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Resumo: A hanseniase ¢ uma doenga cronica granulomatosa e dermatoldgica, proveniente
de infeccio causada pelo bacilo Mycobacterium leprae. E objeto de intervengdo do estado,
pois quando ndo tratada causa incapacidade na populagdo economicamente ativa. O Brasil
continua sendo um dos quatro paises endémicos responsaveis por 34% de todos os casos
registrados no inicio de 2007. O diagnéstico da doenga s6 pode ser feito depois do
aparecimento dos sintomas da doenca. Medidas profilaticas sdo possiveis quando se
utilizam técnicas como ELISA e PCR, que podem ser realizados apenas em laboratorios
especializados, ndo atendendo as necessidades dos paises endémicos. Tais problemas
podem ser contornados utilizando ferramentas de baixo custo, simples manuseio e sensiveis
como biossensores. Neste trabalho, a matriz de poli(4-aminofenol) foi utilizada para
imobilizagdo e deteccdo de produto de PCR especifico para bacilo de Hansen. A
modificacdo da superficie com o filme foi confirmada observando as diferencas
eletroquimicas do eletrodo sem modificagdo frente ao par redox Fe’'/Fe’" e eletrolito
suporte. A caracterizacdo da matriz polimérica foi conduzida por meio de FTIR,
espectroscopia de impedancia eletroquimica, microbalanca eletroquimica de cristal de
quartzo e estudos de estabilidade térmica. Dados de FTIR indicam possivel polimerizacao
via ligagdes C-N-C. A estabilidade do filme a 98°C foi avaliada e o mesmo manteve 60%
de suas propriedades ecletroativas apds vinte minutos de tratamento térmico, sendo,
portanto, adequado para a metodologia utilizada, neste trabalho, para imobilizagdo de
biomoléculas. A deteccdo de bases nitrogenadas sobre a nova matriz foi possivel em
valores de pH 4,5 e 7,4. O eletrolito, tampao fosfato em pH 7,4 foi o mais adequado para
detecgdo das bases nitrogenadas e por sua vez, para produtos de PCR. Este eletrolito foi
utilizado para imobilizagdo do produto de PCR desnaturado (RLEP3) contendo 78pb e
especifico para o bacilo de Hansen. A imobilizacdo deste fragmento de DNA foi
confirmada monitorando os picos de oxidagdo da guanosina monofosfato e adenosina
monofosfato e também por meio de estudos de espectroscopia de impedancia
eletroquimica. Indicadores de hibridizacao, ferrocenocarboxaldeido e azul de metileno,
foram utilizados para diferenciar alvos complementares ou ndo complementares. Com a
ocorréncia da hibridagdo, foi observada redugdo nos valores de sinal de corrente, para
ambos indicadores, monitorando-se o sinal do indicador. O menor limite de deteccdo, 107'°

mol.L”, do alvo complementar, foi atingido utilizando azul de metileno como indicador.
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Quando a sonda foi submetida ao alvo ndo complementar, ndo foi observada mudancga nos
valores de corrente da sonda imobilizada. Apos trinta dias de preparacdo, o biossensor
manteve 60% de suas propriedades eletroquimicas Estes estudos demonstraram a
viabilidade de construcdo de um biossensor eletroquimico utilizando indicadores
eletroativos de baixo custo, que pode ser usado em amostras reais com DNA do bacilo de
Hansen.

Pela primeira vez, foi demonstrada a producdo de eletrodos modificados com poli(4-
aminofenol) como matriz para imobilizacdo e detec¢dao de produto de PCR especifico para

deteccdo da hanseniase.
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Abstract: Leprosy is a chronic, granulomatous and dermatological disease, from infection
caused by the bacillus Mycobacterium leprae. It is object of intervention of the state,
because when untreated cause disability in the economically active population. Brazil
remains one of the four endemic countries responsible for 34% of all cases registered at the
beginning of 2007. The disease diagnosis can only be done after the onset of disease
symptoms. Prophylactic measures are possible when using techniques such as ELISA and
PCR, which can be performed only in specialized laboratories, not considering the needs of
the endemic countries. Such problems can be circumvented by using tools of low cost,
simple and sensitive handling as biosensors.

In this work, poly(4-aminophenol) matrix, was used for immobilization and detection of
specific PCR product for Hansen bacillus. The surface modification with the film was
confirmed observing the electrochemical differences of the electrode without modification
front at redox pair Fe*'/Fe’" and supported electrolyte. The characterization of the
polymeric matrix was carried out by FTIR, electrochemical impedance spectroscopy,
electrochemical quartz crystal microbalance and studies of thermal stability. The FTIR data
indicate polymerization possible by C-N-C bonds. The stability of the film at 98 © C was
measured and even showed 60% of its electroative properties after twenty minutes of heat
treatment. being, therefore, adequate for the used methodology, in this work, for
biomolecules immobilization. The detection of nitrogenated bases on the new matrix was
possible in pH 4.5 and 7.4.

