica
em fase vapor

Figura 8. llustracdo esquematica de possiveis formas de preparacao do grafeno e
OGr. Modificado de FILIP; TKAC, 2014.

A reducdo do GO pode ser realizada quimicamente, termicamente ou
eletroquimicamente (ROWLEY-NEALE et al., 2018). O objetivo final de todos os

métodos € reestruturar a rede sp2 grafitica, porém cada método resulta em OGrs
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diferentes que podem influenciar a resposta eletroquimica de eletrodos modificados
com os mesmos (PEI; CHENG, 2012). Os métodos quimicos geralmente deixam
impurezas dos agentes redutores e a redu¢do ndo € completa (PARK; RUOFF,
2009). Ja os métodos térmicos tem melhores resultados no sentido de remover a
maioria das funcionalidades de oxigénio, mas, com a utilizagdo de altas
temperaturas, deixam defeitos, como carbonos sp3 (MCALLISTER et al., 2007). Os
métodos de reducédo eletroquimicos sao considerados “métodos verdes” pelo uso
de condicbes amenas de temperatura e pressdo em solugdes aquosas e nhao
utilizacdo de agentes redutores (SHAO et al., 2010).

Na reducao eletroquimica de OG emprega-se, normalmente, tampao fosfato
como suporte ou tampao eletrdlito (GAO et al., 2012). As solugdes eletroliticas sao
muito importantes por serem responsaveis pela condutividade do meio, parametro
crucial para formagao de filmes de alta qualidade na superficie do eletrodo (HILDER
et al., 2011). Além disso, o controle de pH do meio influencia na deposigao sobre o
eletrodo, sendo que valores de pH maiores que 10 do meio produzem filmes

instaveis devido a maior solubilidade em meio basico (LIU et al., 2011).

1.3.2 Nanoparticulas metalicas: ouro e prata

A nanotecnologia compreende particulas na escala entre 1 a 100 nm (Figura
9) bem como sua producéao, desenho, caracterizagao e aplicagao destas estruturas,
de modo que, controlando a manipulagao do tamanho e forma, a nivel nanométrico,
obtém-se estruturas e sistemas com caracteristicas ou propriedades superiores
(BAWA, 2007). Em paralelo a essa definicdo, a aplicagdao de nanoestruturas na
medicina é chamado de nanomedicina e abrange a utilizacdo das mesmas para fins
terapéuticos, na bioengenharia e diagnéstico (LANGER; WEISSLEDER, 2015).

As nanoparticulas possuem propriedades diferentes ao seu material de
origem, ou bulk (Figura 9), como, por exemplo, efeitos de superficie e confinamento
quantico (RODUNER, 2006) o que Ihes conferem as excelentes caracteristicas
exploradas nas aplicagdes nos setores de diagnostico (TONG et al., 2014). Essas
propriedades diferenciais entre as nanoparticulas e os substratos de origem

refletem nas abordagens gerais de produg¢ao das mesmas: as técnicas fop down e
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bottom up. No primeiro caso, um substrato macroscopico inicial € gradualmente
processado até a formacdo de particulas nanométricas e, no segundo caso, o
fendmeno ¢ invertido: utilizagdo de particulas nanométricas automontadas com a
finalidade de formagao do substrato macroscopico inicial (DARAIO; JIN, 2012).

Na area de diagndsticos a funcionalidade final requerida pelos nanomaterias
converge na melhora da especificidade e sensibilidade de determinada detecc¢ao
de reconhecimento biolégico (OLIVEIRA et al., 2014). Essas fungbes sao
conseguidas pelas inumeras vantagens inerentes aos nanomaterias, como
aumento da area superficial para ligagdo com biomoléculas.

O tamanho, formato e constante dielétricas das nanoparticulas metalicas e
semicondutoras determinam o comportamento éptico, eletrénico e magnético das
mesmas (EUSTIS; EL-SAYED, 2006). A solugao final de prata coloidal possui
coloragdo amarela que é resultado da absorgao da radiagao eletromagnética em
ressonancia com os plasmons de superficie. Com o aumento do tamanho das
nanoparticulas de prata, a cor amarela caracteristica da solugéo padrao se extingue
€ passa a possuir a coloragao caracteristica da prata em escala macroscopica. Do
mesmo modo, a solugcdo coloidal de ouro possui coloragdo vermelha e seu

correspondente bulk possui uma cor amarelo brilhante.

Atomo Nanocluster Nanoparticulas Bulk
T ] L | ]
I

1 ' | 1 I
10" 10° 10" 102 10°(nm)

Figura 9. Hierarquia dos materiais do atomo ao bulk (substrato macroscopico).
Modificado de YU et al., 2015.

A mudanca de coloragado das nanoparticulas metalicas é explicada interacao
com a luz em escala nanométrica (Figura 10). Quando o comprimento da luz é muito
maior do que o tamanho da nanoparticula, a luz entra em ressonancia com os

plasmons de superficie. O plasmon é a oscilagao coletiva de cargas em
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determinado meio ocasionando a separagao dipolar de cargas nas nanoparticulas.
As cargas e lados opostos, acoplados com uma forga restauradora, contribuem
para o surgimento do fenbmeno de plasmons. Quando a frequéncia da oscilagado
dos elétrons entra em ressonancia com a frequéncia da radiagao eletromagnética
da luz incidente, ocorre a ressonancia de plasmons de superficie. Esse fenémeno
esta intrinsicamente ligado a intensidade da for¢a restauradora que, por sua vez,
esta ligada a distancia entre o dipolo formado e, como consequéncia, observa-se a
mudanga de coloragdo quando altera-se o tamanho das particulas (JAIN et al.,
2007).

/—‘ ‘\"\

Campo elétrico —/ g \

/ | \ “67
. \ o |

Figura 10. llustracdo esquematica do fendmeno de ressonancia plasmbnica em
nanoparticulas metalicas. Autoria propria.

Em ouro (Au), prata (Ag) e cobre (Cu) a condigéo de ressonancia é completa
em espectros de luz visivel, tornando eses metais “plasmdnicos” grandes atrativos
para aplicagbes Opticas (KREIBIG; VOLLMER, 1995). Neste trabalho, as
nanoparticulas de ouro e prata serdo referidas como AuNps e AgNps,
respectivamente.

O fendbmeno de ressonancia ocorre na superficie das nanoparticulas,
portanto processos que alteram a superficie podem causar mudancas na constante
dielétrica e no fenébmeno de ressonancia. Processos que ocorrem superficialmente,
como interagéo ou ligagao com moléculas e biomoléculas, podem ser identificados
observando a mudanga que eles induzem na densidade eletrénica da superficie
que resulta na mudanca absorgdo plasmébnica de superficie maxima. Essa
sensibilidade as mudancas superficiais € a base para a utilizacao de nanoparticulas
metalicas como sensores sensitivos (EUSTIS; EL-SAYED, 2006).
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Os nanomateriais plasménicos séo utilizados, entre outros propdsitos, no
desenvolvimento de sistemas de biosensoriamente sensiveis e seletivos para
atender as demandas na saude publica, como a deteccdo de virus influenza
(AHMED et al., 2017) e tuberculose (KIM et al., 2016). Além disso, sdo empregados
em plataformas diagnésticas PoC para o aumento da especifidade desses métodos
(LEE et al., 2017). Na detecgao de RNA do ZIKV, Adegoke e colaboradores (2017)
mostraram que o0s sinais de ressonancia plasmoOnica de superficie de
nanoparticulas plasmoénicas podem ser utilizados para mediar o sinal de
fluorescéncia de nanocristais de quantum dots semicondutores. Neste estudo, o
aumento da fluorescéncia, baseada na deteccdo de RNA de ZIKV, foi proporcional
ao sinal de fluorescéncia mediados por ressonancia plasménica de superficie
localizada (ADEGOKE et al., 2017).

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Desenvolvimento de genossensor eletroquimico, baseado em eletrodos de
grafite modificados com 6xido de grafeno reduzido e politiramina, e Optico,
utilizando nanoparticulas de ouro e prata, para detecgdo do RNA genémico do virus

Zika extraido de pacientes infectados.

2.2 Objetivos especificos

e Reducao eletroquimica e caracterizacdo do 6xido de grafeno;

e Eletropolimerizagdo de mondémeros de tiramina sobre eletrodos de grafite
modificados ou ndo com OGir;

e Caracterizacao eletroquimica de eletrodos de grafite modificados com
politiramina (EG/PoliTir) e 6xido de grafeno reduzido (EG/OGr/PoliTir);

e Imobilizacdo de sonda especifica ao virus Zika na plataforma
EG/OGr/PoliTir;

e Deteccdo de RNAg de virus Zika de soro de pacientes infectados;
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Estudo de seletividade e especificidade da plataforma EG/OGr/PoliTir com
sonda imobilizada utilizando controle negativo de RNAg de virus da Hepatite
C;

Determinacgao dos parametros analiticos do genossensor;

Determinacéo da estabilidade do bioeletrodo EG/OGr/PoliTir-ZIK1V;
Caracterizacao por microscopia de forca atdmica de EG/OGr/PoliTir-ZIK1V,
EG/OGr/PoliTir-ZIK1V-RNAg ZIKV e EG/OGr/PoliTir-ZIK1V-RNAg HCV;
Sintese de nanoparticulas de ouro pelo método de Turkevich modificado;
Caracterizacao das AuNps por espectrofotometria de UV-Vis;
Funcionalizacdo de sonda especifica ao virus Zika nas AuNps;

Deteccédo colorimétrica e optica em AuNps de RNAg de virus Zika de
sorode pacientes infectados;

Estudo de seletividade e especificidade das AuNps funcionalizadas com
sonda especifica utilizando controle negativo;

Determinagédo da estabilidade das AuNps funcionalizadas com sonda
especifica;

Sintese de nanoparticulas de prata por reducédo de borohidreto de sodio
eestabilizacio por citrato de sddio;

Caracterizagao das AgNps por espectrofotometria de UV-Vis;
Funcionalizacdo de sonda especifica ao virus Zika nas AgNps;

Detecgao colorimétrica e optica em AgNps de RNAg de virus Zika de
sorode pacientes infectados;

Estudo de seletividade e especificidade das AgNps funcionalizadas com
sonda especifica utilizando controle negativo.

Determinacgéo da estabilidade das AgNps funcionalizadas com sonda

especifica;

26



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Equipamentos e reagentes

As solugdes do presente trabalho foram preparadas com agua deionizada e
ultra pura (resistividade de 18,2 MQ cm, Gehaka). Previamente aos testes
eletroquimicos, as mesmas foram desoxigenadas com gas nitrogénio ultrapuro por
tempo proporcional ao volume (1 min/ mL"). Os testes eletroquimicos foram
executados em um potenciostato (CHI Instruments) e os espectros de absorbancia
analisados em espectofotrometro UV-Vis SHIMADZU. A temperatura e
concentracado das solucdes estdo indicadas apds sua citacdo durante o texto. Os

reagentes utilizados foram de padrao analitico e estao listados na Tabela 2:

Tabela 2. Reagentes utilizados.

Reagentes Férmula quimica | Fonte Pureza
%
Acido perclérico HCIO4 Merck 37%
Acido tetracloroaurico (111) tri- Sigma 49%
hidratado HAuCls - 3H20
Citrato de sddio Na3CeHs07 Synth 99%
Cloreto de potassio KCI Neon 99%
Cloreto de sddio NaCl Synth 99%
Ferricianeto de potassio Ks[Fe(CN)s] Vetec 99%
Ferrocianeto de potassio Ks4[Fe(CN)es]-3H20 | Reagen 99%
Fosfato de sédio dibasico NazHPO4 Synth 99%
Fosfato de sédio monobasico NaH2PO4 Synth 99%
Cloridrato de tiramina CsH12CINO Acros 98%
Organics
Nitrato de prata AgNOs Acros 98%
Organics
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3.2 Amostras bioldgicas

O oligonucleotideo ZIKV2 é o alvo complementar de ZIK1V e ZIKV1S (adigao
de enxofre na porgéo 5’) e as sequéncias sao especificas ao virus Zika (GenBank:
KU497555.1). Tais sequéncias foram escolhidas com base na analise da sequéncia
do genbéma do virus com, aproximadamente, 11 kb (Figura 1) e s&o regides
conservadas, em relagdo as outras cepas do virus (cruzamento com banco de
dados no GenBank) e repetitivas.

Os oligonucleotideos liofilizados foram preparados em solugdo tampao
citrato de sédio salino (citrato de sodio 0,03 mol L', NaCl 0,3 mol L™, ajustado com
acido citrico, pH 7,0) obtendo a concentragdo de 1 mmol L'. Como controle
negativo, foram utilizadas solugdes de oligonucleotidos especificos a Neisseria
meningitidis (NM1) e RNA gendmico de virus da Hepatite C (9,6 kb), o qual foi
purificado utilizando-se o extrator ABBOTT m2000sp.

Tabela 3. Sequéncias de oligonucleotideos utilizados no trabalho.

Nome Sequéncia Fonte
ZIKV1S 5- [SJCCGCTGCCCAACACACAAG-3 | Invitrogen
ZIK1V 5- CCGCTGCCCAACACACAAG -3 | Invitrogen
ZIKV2 5- CTTGTGTTGGGCAGCGG -3 Invitrogen
NM1 5- TGTTGGGCAACCTGATTG -3 Invitrogen

3.3 Genossensor eletroquimico

3.3.1 Preparo do eletrodo de trabalho

Os eletrodos de trabalho de grafite foram confeccionados a partir do corte de
barras de grafite de 6 mm com pureza de 99,9995% adquiridas da Alfa Aesar. Os
discos resultantes, de 3 a4 mm, foram colados na superficie de um cilindro metalico
envolto de material polimérico politetrafluoretiieno (PTFE) da Teflon® por meio de
cola condutora constituida de 70% de floco de prata e 30% de cola epoxi (Araldite®)
(Figura 11A). O tempo para completa secagem (24 h) foi aguardado e,
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posteriormento, as lacunas entre o grafite e o teflon foram preenchidos com cola
epoxi (Araldite®) e levados a 90°C para remogao de possiveis bolhas de ar.
Novamente foram aguardados 24 h para completa secagem em temperatura

ambiente.

A

_ Corte do bastiio Cola condutora Cola epdxi
de grafite em discos

—— :
—— . 24n 24h .
—_— — —
= )
L

e By
B Y Y .
8 8 5

;.ixa fina Lixa grossa Feltro + alumina

Figura 11. Preparo dos eletrodos de grafite e polimento. (A) Processo de corte dos
bastbes de grafite e colagem dos discos. (B) Método de polimento manual em lixa
fina, grossa e em feltro com pasta de alumina. Autoria propria.

O polimento de grafite foi realizado por meio de duas lixas d’agua, 400 e
1200 (BM®) e feltro embebido de suspensao de alumina 0,3 pm (Micropolish A,
Buehler) (Figura 11B). Posteriormente, os eletrodos foram submersos em agua
deionizada e sonicados por 10 minutos, com o objetivo de remogéo da alumina
aderida a superficie do grafite. A secagem dos eletrodos foi realizada com
nitrogénio ultra-puro e, para as analises eletroquimicas, os mesmos foram
conectados a uma base metalica revestida com teflon para contato elétrico. A
Figura 12 ilustra imagens dos elementos do eletrodo de grafite artesanal

confeccionado.
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Figura 12 . Preparo dos eletrodos de grafite. Fotografia da vista lateral (A) e
superior (B) dos elementos do eletrodo. Da esquerda para direita: base de Teflon®,
cilindro metalico, disco de grafite e eletrodo apds colagem e polimento. Autoria
prépria.

3.3.2 Pré-condicionamento dos eletrodos de grafite

Para garantir a reprodutibilidade e padronizagdo da area superficial dos
eletrodos para procedimentos posteriores, os mesmos foram caracterizados
eletroquimicamente por voltametria ciclica em solucéo de acido perclérico (HCIO4)
0,5 mol L' como eletrolito suporte, na velocidade de 50 mV.s', na janela de
potencial entre 0,00 V a + 1,20 V com 4 ciclos de varredura.

Todas as medidas eletroquimicas deste trabalho foram realizadas em célula
de 3 compartimentos (Figura 13), com capacidade para 25 mL de solucgao,
acopladas a um potenciostato (CH Instruments). Os eletrodos utilizados foram:
eletrodo auxiliar de platina (area geométrica de 2 cm?) (Figura 13A), eletrodo de
trabalho de grafite (Figura 13B) e eletrodo de referéncia de Ag/AgCl e KCI (3 mol L
) (Figura 13C).
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Figura 13. llustracdo esquematica da célula de trés compartimentos com (A)
eletrodo auxiliar de platina, (B) eletrodo de trabalho de grafite e (C) eletrodo de
referéncia de Ag/AgCl (RODOVALHO, 2014).

3.3.3 Reducao eletroquimica de OG sobre eletrodo de grafite

A dispersao do 6xido de grafeno (OG) foi preparada com 1,0 mL de agua
deionizada e 1,0 mg de OG. A mesma foi deixada em banho ultrassénico por 20
min e vortexados por 1 min. Em seguida, a dispersao foi submetida a centrifugacao
a 3500 rpm por 5 minutos. Nos eletrodos de grafite selecionados pela etapa
anterior, foram gotejados 15 uL do sobrenadante na superficie e mantidos a 55°C
por 20 minutos para completa secagem do material.

A reducéo eletroquimica do OG (Figura 14) foi executada por voltametria
ciclica em tamp3ao fosfato de sodio (0,1 mol L', pH 7,4) como eletrdlito suporte, na
faixa de 0,00 V a - 1,50 V, com velocidade de varredura de 50 mV.s™!, sob 10 ciclos

de varredura, onde ocorre a estabilizagao da corrente.
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Figura 14. llustracdo esquematica da reducdo eletroquimica de OG e
eletropolimerizacao de tiramina sobre eletrodo de grafite. Autoria propria.

3.3.4 Eletropolimerizacao de tiramina sobre EG/OGr

Apos reducéao eletroquimica de OG sob eletrodo de grafite (EG/OGr), os
eletrodos foram submetidos a voltametria ciclica para eletropolimerizagao de
tiramina, a fim de formar a plataforma EG/OGr/PoliTir. A solugdo monomérica de
tiramina a 2,5 mmol L' foi deaerada por 50 minutos (1 min/1 ml) e submetida a
voltametria ciclica na janela depotencial de 0,00 V a + 1,10 V, na velocidade de 50
mV.s™' com 20 ciclos de varredura.

Ao fim da eletropolimerizacdo, os eletrodos de EG/OGr/PoliTir foram
submetidos a voltametria ciclica a fim de remogdo do mondémero residual em
solugdo de acido percldrico (HCIO4) 0,5 mol L' como eletrdlito suporte, na
velocidade de 50 mV.s™', janela de potencial entre 0,00 V a + 1,20 V com 4 ciclos

de varredura.

3.3.5 Construcao do bioeletrodo e detecg¢ao eletroquimica do alvo
complementar
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Na construgdo do bioeletrodo foi utilizada sonda especifica de
oligonucleotidos para o virus Zika (ZIK1V) na concentragao de 1 ug/mL em tampao
citrato de sédio (0,03 mol L', NaCl 0,3 mol L'). Foram gotejados 15 UL dessa
solugdo nos eletrodos e mantidos hermeticamente fechados em temperatura
ambiente por 30 minutos, tempo esse para que ocorra adsorgao fisica da sonda a
plataforma de EG/OGr/PoliTir. Seguidamente, os eletrodos EG/OGr/PoliTir/ZIK1V
foram lavados por 6 segundos emergidos em tampao fosfato de sédio (0,1 mol L,
pH 7,4), de modo que haja remogédo de sondas que n&o se adsorveram na
plataforma.

A sequéncia de oligonucleotideo complementar (ZIKV2) foi utilizada para
avaliacao da especificidade da sonda imobilizada. Assim, apds a lavagem, os
eletrodos foram secados com N2 ultra-puro e foram gotejados 15 uL de ZIKV2 na
concentracdo de 1 pg/mL. Os eletrodos EG/OGr/PoliTir/ZIK1V:ZIKV2 foram
submetidos a 55°C por 20 minutos, permitindo que o sistema esteja em temperatura
6tima de anelamento entre sonda e alvo. Apds esse periodo, os eletrodos foram
lavados por 6 segundos emergidos em tampao fosfato de sodio (0,1 mol L', pH
7,4), para remocéao de biomoléculas que ndo se anelaram a sonda. Para detecgéo
eletroquimica de alvo complementar foi monitorado o pico de corrente da sonda
anibénica de ferro/ferricianeto de potassio (K4[Fe(CN)s]/Ks[Fe(CN)s].3H20, 5 mmol
L-', contendo 0,1 mol L-" de KCI) por voltametria de pulso diferencial (VDP) antes e
apos hibridizacdo com modulagdo de amplitude de 25 mV, intervalo de pulso 0,2 s

e velocidade de 30 mV.s™.