The eletrolite, phosphate buffer in pH 7.4, was the most adequate to nitrogenated bases
detection and in turn, for PCR products. This electrolyte was used for immobilization of the
denaturated PCR product (RLEP3), contained 78pb, and specific for the Hansen bacillus.
The DNA fragment immobilization was confirmed monitoring the oxidation peaks of
guanosine monophosphate and adenosine monophosphate and also by means of
electrochemical ~ impedance  spectroscopy  studies.  Hybridization  indicator,
ferrocenecarboxyaldehyde and methylene blue, had been used to differentiate
complementary or not complementary target. With the hibridization occurrence, a reduction
in the current signal values was observed, for both indicators, monitoring the indicator. The
small detection limit, 10"° mol.L”, of the complementary target, was reached using

methylene blue as indicator.
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When the probe was submitted to not complementary target, it was not observed change in
the current values of immobilized probe. At the end of thirty days the biosensor kept 60%
of their electrochemical properties These studies demonstrated the viability of constructing
of an electrochemical biosensor using eletroactive indicators of low-cost, which can be
used in real samples with the DNA of Hansen bacillus.

For the first time, in the open literature, it was demonstred the modified electrodes
production with poly(4-aminophenol) as matrix to immobilization and detection of specific

PCRproduct to leprosy detection.



1. Introducao

Doencas infecciosas e parasitdrias contribuem para o aumento da morbidade humana e
sdo responsaveis por uma grande propor¢do de mortes do planeta, sobretudo nos paises
menos desenvolvidos (SAKER et al., 2004).

Nas ultimas décadas, o perfil de mortalidade da populagdo brasileira foi
substancialmente alterado, sendo um traco marcante do declinio no peso relativo das
doengas infecciosas e parasitarias, as quais foram responsaveis por quase metade de todos
os 6bitos ocorridos nas capitais dos estados brasileiros, na primeira metade do século XX.
As doengas infecciosas determinaram 35,9% do total de mortes em 1950, 25,9% em 1960,
15,7% em 1970, 11,4% em 1981 e apenas 6,0% em 1989 (WALDMAN et al., 1999).

Apesar dessa evolucdo favoravel, o Brasil ainda apresentou, na segunda metade da
década de 80, coeficiente de mortalidade por doencgas infecciosas e parasitarias em torno de
33,0 por 100.000 habitantes, proximo das taxas encontradas na Colombia e Suriname. Estas
taxas estdo acima das verificadas em paises como o Chile (19,2/100.000 habitantes), Costa
Rica (11,8/100.000 habitantes) e Cuba (9,1/100.000 habitantes) (WALDMAN et al., 1999).

Nos tltimos vinte anos do século XX, as doencas infecciosas e parasitarias ressurgiram
no Brasil, anteriormente controladas ou extintas, devido ao aumento da pobreza, falta de
higiene e mé alimentacdo da populagdo, ocupando um papel relevante entre as causas de
morte e favorecendo o estabelecimento de um novo quadro de morbimortalidade no pais
(CAMPELO et al., 2005). Segundo o Ministério da satude, 46.067 pessoas chegaram ao
obito por doencas infecciosas e parasitarias em 2004, o que equivale a 5,3% do total das
mortes no pais. Na regido sudeste o percentual chega a 5% das mortes registradas (SAUDE

BRASIL, 2006). Estes dados estdo representados na figura 1.
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Figura 1. Mortalidade proporcional por causas definidas, segundo as regides — Brasil 2004.

Doengas infecciosas e parasitarias tais como hanseniase, chagas, dengue, tuberculose,
leishmaniose e outras, t€m expressivo impacto social, ja que estdo diretamente associados a
pobreza e a qualidade de vida (PAES et al., 1999) e sdo agravadas por politicas que
resultam em desemprego, baixos saldrios, péssimas condi¢des alimentares ¢ de moradia

(DORNELES, 2005).

1.1. Hanseniase

A hanseniase ¢ uma doenca cronica granulomatosa proveniente de infeccdo causada
pelo bacilo Mycobacterium lepraec (WARWICK and DIANA, 2004), figura 2. E uma das
mais antigas doencas que acometem o homem, sendo que as referéncias mais remotas
datam de 600 a.C., procedentes da India, que juntamente com a Africa podem ser
consideradas o berco desta doenca (DORNELES, 2005).