3.3.6 Deteccao eletroquimica do RNA genémico (RNAg)

As amostras de RNAg extraidos de soro de pacientes infectados por virus
Zika foram obtidas pelo Instituto Adolfo Lutz (SP), laboratério de analises,
credenciado como Laboratério Nacional em Saude Publica e Laboratério de
Referéncia Macroregional pelo Ministério  da Saude Brasileiro
(http://www.ial.sp.gov.br/).

Nos eletrodos EG/OGr/PoliTir/ZIK1V sensibilizados com sonda, conforme
item anterior, foram gotejados 15 yL de RNAg em tampé&o fosfato (1 pg/mL)
previamente quantificados em espectrofotdmetro (BioDrop®). Os eletrodos
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EG/OGr/PoliTir/ZIK1V:RNAg foram submetidos a 55°C por 20 minutos (Figura 15).
Apos esse periodo, os eletrodos foram lavados lavados por 6 segundos emergidos
em tampéo fosfato de sddio (0,1 mol L', pH 7,4), para remogéo de biomoléculas
que nao se anelaram a sonda. Para detecgao eletroquimica de alvo complementar
foi monitorado o] pico de corrente da sonda anidnica
(K4[Fe(CN)s]/K3[Fe(CN)e].3H20, 5 mmol L, contendo 0,1 mol L' de KCI) por VDP
antes e apo6s hibridizacdo com modulagcdo de amplitude de 25 mV, intervalo de

pulso 0,2 s e velocidade de 30 mV.s™.

[Fe(CN)l*

EG/OGr/PoliTir/ZIKV1 EG/OGr/PoliTir/ZIKV1-RNAg
Imobilizagdo Hibridizacio Deteccio por VDP

Figura 15. llustracdo esquematica da imobilizagdo e detecgdo de RNAg em
eletrodo EG/OGr/PoliTir/ZIK1V. Autoria propria.

3.3.7 Estudo de seletividade

Na avaliagao sobre a seletividade do sistema foi utilizado material de RNAg
viral de Hepatite C como controle negativo. Nos eletrodos EG/OGr/PoliTir/ZIK1V
sensibilizados com sonda, conforme item 3.3.6, foram gotejados 15 yL de RNAg
em tampao fosfato (1 pug/mL) previamente quantificados em espectrofotdmetro
(BioDrop®). Os eletrodos EG/OGr/PoliTir/ZIK1V:RNAg foram submetidos a 55°C
por 20 minutos. Apos esse periodo, os eletrodos foram lavados por 6 segundos

emergidos em tampéo fosfato de sodio (0,1 mol L', pH 7,4), para remogéo de
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biomoléculas que ndo se anelaram a sonda. Para deteccgéo eletroquimica de alvo
complementar foi monitorado o pico de corrente da sonda anibnica de
Ka[Fe(CN)s]/K3[Fe(CN)s].3H20, 5 mmol L', contendo 0,1 mol L' de KCI por VDP
antes e apds a hibridizagdo com modulagao de amplitude de 25 mV, intervalo de

pulso 0,2 s e velocidade de 30 mV.s™.

3.3.8 Curva de calibragao

Na construgéo da curva de calibragdo do biossensor, o RNAg de pacientes
infectados com ZIKV foram utilizados nas concentragdes de 107% g/mL, 1078 g/mL,
1072 g/mL, 1072 g/mL e 107" g/mL. A construcdo do bioeletrodo e detecgdo
eletroquimica das diferentes concentragdes foi realizada de acordo com a
metodologia descrita no item 3.3.5 e 3.3.6, respectivamente. O software Origin® 7
foi utilizado para constru¢cao da curva de calibracéo relacionando a corrente de pico
com o logaritmo negativo da concentragdo do RNAg do ZIKV.

No calculo da sensibilidade considerou-se o coeficiente angular da reta (S).
Os limites de detecgédo (LD) e quantificacdo (LQ) foram calculados segundo as

equacoes 3 e 4:

onde & é o desvio padrao do branco e S o coeficiente angular da reta da curva de
calibragcao (SHRIVASTAVA; GUPTA, 2011).

3.3.9 Estabilidade do bioeletrodo

As analises da estabilidade do bioeletrodo frente ao tempo foram conduzidas
por 60 dias. Os eletrodos modificados com a sonda (EG/OGr/PoliTir/ZIK1V),
conforme item 3.3.6, foram estocados em céamaras umidas hermeticamente
fechadas e protegidas da luz a 8°C. Em intervalos de 10 dias os eletrodos foram

avaliados conforme item 3.3.6 da metodologia de deteccéo eletroquimica de RNAg.
35



3.3.10 Analises morfologicas

As analises morfologicas do genossensor foram realizadas por Microscopia
de Forga Atémica (AFM) das etapas de imobilizagao e detecgdo com RNAg de virus
Zika e alvo ndo complementar de RNAg do virus da Hepatite C. A analises
topograficas foram realizadas no AFM da marca Hitachi modelo AFM5100N no
modo de microscopia de for¢ca dindmica com cantiléver de silicio de constante molar

1.0 N/m com frequéncia de 0,38 Hz.

3.4 Plataformas colorimétricas e 6pticas baseadas em nanoparticulas

metalicas de ouro e prata

3.4.1 Sintese de nanoparticulas de ouro (AuNps)

O método de sintese de AuNps foi baseado na metodologia de Turkevich-
Frens (TURKEVICH, 1995) (FRENS, 1973) com modificacbes. Antes de realizar o
experimento foi necessario siliconizar todas as vidrarias e barra magnética utilizada
com silicone da marca SigmaCote® e, apds 24 horas, as mesmas foram lavadas
varias vezes com agua deionizada.

As solugdes utilizadas de acido tetracloroaurico (HAuCls) 1% (p/v), agente
precursor, e citrato tri-sédio 1% (p/v), agente redutor, foram preparadas em agua
deionizada (Figura 16 A). Todas as solug¢des foram filtradas por membranas de
acetato de celulose (Coring®) Acoplados a uma seringa de porosidade de 0,20 pm.

A sequéncia da metodologia de sintese de AuNps esta ilustrada na Figura
16 B. Primeiramente, em um erlenmeyer de 500 mL, foram adicionados 200 mL de
agua deionizada sob agitagdo magnética e aquecimento até a fervura. A agua foi
mantida nessas condigoes por 5 minutos. Em seguida, 232,5 mL de agua
deionizada e filtrada foi adicionada e, novamente, aquecendo até o ponto de
fervura. Foram adicionado 15 mL de citrato de sodio 1% (p/v) sob agitacao por 5
minutos.

Apos a adicdo do agente redutor e passados 5 minutos, a agitagdo foi

aumentada e a temperatura mantida em, aproximadamente, 150°C. Rapidamente
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foram adicionados 2,5 mL de &cido tetracloroaurico 1% (p/v) e mantidos nessas
condig¢des por 25 min ou quando a coloragao da solugao tornar-se avermelhada. As

solucdes coloidais de AuNps foram armazenadas a temperatura de 8°C.

3.4.2 Funcionalizagao das AuNps com oligonucleotideo especifico

De modo a facilitar a interagdo entre as nanoparticulas metalicas de ouro e
prata e o oligonucleotideo especifico, as mesmas foram sintetizadas com enxofre
na terminacao 5’ (ZIKV1S). Em microtubos fora adicionados 200 pyL de AuNps e 2
ML de ZIKV1S (0,1 mg/uL) e deixados em temperatura ambiente por 1 hora.
Posteriormente, foram adicionados 10 yL de solucdo de NaCl saturada aos
microtubos para observagado da ocorréncia ou ndo ocorréncia de agregacao das
AuNps.

O espectro de absorgao foi analisado em espectrofotdmetro UV-VIS
(SHIMADZU®) em cubetas de quartzo (caminho 6ptico de 1 cm). Foi realizada
diluicdo 1:1 das AuNps com agua deionizada e executada a varredura de 300 a 700
nm. Os resultados observados foram comparados com solucdo de AuNPs

conjugada com ZIKV1S antes e ap6s adi¢cao de NaCl.

HAuCl4 1% Citrato de
tri sédio 1%
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Aumento da agitagio
a150°C

25 min

Figura 16. llustragcdo esquematica da metodologia de sintese de AuNps. (A)
Solugdes utilizadas e sistema de filtracdo: HAuCIl 1%; citrato de tri-sodio 1%; filtro
de membrana 0, 22 ym. (B) Sequéncia da sintese de AuNps. Autoria prépria.

3.4.3 Detecgao 6ptica e colorimétrica do alvo complementar

Com o objetivo de avaliar a especificidade da sonda, oligonucleotideos nao
complementares de Neisseria meningitidis (NM1) foram mantidos nas mesmas
condigdes do alvo complementar (ZIKV2) e os espectros analisados apds adigao
de sal saturado.

Primeiramente, as AuNps foram funcionalizadas com ZIKV1S (Figura 17),
conforme descrito no item 3.4.2 e, posteriormente, foram adicionados 2 yL de alvo
complementar ao Zika (ZIKV2) (0,1 mg/uyL) e alvo ndo complementar de N.
meningitidis (NM1) (0,1 mg/uL) e mantidos a 55°C por 20 minutos.

Ap0bs o periodo de interagdo entre AuNps conjugado com ZIKV1S (AuNps-

ZIKV1S) e alvo complementar e ndo complementar, 10 pL de solugdo saturada de
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NaCl foram adicionados e o monitoramento da cor e espectro de absorc¢ao foi

realizado em espectrofotdbmetro UV-VIS, como descrito no item 3.4.2.

3.4.4 Deteccao optica e colorimétrica de RNAg

A deteccao optica e colorimétricaa foi realizada com RNAg extraido do soro
de 10 pacientes infectados pelo virus Zika. Na solu¢do de AuNps funcionalizadas
com ZIKV1S, conforme item 3.4.2, foram adicionados 2 pyL da amostra-alvo de
RNAg e incubados a 55°C por 20 minutos. Nessas condigdes o RNAg hibridiza com
o oligonucleotideo especifico do ZIKV1S formando o complexo AuNps-ZIKV1S-
RNAg. A adicdo de grupamento tiol a extremidade 5’ caracteriza-se como passo
crucial para a orientacao da ligagao dos oligonucleotideos as AuNps, devido ao fato
de o enxofre possuir forte interagdo com ouro.

Posterior a etapa de hibridizagao, 10 uL de solugdo de NaCl saturada foram
adicionados aos microtubos para observagdo da formagdo de agregacgédo e

decorrente mudanca de coloragdo. Os espectros foram monitorados por

espectrofotometro UV-VIS, conforme descrito no item 3.4.2.

IMOBILIZAGAO
SONDA ZIKV POR
1haTA

% SATURADO

RNAQ DE ZIKV
A 55°CPOR 20
MIN

%%%

B

1
ESPECTROFOTOMETRO I

Figura 17. Representagdo ilustrativa da funcionalizagdo de AuNps com
oligonucleotideo especifico ZIKV1S e detecgéo colorimétrica e optica de RNAg do
virus. Autoria propria.
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3.4.5 Estabilidade das AuNps-ZIKV1S

O sistema AuNps-ZIKV1S foi analisado quanto a estabilidade frente ao
tempo por 90 dias. Apos etapa de funcionalizagdo das AuNps com o ZIKV1S (item
3.4.2), os microtubos foram estocados na temperatura de 8°C por 90 dias. Em
intervalos de 10 dias as nanoparticulas foram submetidas a metodologia de acordo

com o item 3.4.3 e analisados em espectrofotdmetro, conforme item 3.4.2.

3.4.6 Sintese de nanoparticulas de prata (AgNps)

Antes do processo de sintese das AgNps todas as vidrarias foram mantidas por
24 h em acido nitrico concentrado, objetivando a limpeza das mesmas e impedindo
formacgdes de impurezas e de sitos de nucleacédo ao decorrer da sintese. Apds 24
h, o acido nitrico foi descartado e as vidrarias lavadas com agua deionizada.

Na sintese das AgNps (Figura 18) todas as condi¢des reacionais devem ser
criteriosamente controladas, como temperatura e concentracédo de reagentes. E
importante destacar que o boroidreto de sd6dio € um agente redutor forte na
presenca de ions prata e, dessa maneira, € necessaria a realizagcédo da sintese em
banho de gelo de modo que se elimine a energia de ativagao, pela diminuicdo da
temperatura do sistema, permitindo o controle cinético do tamanho das
nanoparticulas (BANNE et al., 2017).

A metodologia descrita foi baseada e modificada de Doty e colaboradores
(2005). Todo o procedimento de sintese das AgNps (Figura 18) foi conduzido em
banho gelado no agitador magnético. Para tal fim, utilizou-se cubos de gelo em
recipiente com agua deionizada onde € colocado o erlenmeyer com a solugéao de
AgNOs. Para o preparo dessa solugdo, em um erlenmeyer com 25 mL de agua
deionizada, adicionou-se 258 UL de solugdo de AgNO3 0,01 mol.L-' com auxilio de
pipeta automatica. A barra de agitagcao apropriada foi colocada no erlenmeyer e o
conjunto levado ao agitador magnético em banho de gelo. A solugao foi agitada
vigorosamente e com auxilio da pipeta pasteur gotejou-se 258 pyL de NaBH4 0,005
mol.L-' e 1000 pL citrato de sédio a 0,03 mol.L-! até solugdo tornar-se amarelo

brilhante em, aproximadamente, 15 minutos.
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Figura 18. llustracdo esquematica sequencial da metodologia de sintese de
AgNps. Autoria propria.

3.4.7 Funcionalizagao das AgNps com oligonucleotideo especifico

Em microtubos fora adicionados 50 yL de AgNps e 2 pyL de ZIKV1S (0,1
mg/uL) e deixados em temperatura ambiente por 1 hora. Posteriormente, foram
adicionados 10 pL de solugao de NaCl saturada aos microtubos para observacao
da ocorréncia ou ndo ocorréncia de agregagao das AgNps.

O espectro de absorcao foi analisado em espectrofotdbmetro UV-VIS
(SHIMADZU®) em cubetas de quartzo (caminho éptico de 1 cm). Foi realizada
diluicdo da solugdo em 1:1 das AgNps com agua deionizada e executada a
varredura de 300 a 700 nm. Os resultados observados foram comparados com

solugdo de AgNps conjugada com ZIKV1S antes e apds adigdo de NaCl.
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3.4.8 Deteccgao optica e colorimétrica do alvo complementar

A avaliacdo da especificidade do dispositivo colorimétrico e 6ptico foi
conduzido com alvo nao complementar de oligonucleotideos proveniente de outro
micro-organismo: N. meningitidis.

As AgNps sao funcionalizadas com ZIKV1S (Figura 19), conforme descrito
no item 3.4.7 e, posteriormente, sdo adicionados 2 pL de alvo complementar ao
Zika (ZIKV2) (0,1 mg/uL) e alvo nao complementar de N. meningitidis (NM1) (0,1
mg/uL) e mantidos a 55°C por 20 minutos.

ApOs o periodo de interagao entre AgNps conjugado com ZIKV1S (AgNps-
ZIKV1S) e alvo complementar e ndo complementar, 10 uL de solugcédo saturada de
NaCl foram adicionados e o monitoramento da cor e espectro de absorcao foi
realizado em espectrofotdbmetro UV-VIS, como descrito no item 3.4.7. Os resultados
observados foram comparados com solugdo de AgNps conjugadas com ZIKV1S e

apo6s adicao de NaCl.

3.4.9 Detecgao 6ptica e colorimétrica de RNAg

Com o objetivo de promover a acessibilidade do RNA genémico (RNAg) ao
ZIKV1S funcionalizado nas AgNps, a amostra-alvo de RNAg foi submetida ao
tratamento térmico em 98°C durante 5 minutos, removendo assim as estruturas
secundarias e terciarias do RNAg. Na solugdo de AgNps funcionalizadas com
ZIKV1S, conforme item 3.4.7, sdo adicionados 2 yL da amostra-alvo de RNAg (4
pacientes infectados) e incubados a 55°C por 20 minutos. Nessas condigdes o
RNAg hibridiza com o oligonucleotideo especifico do ZIKV1S formando o complexo
AgNps-ZIKV1S-RNAg.

Posterior a etapa de hibridizacdo, 10 yL de solucdo de NaCl saturada séo
adicionados aos microtubos para observacdo da formacédo de agregacédo e
decorrente mudanca de coloragdo. Os espectros foram monitorados por

espectrofotometro UV-VIS, conforme descrito no item 3.4.7.
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Figura 19. Representagao ilustrativa da funcionalizacdo de AgNps com
oligonucleotideo especifico ZIKV1S e detecgéo colorimétrica e 6ptica de RNAg do
virus. Autoria propria.

3.4.10 Estabilidade das AgNps-ZIKV1S

A fim de monitorar a estabilidade dispositivo colorimétrico e éptico para
diagnéstico de virus Zika, as AgNPs modificadas com ZIKV1S foram mantidas a
8°C durante 90 dias. Testes foram executados a cada més por quatro meses, mais
especificamente nos dias: 0, 30, 60 e 90. Apds cada teste foram realizadas leituras
no espectrofotdmetro UV-VIS com o objetivo de monitorar alteracbes no espectro

de absorgéo frente ao tempo.

3.5 Estatistica e tratamento de dados

Os voltamogramas, histogramas e espectros de absor¢do apresentados
neste trabalho foram elaborados no software Origin® 7. Os experimentos

eletroquimicos foram condizidos em triplicata em sua totalidade e, quando nao
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mencionados no texto, a média aritmética e desvio padrao estardo apresentados
em histogramas. Os resultados que apresentaram desvios-padrao inferiores a 10%
da média foram estabelecidos como aceitaveis. Os voltamogramas apresentados
foram subtraidos de suas respectivas linhas de base, alinhados verticalmente e a
area e altura dos mesmos foram obtidos pela ferramenta de integragao do software
Origin® 7. Além disso, os valores de correntes de pico Ip e calculo de carga (Q)
foram calculadas integrando toda a area dos voltamogramas de corrente por tempo.
Os espectros de absorbancia foram subtraidos de suas respectivas linhas de base
e 0s picos de absorcao calculados também pela ferramenta de integragcdo do

software Origin® 7.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Estudos eletroquimicos

411 Selecao dos eletrodos de grafite

Apos o polimento dos eletrodos de grafite os mesmos foram submetidos a
medidas de voltametria ciclica realizadas no eletrolito suporte HCIO4 0,5 mol/L™", de
modo que os eletrodos escolhidos para os subsequentes experimentos possuem o
perfil eletroquimico como na Figura 20, com corrente maxima entre 35 a 40 pA.
Além de padronizar os perfis eletroquimicos dos eletrodos de grafite, a voltametria
ciclica em eletrdlito suporte tem a finalidade de remogao de possiveis interferentes
contaminantes adsorvidos na superficie que sejam eletroativos. Portanto, os EG

gue nao exibiram comportamento semelhante a Figura 20 foram descartados.
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Figura 20. Voltamograma ciclico do EG em eletrolito suporte HCIO4 0,5 mol/L-' com
velocidade de 50 mV.s™.

4.1.2 Oxido de grafeno reduzido eletroquimicamente

A aplicacdo de OG é extensamente explorada em varias areas como
eletroanalise e eletrocatalise. A limitacdo da utilizacdo desse material reside no fato
de ser isolante, o que reestringe as aplicagdes em eletroquimica. A remogao ou
reducao de grupos especificos oxigenados da estrutura de OG permite o ajuste da
fragdo sp2, transformando a forma isolante em semicondutora. Além disso, via
reducdo quimica, a estrutura adquire a qualidade semelhante a semi-metal, ou do
inglés graphene like-semi metal (LOH et al., 2010).

A voltametria ciclica permite a visualizacdo dos picos de reducdo de OG e
reversibilidade do processo, variando o potencial ciclicamente em faixa
determinada. O presente estudo utiliza a faixa de potencial entre 0 e - 1,5 V a fim
de remogao/diminui¢cao dos grupos oxigenados. A analise de Gao e colaboradores
(2016), sobre o comportamento eletroquimico da redugao de OG, mostrou que a

desordem do OGr diminui e a condutividade aumenta significantemente no primeiro
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ciclo de reducdo. Além disso, os grupamentos O=C-OH foram completamente
reduzidos em C=0 em potenciais entre - 1,0 Ve - 1,4 V. Ainda, o grupo discute que
de C=0O resultante € completamente reduzido em potenciais mais negativos
(maiores que -1,4V) (GAO et al., 2016).