Esse bacilo tem a capacidade de infectar grande nimero de individuos, mas poucos
adoecem pela sua baixa patogenicidade, propriedade que ndo é fungdo apenas de suas

caracteristicas intrinsecas, mas que depende, sobretudo, de sua relacdo com o hospedeiro e



grau de endemicidade do meio. O domicilio é apontado como importante espago de
transmissdo da doenca, embora ainda exista grande lacuna de conhecimento quanto aos
provaveis fatores de risco implicados, especialmente aqueles relacionados ao ambiente
social. Apesar de baixa patogenicidade, o poder imunogénico do M. leprae € responsavel
pelo alto potencial do parasita, intracelular obrigatério, que apresenta afinidade por células
cutaneas de potencial incapacitante da hanseniase, o que permite afirmar que este bacilo ¢

de alta infectividade (FOSS, 1997).

Figura 2. Aparéncia de uma pessoa com hanseniase (STEPHEN and DIANA, 2007).

O tratamento para pacientes com hanseniase é baseado no sistema de multidrogas que
deve ser ministrado de acordo com a classificacdo da doenca. Segundo a Organizagao
Mundial da Saude, a classificagdo de todos os pacientes (tabela 1) deve ser baseada na
estimativa de bacilos na pele lesionada, indice baciloscopico. Este ¢ determinado pela
contagem dos acidos graxos do bacilo e no sistema Ridley e Jopling (figura 3) que se baseia
na resposta imunologica do hospedeiro o qual compreende dois polos, a tuberculdide e a
virchowiana (SAMUEL, 2004).

A hanseniase tuberculdide (HT) esta relacionada com a exacerbacdo da resposta imune
celular e a hanseniase virchowiana (HV) ¢ a forma de alta susceptibilidade que se
caracteriza por deficiéncia de resposta imune celular, excessiva multiplicacdo bacilar e
disseminagdo da infec¢do para visceras e tecido nervoso. Esta Ultima ¢ a forma de maior

importancia epidemiologica, pois os bacilos estdo macicamente presentes nas lesdes



cutdneas, na propor¢io de 10'° bacilos/g tecido, propiciando a transmissdo da doenga por

contato fisico (SAMUEL, 2004, STEPHEN and DIANA, 2007).

Tabela 1. Diagndstico da hanseniase (WHO, 2007)
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BT: dimorfa tuberculoide; BL: dimorfa virchowiana; PB: paucibacilar; MB: multibacilar.

Entre as formas polares, situam-se as formas instaveis da doenca, com amplo espectro

de manifestacdes clinicas. Hanseniase borderline (ou dimorfa) ¢ a forma intermediaria,

resultante de uma imunidade também intermediaria, podendo adquirir caracteristicas

tuberculoide (BT), virchowiana (BL) ou simplesmente permanecer dimorfa. O niimero de

lesdes ¢ maior na bordeline, formando manchas que podem atingir grandes areas da pele,

envolvendo partes da pele sadia. O acometimento dos nervos ¢ mais extenso.




A medida da resposta imunologica pode ser efetuada por meio da reagdo de Mitsuda
(FOSS, 1997), que consiste na inoculagao intradérmica de suspensao de bacilos mortos pelo
calor, cuja leitura ¢ feita apds quatros semanas, resultando em pépula infiltrada (reacao

positiva) ou auséncia de alteragdo cutanea (reagdo negativa).

Alta Baixa
resposta resposta
imune imune

Expressio de citosinas em Tecidos

[ IL2.FNy ]

M. lepae em tecdios

< Reagdes reversivels >

ENL

Figura 3. Classificacdo Ridley e Jopling baseada na resposta imunologica do hospedeiro. TT polar
tuberculdide, BT: dimorfa tuberculoide, BB: dimorfa ou borderline, BL: dimorfa virchowiana, LL:
polar lepromatus ou virchowiana (STEPHEN and DIANA, 2007). IL: interleucina; IFN: interferon;

ENL: leprose eritema nodoso.

Segundo o resultado da reacdo de Mitsuda (FOSS, 1997) os pacientes podem ser
classificados em suscetiveis ou resistentes a doenca, pois a reacdo € sempre negativa em
virchowianos e positiva em tuberculodides.

Os aspectos morfologicos das lesdes cutaneas e classifica¢do clinica das quatro formas
apresentadas (tabela 1) s@o utilizados por profissionais especializados e em investigacao
cientifica. No campo, para fins terapéuticos, a OMS recomenda que se use a classificag@o
operacional baseada no nimero de lesdes cutaneas (SAMUEL, 2004, STEPHEN and
DIANA, 2007).