A Figura 21 apresenta o voltamograma ciclico de redugao de OG 1 mg/mL
em agua deionizada apos secagem sobre o eletrodo de grafite. O eletrdlito suporte
empregado foi tampao fosfato 0,1 mol L', pH 7,4, realizado com 10 ciclos de
varredura de potencial na velociodade de 50 mV.s™'. Anterior ao experimento as
solugdes foram desoxigenadas por 25 minutos em N2 para impedir possiveis
reagoes de competicao entre a redugao dos grupos funcionais oxigenados do OG
e do Oz solubilizados no eletrdlito suporte. A medida que o OG é consumido, a
corrente diminui até a aproximacao de zero, quando ocorre a conversao parcial em
OGr no eletrodo de trabalho.

Como ilustrado na Figura 21, no primeiro ciclo da reducdo podem ser
observados trés picosem - 0,47 V, - 1,05V e - 1,3 V que desaparecem no segundo
ciclo. Estes resultados estdo de acordo com a literatura, como, por exemplo, Dogan
e colaboradores (2013), utilizando como eletrodo de referéncia o Ag/AgCI KCI 3 mol
L-', observaram picos catddicos entre - 0,4 V e - 0,6 V na redugdo de OG que foram
atribuidos & reducdo de grupos oxigenados do OG (DOGAN; EKINCI; DEMIR,
2013). Além disso, picos entre - 0,6 V e - 1,0 V sao atribuidos aos processos
eletroquimicos irreversiveis do OG. Em potenciais mais negativos, como
demonstrado por Gao e colaboradores (2009), os grupamentos O=C-OH sao
completamente reduzidos. Os diferentes tipos de grupos funcionais oxigenados na
superficie do OG leva a diversidade da reatividade eletroquimica e ocasiona a
grande faixa de potenciais de redugao (GUO et al., 2009).
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Figura 21. Reducéo eletroquimica por voltametria ciclica do OG na superficie do
eletrodo de grafite em tampéao fosfato 0,1 mol L', pH 7,4, entre 0,0 a -1,5 V, 10
ciclos e velocidade de varredura de 50 mV.s™".
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Figura 22. Voltamogramas ciclicos da primeira volta de redugdo do EG (linha

pontilhada) e OG (linha continua) em tampao fosfato 0,1 mol L', pH 7,4, 50mV.s™,
entre 0,0a-1,5V.
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Na Figura 22 é possivel visiualizar o primeiro ciclo de redu¢do em EG e em
EG/OG em tampao fosfato 0,1 mol L', pH 7,4, 50mV.s™!, entre 0,0V a-1,5V. Como
esperado, o grafite ndo possui nenhum pico de redugéo, corroborando os dados
experimentais sobre a redugcdo dos grupos oxigenados de OG. Desse modo, a
reducao eletroquimica de OG foi obtida com sucesso de modo rapido e
ecologicamente favoravel, ou seja, sem a utilizagcdo de solventes toxicos e
contaminantes, como a hidrazina (GURUNATHAN et al., 2013). Os altos potenciais
negativos foram capazes de superar as barreiras energéticas para a reduc¢ao das
funcdes oxigenadas no plano basal e nas extremidades, levando a redugéo

eficiente do OG e aumento da condutividade.
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Figura 23. Voltamogramas ciclicos obtidos em solu¢gdo aquosa de sonda anibnica
(K3sFe(CN)e/KaFe(CN)s 5 mmol L' e 0,1 mol L' de KCI com 50mV s, entre -0,4V
e 1,0V. Em ( ) EG/OGr, (------ ) EG/OG e ( ) EG/OGr.

A Figura 23 mostra um ciclo da voltametria ciclica na presenga da sonda
anidnica (KsFe(CN)s/KsFe(CN)s 5 mmol L' e 0,1 mol L' de KCl com 50mV.s™, entre
-0,4V e 1,0V. Aanalise permite o conhecimento das propriedades de transferéncia
eletrénica na interface eletrodo-solugdo comparando o EG, EG/OG e EG/OGr. O

voltamograma de EG/OGr, na presenga do par redox, evidencia um aumento das

48



correntes de pico anddico e catodico (Ira € Ipc, respectivamente) de EG/OGr quando
comparado a EG e EG/OG, significando que a transferéncia eletrénica do par redox
ocorre mais facilmente.

Os perfis de EG e EG/OG apresentam alargamento nos picos de
oxidacao/reducao e diminuigao das Ip, sendo que quando o EG é modificado com
OG o voltamograma exibe o maior distanciamento dos potenciais de pico
ocasionados pelo aumento de resisténcia a transferéncia eletrénica. O OG em
solucdo aquosa apresenta carga negativa devido aos grupos carboxilicos
ionizados, possibilitando a repulsdo eletrostatica entre a sonda anibnica
KsFe(CN)s/KaFe(CN)s (DA SILVA; MADURRO; MADURRO, 2017). Além disso, a
baixa condutividade de OG ¢é explicada devido a quebra de aromaticidade com a
insercao de grupos funcionais oxigenados (DU et al., 2012). O aumento da corrente
e a melhor definigdo do pico do par redox no eletrodo modifcado com OGr
demonstra que a reducéo eletroquimica de OG foi eficiente e resultou no almejado

aumento de condutividade da plataforma baseada em eletrodos de grafite.

4.1.3 Eletropolimerizagao da tiramina

Na Figura 24 é exibido o voltamograma ciclico da eletropolimerizagdo da
tiramina em eletrodos selecionados modificados com OGr. A eletropolimerizagao
foi realizada em meio acido a fim de garantir a eletroatividade do filme. De Castro
e colaboradores (2008) mostraram que a eletropolimerizagdo em meios alcalinos
favorece a formacao de camada passivante de PoliTir que, consequentemente,
diminui a eletroatividade na matriz polimérica.

A eletropolimerizagao foi realizada ciclicamente entre 0 e +1,1 V e trés picos
podem ser identificados devido a oxidagao e polimerizagao da tiramina através da
posicdo orto do grupamento fendlico (Figura 7). A oxidagdo da tiramina foi
observada em, aproximadamente, +0,91 V (Figura 24-3) e os outros dois picos, em
correntes menores, foram observados em +0,56 V (Figura 24-1) e +0,44 V (Figura
24-3). Os dois picos observados podem ser atribuidos a oxidagao da tiramina e das
especies fendlicas. Tal fenbmeno € observado em outros compostos fendlicos e a
oxidacao dos fenodis é localizado em + 0,43 V (KURAMITZ et al., 2001).
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Figura 24. Polimerizagao eletroquimica da tiramina (2,5 mmol L") em HCIO4 0,5
mol L' com varredura de 20 ciclos a 50 mV.s! entre 0,0V a +1,1V.

O comportamento da corrente é notdério no decorrer da eletropolimerizagao,
havendo aumento inicial, no primeiro ciclo, diminui¢cao e, por fim, estabilizacdo da
mesma. Pelo primeiro ciclo é possivel observar que a oxidagao da tiramina €&
irreversivel e, durante os ciclos restantes, a corrente de pico diminui. Por outro lado,
a corrente aumenta entre +0,4 V e +0,6 V indicando que o filme de polimero
eletroativo esta sendo formado e cobrindo a superficie do EG/OGr (DE CASTRO et
al., 2008).

Para observar a diferenga da corrente e area superficial entre EG, EG/OGr/
PoliTir e EG/PoliTir foram realizadas medidas de voltametria ciclica em eletrélito
suporte HCIO4 0,5 mol L' 50 mV.s™ entre 0,0 V a +1,1 V (Figura 25). Ocorre
pequeno aumento de corrente quando o eletrodo de grafite € modificado apenas
com o polimero de tiramina. O aumento mais significativo € conseguido quando o
EG é modificado com OGr e politiramina, evidenciando o papel importante do OGr

no aumento da condutividade da plataforma e aumento da area superficial do
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eletrodo, possivelmente por permitir que uma maior quantidade de espécies chegue

na interface eletrodo-solugao.

100d - — -EG-Politir -
1 — EG-0Gr-Politir

---- EG

Corrente/pA

-100 | T T u T . T i T 4 T
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
Potencial/V vs Ag/AgCl

Figura 25. Voltametria ciclica em eletrélito suporte HCIO4 0,5 mol L' 50 mV.s""
entre 0,0V a +1,1V. Em (——) EG/OGr/PoliTir, (------ ) EG/PoliTire (- ) EG.

A andlise da quantidade de carga foi realizada, como mostrado na Figura 26,
por meio da integracao de toda a area dos voltamogramas da corrente em fungao
do tempo, obtendo a carga total do processo de oxi-reducdo, com auxilio do
software Origin® (Figura 25). Os valores de quantidade carga foram 5,46 mC, 8,55
mC e 26,08 mC para o EG, EG/PoliTir e EG/OGr/PoliTir, respectivamente. Em
relagéo ao eletrodo de grafite, quando o mesmo é modificado com politiramina e
OGr/PolitTir, a quantidade de carga aumenta 1,6x e 5x, respectivamente. Ja
quando comparado EG/PoliTir e EG/OGr/PoliTir ocorre um aumento de carga em
3x. O aumento gradativo de corrente de EG a OG/OGr/PoliTir novamente confirma
o papel importante do OGr na transferéncia eletrénica e consequente aumento de

condutividade de toda a plataforma.
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Figura 26. Histogramas referentes a quantidade de cargas envolvidas nos
processos oxidativos e redutivos da plataforma EG/OGr/PoliTir em eletrélito
suporte.

A investigacdo das properiedades eletronicas da plataforma foi conduzida
em sonda anibnica KsFe(CN)s/KsFe(CN)s 5 mmol L' e 0,1 mol L' de KCI com
50mV.s, entre -0,4V e 1,0V, como apresentado na Figura 27. As correntes de pico
anddica foram 325,2 YA, 624 pA, 801,9 uA para EG, EG/PoliTir e EG/OGr/PoliTir,
respectivamente. Portanto, entre o EG e EG-Politir houve um aumento de 1,92x e
entre EG/PoliTir e EG/OGr/PoliTir de 1,28x. O alargamento de Ir de EG quando
comparado as outras curvas demonstra que o0 nanocomposito favorece a
transferéncia eletrénica em solugao.

A molécula de tiramina € caracterizada pela presenga de um grupo fendlico
ativo, com pKa = 10,52 e um grupo para(2-etilamino) inativo, portanto a
polimerizagao eletroquimica tende a se desenvolver pela porgao fendlica (DAI et
al., 2003). Assim, a oxidacado da tiramina em meio acido resulta na formacao de
politiramina com grupos amino expostos (KHUDAISH et al., 2014). Dessa maneira,
0s grupos amino do polimero de tiramina, em meio neutro da sonda anibnica,

fornecem cargas positivas ao filme formado e, portanto, permite a atragéo
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eletrostatica com os ions do par redox em solugao, favorecendo o maior aumento
de lrp dentre as trés curvas. Além disso, a presenga de OGr pode aumentar a area

eletroativa do eletrodo, resultando em um incremento na resposta de corrente.
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Figura 27. Voltamogramas ciclicos conduzidos em solu¢cdo aquosa de sonda
anidnica (KsFe(CN)s/KsFe(CN)s 5 mmol L' e 0,1 mol L' de KCl com 50mV.s™", entre
-0,4V e 1,0V. Em ( ) EG/OGr/PoliTir, (------ ) EG/PoliTire ( )EG.

41.4 Bioeletrodo de EG/OGr/PoliTir

A voltametria de pulso diferencial foi utilizada como técnica de
eletrodetecgéo do alvo RNAg do virus Zika. A Figura 28 mostra as diferengas nos
perfis eletroquimicos em KsFe(CN)s/KsFe(CN)s 5 mmol L' e 0,1 mol L' de KCI dos
eletrodos EG/OGr/PoliTir, EG/OGr/PoliTir/ZIK1V, EG/OGr/PoliTir/ZIK1V-RNAg
ZIKV e EG/OGr/PoliTir/ZIK1V-RNAg HCV e as diferengas nos picos de corrente
(Figura 29) em 1332,22 pA, 1108,33 pA, 633,5 pA e 1009 pA, respectivamente. As
diferencas das respostas de corrente mostram a diminuigao do pico em 1,2 vezes
entre EG/OGr/PoliTir e EG/OGr/PoliTir/ZIK1V e 1,7 entre EG/OGr/PoliTir/ZIK1V e
EG/OGr/PoliTir/ZIK1V-RNAg ZIKV.
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Figura 28. Voltamogramas de pulso diferencial em solugédo aquosa de sonda
anidnica (KsFe(CN)e/KaFe(CN)s 5 mmol L' e 0,1 mol L' de KCl com 50mV.s™, entre
-0,4V e 1,0V. Em ( ) EG/OGr/PoliTir (-----), Sonda (ZIKIV) (——), Alvo
negativo (RNAg HCV), (------ ) Alvo positivo (RNAg ZIKV)( ----- )-

A funcionalizagdo da plataforma EG/OGr/PoliTir com sonda de
oligonucleotideo especifica ao virus Zika (ZIK1V) ocorre por adsorgéo fisica oriunda
da interagao eletrostatica entre os grupamentos amino da politiramina e o esqueleto
fosfato negativo em solugdo neutra com pH préximo a 7 da simples-fita de
oligonucleotideos. Desse modo, é possivel inferir que quando a sonda € adsorvida
no nanocomposito o pico de corrente de oxidagao do par redox diminui devido ao
efeito de bloqueio da sonda, causando restricdo a transferéncia de massa das

espécies redox em solugéo.
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Figura 29. Histogramas da resposta do pico da corrente de EG/OGr/PoliTir,
EG/OGr/PoliTir/ZIK1V, EG/OGr/PoliTir/ZIK1V-RNAg ZIKV e EG/OGr/PoliTir/ZIK1V-
RNAg HCV.

As espécies redox em solucdo também apresentaram diferenca apds
hibridizagdo com RNA especifico do virus Zika, cujo decréscimo em relacado a
sonda foi de 1,7 vezes. No fenbmeno de hibridizacido de pares de bases de Watson-
Crick ocorre ligacoes de hidrogénio entre as mesmas e ocorréncia do duplex de
DNA. Essa estrutura é mais estavel e menos flexivel, quando comparada a simples
fita de DNA da sonda, de modo que o efeito de restricao a transferéncia eletrénica
entre a solugdo do par redox e o eletrodo € maior (DA SILVA; MADURRO;
MADURRO, 2017).

Como controle negativo foi utilizado RNAg de virus da hepatite C com 9,6 kb
(CHOI; KIM; OH, 2003). A resposta de corrente na presenga do controle negativo
demonstrou semelhanca com a resposta da sonda, devido ao fato de que, como
nao ha especificidade entre a sonda e o RNA de HCV, este n&o hibridiza e tende a
ser removido no processo de lavagem. A diferenciagéo entre alvo positivo enegativo
entre RNAs com tamanho semelhante demonstra a grande especificidade e

seletividade da sonda e cumpre requisito importante no desenvolvimento de
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biossensores: a diferenciacdo da biomolécula especifica dentre outras
semelhantes.

As amostras de RNAg de 10 pacientes infectados por virus Zika, previamente
validados por RT-PCR, foram quantificados em espectrofotémetro UV-Vis (Tabela
4). Todas as amostras foram testadas no bioeletrodo e diluidas previamente na
proporgédo de 1:10 em tampéo fosfato (0,1 mol L', pH 7,4). Os resultados das
respostas de corrente do pico de oxidacdo por técnica de voltametriade pulso
diferencial em solugédo de sonda anidnica (KsFe(CN)s/KaFe(CN)s 5 mmol L' e 0,1

mol L' de KCI) podem ser visualizados na Figura 30.

Tabela 4. Quantificagdo das amostras de RNAg de ZIKV em espectrofotdmetro
UV-Vis.

Amostras Quantificagao pg/mL
A1 54,74
A2 88,70
A3 88,65
A4 112,70
A5 31,93
A6 46,67
A7 116,53
A8 63,12
A9 117,80

A10 59,92

As amostras diferenciaram-se da sonda mostrando a resposta dos picos de
corrente de oxidacao do ferrocianeto diminuida pelo mecanismo supracitado sobre
comportamento dos ions ferrocianetos na hibridizagao. A variagdo da resposta de
corrente de pico de acordo com a variagdo na concentragdo do RNAg também foi
verificada, sendo que as amostras mais concentradas, A4, A7 e A9 apresentaram
menor resposta de corrente em relagdo as menos concentradas. Os dados
sugerem que ha correlagdo entre corrente e concentragdo sendo que, com o
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aumento da concentragdo de RNAg, ha maior possibilidade de ocorréncia de
hibridizagao e, como consequéncia, maior dificuldade na transferéncia eletronica e

menor a corrente de pico de oxidacao das espécies redox.
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Figura 30. Histogramas da corrente de pico da sonda (ZIK1V), alvo negativo (RNAg
HCV) e 10 amostras positivas para o ZIKV(RNAg ZIKV).

4.1.5 Curva de calibragao

A Figura 31 mostra o registro dos sinais de resposta analiticos obtidos pela
corrente de pico anddica por voltametria de pulso diferencial em solugédo aniénica
(KsFe(CN)e/KaFe(CN)s 5 mmol L' e 0,1 mol L' de KCI) versus a variagido da
concentragdo de RNAg. A curva de calibragao foi contruida variando aconcentragao
do RNAg em 10 pyg/mL, 108 ug/mL, 10° ug/mL, 10-'> ug/mL e 10-4
Mg/mL com valores de 779,37 uA, 819,03 pA, 843,09 pA, 871 pA e 924,86 UA,
respectivamente.

Com a variacado da resposta de corrente com a concentracao, foi realizada
analise de regressao linear no software Origin obtendo um perfil de linearidade de
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R? = 0,98044 e um limite de detecgdo de 10 fg/mL. Os métodos atualmente
empregados na detecgdao de RNAg do virus Zika sdo baseados em meétodos
quantitativos e qualitativos da reagcdo em cadeia da polimerase por transcrigao
reversa (Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction — RT-PCR) (LANDRY;
ST. GEORGE, 2017). O método comumente empregado de RT-PCR qualitativa
possui limite de deteccado de 250 cédpias/mL sendo, aproximadamente, 15 fg/mol
(CDC, 2016). Ja o método quantitativo triplex de RT-PCR para detecg¢ao de virus
da dengue, Zika e chikugunya mundialmente empregado possui limite de detecgao
entre 5000 a 1000 copias/MI ou, aproximadamente, 0,3 pg/mL e 58 fg/mL,
respectivamente (SANTIAGO et al., 2018).

Aliado ao fato do genossensor desenvolvido apresentar boa sensibilidade
quando comparado aos métodos “padrao ouro” de deteccdo de RNAg, outras
vantagens sao apresentadas em relagédo aos mesmos: nao haver necessidade de
mao de obra especializada; tempo de resposta do genossensor de,
aproximadamente, 20 minutos; facilmente miniaturizavel com possiveis aplicacdes
em campo; potencial para produgdo em massa; custo menor quando comparado

aos equipamentos e regentes utilizados na RT-PCR.
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Figura 31. Resposta linear e parametros da analise de regragéo da curva analitica.
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4.1.6 Estabilidade do genossensor

A estabilidade frente ao tempo do biossensor € muito importante em termos
de vida util de prateleira e, portanto, topico essencial no quesito financeiro e
viabilidade da comercializagdo do mesmo. A diminuicdo da sensibilidade durante o
tempo é referida como envelhecimento do biossensor e o mecanismo é complexo,
afetando varios parametros, como as camadas poliméricas e reagentes (PANJAN;
VIRTANEN; SESAY, 2017). Deste modo, o eletrodo modificado comnanocompésito
funcionalizado com sonda especifica foi armazenado a 8°C e a resposta foi
avalidada nos intervalos de 0, 5, 10, 20, 30, 40, 50 e 60 dias. Na Figura32 é possivel
observar que a resposta diminuiu em 20% no dia 10 e permaneceu constante e

dentro do desvio padrao até o dia 60.
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Figura 32. Estabilidade do genossensor durante 60 dias.
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4.1.7 Analise morfolégica com AFM

As analises morfélogicas foram realizadas por meio de medidas de AFM nos
eletrodos de EG/OGr/PoliTir/ZIK1V, EG/OGr/PoliTir/ZIK1V-RNAg ZIK1V e
EG/OGr/PoliTir/ZIK1V-RNAg HCV e podem ser visualizadas na Figura 32. A analise
da rugosidade dos eletrodos mostrou diferengas ao longo da modificagdo com
sonda e alvo. O eletrodo modificado com o nanocompdsito e a sonda apresenta
rugosidade (Sq) de 132,20 nm (Figura 33) com picos mais angulares quando
comparados com alvo positivo. Por sua vez, a rugosidade do nanocompasito, apos
hibridicdo entre sonda e alvo, aumentou em 48,30 nm e adquiriu aspectos
globulares nos picos. Os picos do controle negativo tornaram-se menos volumosos
e mais angulares em relagado ao controle positivo, bem como a diminui¢cdo de sua
rugosidade (Sq = 78,38 nm).

As diferencas morfologicas na superficie do eletrodo modificado refletem as
interagdes entre sonda e alvo empregadas neste trabalho. A sonda constituida de
nucleotideos e comprimento de cerca de 20 bases recobre a superficie do eletrodo
interagindo com o nanocompésito (Figura 33-1) formandos picos mais alargados e
menores. Quando o alvo de RNAg € adicionado, 0 mesmo hibridiza com a sonda
em regido complementar e, deste modo, formam-se complexos sonda-alvo
caracterizados como regides globulares (Figura 33-Il). Ao comparar a altura
maxima da rugosidade (Sz/max) é possivel observar um aumento da sonda-alvo
em relacao a plataforma funcionalizada apenas com sonda, sendo este aumento
de 1,25 vezes. Na Figura 33-1ll é observado picos mais angulares e menores que
na Figura 33-Il, o que, provavelmente, ocorreu devido ao fato de que o RNAg de
HCV nao interage especificamente com a sonda e, portanto, é removido com
eficiéncia apos a lavagem, fato este que ndo ocorre quando o alvo especifico é
adicionado devido as ligagdes de hidrogénio estaveis formadas apods formacéao da
dupla-fita DNA-RNA.

Desse modo, foi possivel evidenciar, morfologicamente, que o biomaterial
interage com o nanocomposito sem sofrer grandes lixiviagbes nos processos
sequenciais de imobilizacao e detecgao e que, por sua vez, dependem da interagao

especifica do alvo com a sonda de RNAg do virus Zika.
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Sa Sz/Smax | Sq/RMS

(nm) | (nm) (nm)
() EG/OGr/PoliTir/lZIK1V 96,37 | 1424,00 | 132,20
(Il) EG/OGr/PoliTir/ZIK1V-RNAg ZIKV 123,60 | 1779,00 | 180,50
(Ill) EG/OGr/PoliTir/ZIK1V RNAg HCV 56,19 | 757,10 73,38

Figura 33. Imagens e tabela contendo paradmetros de rugosidades obtidos na
microscopia de forca atbmica de (I) EG/OGr/PoliTir/ZIK1V, (ll)
EG/OGr/PoliTir/ZIK1V-RNAg ZIKV e (llIl) EG/OGr/PoliTir/ZIK1V RNAg HCV. Em Sa:

média aritimética da rugosidade; Sz/Smax: altura maxima da rugosidade.
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4.2 Estudos colorimétricos e opticos

4.21 Sintese de AuNps

A sintese de nanoparticulas para posterior aplicacdo em plataformas
biossensoras colorimétricas e Opticas é crucial para o desempenho do
sensoriamento. A estabilidade ou agregacao das AuNps € dependente do balango
entre forgas repulsivas e atrativas entre as particulas em solugdo. O método
realizado no presente trabalho de reducgao por citrato permite a estabilizacdo em
meio aquoso por ions citrato na superficie das nanoparticulas. Essa estabilidade
pode ser aumentada ou diminuida dependendo dod agentes estabilizadores, como
pequenas moléculas carregadas, polimeros e polieletrolitos, objetivando o aumento
da estabilidade por interacdo eletrostatica e/ou impedimento estérico (DE
VASCONCELOS; PEREIRA; FONSECA, 2005).

Em nanoparticulas menores que 20 nm de didmetro, a luz verde é absorvida
correspondendo a uma banda de absorgao (banda plasmoénica de superficie) em,
aproximadamentem 520 nm (Figura 34A) no espectro de Iluz Vvisivel.
Consequentemente, a solugao aparece na cor avermelhada (Figura 34A). Por outro
lado, quando ha adigdo de solugcdo de sal saturado (NaCl), ha ocorréncia de
mudanca de coloracédo do vermelho ao azul (623 nm) (Figura 34B). Desse modo,
com adicao de solugao de NaCl, ocorreu um deslocamento batocrdmico de 103 nm
e efeito hipocrémico de 0,29 a 0,09. Na agregacao das AuNps, induzida por solugao
de NaCl, os plasmons de superficie inter-particulas se combinam comportando-se
como uma unica particula grande. O excesso de ions proveniente do NaCl saturado
rompe a estabilidade eletrostatica promovida pelos ions citrato, diminuindo a

distancia inter-particulas e favorecendo a combinacgao de plasmons das mesmas.
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Figura 34. Espectros de absorbancia obtidos antes (A) e apds (B) adicdo de NaCl
saturado. As fotografias mostram a mudancga de coloragéo de vermelho ao azul.

4.2.2 Deteccao colorimétrica e éptica do RNAg do virus Zika

A Figura 35 mostra os espectros de absorgdo do ensaio biolégico de
deteccdo do RNAg do ZIKV. Os valores de comprimento de onda das AuNps
(Figura 35A), AuNps-ZIKV1S-RNAg ZIKV (Figura 35B), AuNps-ZIKV1S (Figura
35C) e AuNps-ZIKV1S-RNAg HCV (Figura 35D) sao, respectivamente, 520 nm, 559
nm, 617 nm e 638 nm. E observada a diminuigéo progressiva da absorbancia em
comparagao as AuNps sem funcionalizacado da superficie e a maior estabilidade em
solugado das AuNps modificadas com a sonda ap6s hibridizagcdo com RNAg do virus
Zika.

Como observado pelos espectros, quanto maior o comprimento de onda,
maior o tamanho da nanoparticula ou, como citado anteriormente, maior a taxa de
agregacao das nanoparticulas. Ou seja, quando uma solugdo de NaCl saturado é

adicionada, o mesmo induz a agregagao das AuNps apenas modificadas com a
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sonda ou quando é adicionado alvo negativo de RNAg de Hepatite C. Diante desses
resultados, é possivel supor que o RNAg do virus Zika oferece maior estabilidade
as AuNps apds ocorréncia da hibridizagdo com a sonda na superficie das AuNps.
Shawky e colaboradores (2017) observaram este fendmeno utilizando AuNps para
deteccdo de RNA de Hepatite C e constataram que a conformacdo do RNA
influencia na estabilidade das AuNps em solugdo. Assim, quando ocorre
hibridizagdo com a sonda especifica 0 RNA pode acarretar a formagao de varias
camadas de cadeia de nucleotideos ao redor das nanoparticulas e, por fim,
fornecendo maior estabilidade e prevencdo da aproximacdo das nanoparticulas
vizinhas e sua agregacao (SHAWKY et al., 2017).

A observacdo de que ndo ocorre estabilizacdo das AuNps quando
adicionado RNAg de Hepatite C demonstra a especificidade e seletividade do
ensaio de modo que, mesmo em solugao, o RNAg do virus HCV, com mais de 9
kb, ndo hibridiza com a sonda e nao fornece protecado eletrostatica contra a
agregacao. Assim, a especificidade, hibridizagdo e conformagdo do RNA em
solugdo demonstram ser parametros cruciais para o evento de ndo agregagao.
Além disso, a possibilidade de visualizagcdo do resultado por mudancas na
coloragao, sendo o resultado positivo a mudancga para vermelho ou lilas e negativo
para o azul, mostra que o método é simples e possibilita a futura utilizacéo

comercial.
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Figura 35. Espectros de absorgao e fotografias referentes a deteccdo do RNAg do
virus Zika com AuNps. (A) AuNps, (B) AuNps-ZIKV1S-RNAg ZIKV, (C) AuNps-
ZIKV1S, (D) AuNps-ZIKV1S-RNAg HCV.
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As diferengas nos comprimentos de onda das amostras de RNAg de 10
pacientes infectados por virus Zika estdo exibidos na Figura 36A. Todas as
amostras mostraram-se positivas e com comprimentos de onda abaixo de 580 nm,
enquanto a sonda e controle negativo maiores que 620 nm. A mudanga de
coloragao das mesmas podem ser visualizadas na Figura 36B. Apesar da coloragao
possuir ligeiras mudancgas, os espectros corroboram os dados de que a hibridizagao
do RNAg do virus Zika fornece maior estabilidade as AuNps sensibilidades com

sonda especifica.
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Figura 36. Histograma referente as mudancas nos comprimentos de onda de 10
amostras de RNAg de pacientes infectados por virus Zika em (A) e em (B) as
fotografias dos respectivos ensaios.

4.2.3 Estabilidade das AuNps funcionalizadas com ZIK1SV

A estabilidade das AuNps funcionalizadas com ZIK1SV foi avaliada por 60
dias e a resposta com RNAg foi testada nos dias 0, 5, 10, 20, 30, 40, 50 e 60 (Figura
37). Durante esse periodo, as AuNps-ZIK1SV foram armazenadas em 8°C
protegidas da luz. A resposta manteve-se estavel durante todo o periodo avaliado,
excetuando apenas o dia 50 onde a mesma caiu apenas 4%. Desse modo, a
detecgao colorrimétrica e optica de RNAg do virus Zika com AuNps mostra-se
bastante estavel frente ao tempo, caracteristica que permite aplicagdes comerciais

futuras.
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Figura 37. Estabilidade das AuNps funcionalizados com ZIK1SV por 60 dias.

4.2.4 Sintese de AgNps e estudo de interagao de sonda e alvo
complementar

Na Figura 38 sdo apresentados os espectros obtidos com espectrofotdmetro
UV-Vis da solugdo coloidal das AgNps. Na Figura 38A €& observada as
nanoparticulas sem adicao de NaCl saturado, apresentando comprimento de onda
em aproximadamente 395 nm; na Figura 38B observam-se as AgNps
funcionalizadas com sonda ZIKV1S apds adicéo de solucédo de NaCl saturado, com
comprimento de onda em 413 nm; na Figura 38C é visualizado as AgNps na
presenca de NaCl saturado e exibe comprimento de onda em 482 nm.

O espectro em A mostra a banda de absorcao caracteristica das AgNps de
tamanho entre 11 e 14 nm e coloragao amarelo brilhante. Quando o NaCl saturado
€ adicionado, ocorre uma desestabilizagcado das cargas e ocorréncia de agregacao,
com a extingdo da banda caracteristica (C) tornando-se esverdeada. No entanto,

percebe-se que as AgNps funcionalizadas com sonda ZIKV1S agregam menos com
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NaCl saturado, apresentando pico de absor¢do em 413 nm. A modificagdo com

enxofre na extremidade 5’ favorece a interagdo com as nanoparticulas de prata.
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Figura 38. Espectros de absor¢cao UV-Vis e imagens das AgNps sem adi¢ao de
NaCl saturado (A), AgNps funcionalizadas com ZIKV1S e saturadas com NaCl (B)
e AgNps com adicédo de NaCl saturado (C).

A agregacao mediante solugdo de NaCl saturado é caracterizada pela
interferéncia dos campos evanescentes entre as nanoparticulas em solugcdo. O
campo evanescente € o campo elétrico oscilante gerado com a formagéao dos
plasmons (DITLBACHER et al.,, 2000). Com a aproximagao das nanoparticulas
adjacentes, a distancia entre as mesmas caira e o campo evanescente decai. Em
consequéncia disso, as nanoparticulas ficam em ressonancia em energias
menores. O sal saturado, rico em ions, perturba a camada de passivacao
dificultando a agregacdo por repulsdo coulombiana (VILELA; GONZALEZ;
ESCARPA, 2012).
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Figura 39. Espectros de absor¢ao UV-Vis e imagens das AgNps com sonda e alvo
complementar (ZIKV1S:ZIKV2) (A), AgNps funcionalizadas com sonda ZIKV1S e
(B) e AgNps com sonda e alvo ndo complementar (ZIKV1S:NM1) (C).

A Figura 39 refere-se ao estudo da especificidade da sonda ZIKV1S
selecionada. Para tal fim, é utilizada uma sequéncia de oligonucleotideos nao
complementares (NM1). Na Figura 39A tem-se o espectro da sonda com seu alvo
complementar (ZIKV1S sonda-ZIKV2 alvo), com comprimento de onda em 400 nm;
na Figura 39B apenas espectro das AgNps funcionalizadas com sonda ZIKV1S,
com comprimento de onda em 426 nm; a Figura 39C mostra o espectro obtido com
a adicao do alvo ndo complementar NM1, com comprimento de onda em 420 nm.

Toda modificacdo nas nanoparticulas metalicas pode alterar o

comportamento dos plasmons ocasionando a mudanca de coloragdo das mesmas,
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possibilitando a deteccédo optica. Assim, quando as AgNps funcionalizadas com
ZIKV1S se agregam, em consequéncia da adigdo de sal saturado, ocorre o
acoplamento de plasmons e as AgNps mudam a coloragdo de amarelo para verde
e um deslocamento batocromico de 26 nm. Em contrapartida, quando ZIKV1S se
anela ao ZIKV2, a dupla fita (ZIKV1S: ZIKV2) estabiliza a solugado coloidal, de
coloragdo amarela no comprimento de onda de 400 nm, ou seja, a mudanga da
coloragao decorrente de formagao da dupla fita de DNA configura-se como meio de
detecgdo de material genético do virus Zika.

De modo a corroborar com os estudos de especificidade da sonda ao alvo
complementar, a Figura 39C mostra o comportamento das AgNps com um alvo nao
complementar de Neisseria meningitidis. Como o material genético desse
organismo é diferente do virus Zika, este ndo forma o duplex de DNA e ocorre
deslocamento batocromico de 19 nm, semelhante a sonda. Ou seja, a sonda
ZIKV1S é especifica ao virus e é capaz de diferenciar-se com outros materiais
genéticos nao especificos. Essa caracteristica € de extrema importadncia em
analises clinicas visto que um mesmo paciente pode estar portando diferentes

micro-organismos patogénicos e resultados falso positivos ndo sédo desejados.

4.2.5 Deteccao colorimétrica e 6ptica de RNAg ZIKV em AgNps

A deteccado colorimétrica é garantida em amostras de RNAg do virus Zika
conforme ilustra a Figura 40, que mostra o espectro de absor¢cao das AgNps de 4
pacientes infectados. Na Figura 40A ¢é ilustrado o espectro das AgNps
funcionalizadas com sonda ZIKV1S com 450 nm de comprimento de onda e
absorbancia em 0,074. Os espectros da Figura 40B — E sao referentes aos 4
pacientes infectados e possuem comprimento de onda de 421 nm, 422 nm, 419 nm
e 417nm, respectivamente.

A regido do RNAg do virus Zika se anela a sequéncia especifica
funcionalizada nas AgNps e promove a maior estabilidade nas AgNps,
permanecendo na coloragdo amarela. O restante da sequéncia do RNAg que n&o
se anelou a sonda ZIKV1S de 17 bases fornece protegdo contra a agregagao por

formacgao do duplex e heteroduplex entre as nanoparticulas vizinhas. Deste modo,
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€ possivel visualizar a agregagao das AgNps funcionalizadas com a sonda e a nédo

agregacao daquelas que formaram o duplex com o RNAg alvo.

0,10
0,08 -

o

S 0,06-

=

<«

=

= 0,04-

N

=

<

300 350 400 450 500 550 600 650 700

Comprimento de onda (nm)

3 e | o~
O OB
A B C D E

Figura 40. Espectros de absorcdo UV-Vis e imagens das AgNps funcionalizadas
com sonda ZIKV1S (A) e AgNps com sonda e alvo RNAg ZIKV (ZIKV1S:RNAg
ZIKV) de 4 amostras de RNAg extraido de pacientes infectados (B-E).

4.2.6 Estabilidade das AgNps funcionalizadas com ZIKV1S

A fim de monitorar a estabilidade dispositivo colorimétrico e 6ptico para
diagnostico de virus Zika, as AgNPs modificadas com ZIKV1S sdo mantidas a 8°C
durante 90 dias. Testes sdo executados a cada més por quatro meses, mais

especificamente nos dias: 0, 30, 60, e 90. Apds cada teste sao realizadas leituras
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no espectrofotdmetro UV-VIS com o objetivo de monitorar no espectro de absorgao
com o tempo.

A estabilidade frente ao tempo das AgNps, ou seja, a ndo agregagao ao
decorrer do tempo esta representada na Figura 41. Mantiveram-se fortemente
estaveis por 2 meses e, no terceiro més, a estabilidade é de 98% no que se refere
ao comprimento de onda das AgNps. Assim, a modificacdo da sintese de AgNps
com excesso de citrato de sddio demonstra ser um passo crucial na estabilizacido

6tima da solugao coloidal contra a agregacado em fungao do tempo.
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Figura 41. Estabilidade das AgNps funcionalizadas com ZIK1SV por 90 dias.

71



5 CONCLUSOES

O presente trabalho objetivou o desenvolvimento de genossensor
eletroquimico e oOptico para detecgdo do virus Zika. Ambas plataformas aqui
desenvolvidas preencheram os requisitos primordiais de um biossensor, a saber:
especificidade, seletividade, sensibilidade, faixa linear de resposta e estabilidade
frente ao tempo.

Os estudos eletroquimicos mostraram a eficiéncia na remoc¢ao parcial dos
grupos funcionais do OG por meio da reducdo eletroquimica, ocasionando a
formagcao de OGr, um material com caracterisiticas condutoras que foi capaz de
melhorar a resposta de corrente e aumento da area superficial do eletrodo de
grafite. Além disso, como evidenciado neste trabalho, a resposta de corrente do
flme polimérico de tiramina apresentou melhor performance quando
eletropolimerizado ao eletrodo de EG/OGr ao invés de apenas EG. Como
consequéncia da melhora da performance do genossensor, em termos de corrente
e area superificial, a imobilizagao de oligonucleotideos especificos ao virus Zika foi
beneficiada com o aumento da area superficial, possibilitando que um maior
numero de biomoléculas interajam com a plataforma de politiramina.

A sonda especifica ao virus Zika (ZIK1V) foi imobilizada na plataforma com
éxito e apresenta grande especificidade a regido complementar no RNA genémico
de 11kb do virus Zika. Foi possivel também observar que o genossensor
eletroquimico foi sensivel as variagdes de concentracdo do material genético do
virus o que possibilitou a determinacdo dos parametros analiticos, sendo que o
limite de detecgao foi 10 fg/mL. Esse baixo limite de detecgao foi igual ou superior
as metodologias comumente utilizadas para diagnéstico do virus Zika e, além disso,
0 presente genossensor eletroquimico tem vantagens sobre os metédos usais, 0s
quais: baixo custo de produgdo, com materiais baratos e acessiveis; possibilidade
de miniaturizacao e utilizacdo em campo por pessoas leigas; rapidez na resposta
apos interagao sonda-alvo.

Os estudos opticos e colorimétricos com AuNps e AgNps demonstram a
especificidade da sonda tiolada (ZIKV1S) e sua funcionalizagdo nas mesmas. Com
a utilizagdo das duas nanoparticulas foi possivel desenvolver um genossensor

optico e colorimétrico que possibilita resultados rapidos em tempo real e a “olho
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nu”, por meio da mudanca de coloragédo das nanopartiulas em solugao. Além disso,
apresentou boa estabilidade frente ao tempo, caracteristica de suma importancia
para comercializagao.

Ademais, diante da escassez de biossensores para detecgdo do virus Zika
e dos atuais surtos mundiais, o presente trabalho constitui-se em desenvolvimento
importante na area biotecnologica e, pela primeira vez, um genossensor
eletroquimico baseado em eletrodos de grafite modificado com nanocompadsitos e
filmes poliméricos foi desenvolvido e validado. Os achados desse estudo
permitiram, além da contribuicdo académica cientifica, a possibilidade real de
solucdes simples e acessiveis para futura comercializagdo dos mesmos, atendendo
as demandas mundiais de saude publica urgentes nos surtos epidémicos do virus
Zika.
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