Em relacao as manifestagdes neuroldgicas, estas sdo comuns a todas as formas clinicas.
Na hanseniase indeterminada, ndo ha comprometimento de troncos nervosos, expressos
clinicamente. Na hanseniase tuberculdide, o comprometimento dos nervos € mais precoce
mais intenso. Na hanseniase virchowiana, ocorrem lesdes dermatoldgicas das mucosas e
também lesdes viscerais. Portanto hanseniase ¢ doenga dermatologica, pois seus primeiros
sinais e sintomas manifestam-se na pele, mas, ¢ também infecciosa, imunoldgica e
neuroldgica (SAMUEL, 2004, STEPHEN and DIANA, 2007). E objeto de intervengio do
aparelho do estado, pois quando nao ¢ adequadamente tratada pode incapacitar a populacao
na fase etdria economicamente ativa (WHO, 2007).

Apo6s a implementagdo da poliquimioterapia, em 1982, foi observado grande declinio
mundial no nimero de pacientes com lepra, com a cura de mais de dez milhdes de pessoas
em dez anos. Essa melhoria possibilitou a OMS pactuar compromisso entre os paises
endémicos de que a hanseniase seria eliminada como problema da saude publica até o ano
de 2000, prazo estendido até 2010, visto que, para erradicar a doenga, € necessario reduzir a
taxa de prevaléncia para menos de 1 caso para cada 10 mil habitantes (SAMUEL, 2004,
WEEKLY EPIDEMIOLOGICAL, 2007).

Atualmente os indices mundiais de deteccdo continuam em queda como pode ser
observado na figura 4. Os casos de prevaléncia registrados no inicio de 2007 foram de
224.717 pessoas e o numero de pacientes infectados durante o ano de 2006 foi de 259.017
pessoas, acumulando um declinio de 13,4% em relacio ao ano de 2005 (WEEKLY
EPIDEMIOLOGICAL, 2007).
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Figura 4. Numero de casos detectados mundialmente referentes ao periodo de 2001 a 2006

(WEEKLY EPIDEMIOLOGICAL, 2007).

Apesar dos nimeros favoraveis no ambito mundial, o Brasil continua sendo um dos
quatro paises endémicos responsaveis por 34% de todos os casos registrados no inicio de
2007, tabela 2. Nosso pais ocupa o segundo lugar no mundo e o primeiro das Américas em
numeros de casos de hanseniase, com 44.436 casos detectados em 2006 (WEEKLY
EPIDEMIOLOGICAL, 2007). Esses nimeros levam a uma taxa de 23.53 casos para cada
100.000 habitantes. Os primeiros dados disponiveis do primeiro semestre de 2007 revelam
aumento na taxa de prevaléncia quando comparado com os dois anos anteriores, atingindo
valores 3.21 para cada 10.000 (WEEKLY EPIDEMIOLOGICAL, 2007). Esse aumento
pode ser explicado devido a elevada endemicidade do meio, favorecendo o contagio de

outras pessoas e assim, a continuidade da prevaléncia da doenga.



Tabela 2. Taxas de prevaléncia e detec¢ao nos quatro paises mais endémicos do planeta.

Prevaléncia registrada® Novos casos registrados”

Paises Inicio de Inicio de

2005 Inicio de 2006 2007 2004 2005 2006
Brasil 30.693 (1,7) | 27.313 (1,5) |60.567 (3,21) | 49.384 (26,9) | 38.410 (20,6) | 44.436 (23,53)
Republica
Democrata do| 10.530 (1,9) 9.785 (1,7) 8.261 (1,39) | 11.781 (21,1) | 10.737 (18,0) | 8.257 (13,92)
Congo
Mogambique 4.692 (2,4) 4.889 (2,5) 2.594 (1,29) | 4.266(22,0) | 5.371(27,1) | 3.637 (18,04)
Nepal 4.699 (1,8) 4.921 (1,8) 3.951(1,43) | 6.958(26,2) | 6.150(22,7) | 4.253 (10,37)

*Q numero entre parénteses indica em (a) numero de prevaléncia/10.000 habitantes; em (b) casos

detectados/100.000 habitantes.

Embora a hanseniase seja prevalente em todo territdrio brasileiro, sua distribuicdo ¢
desigual, existindo areas de baixa (<1 caso/10.000 habitantes), média (de 1a 5 casos/10.000
hab.), alta (de 5 a 10 casos/10.000 hab.), muito alta (de 10 a 15 casos/10.000 hab.) e hiper
endemicidade (> 15 casos/10.000 hab.) como pode ser observado na figura 5 (SAUDE,
2007).

A regidao Sudeste ¢ uma area de baixa endemicidade, sendo seus coeficientes de
prevaléncia e deteccao de 0,93/10.000 e 0,96/10.000, respectivamente (DATASUS, 2007).
Contudo os dados epidemiologicos ndo medem a real extensdo do problema, uma vez que
foi demonstrado, usando provas soroldgicas para determinagdo de anticorpos especificos,
que a infeccao pelo M. leprae ¢ muito mais freqiiente do que o niimero de casos clinicos
conhecidos (LOMBARDI and SUAREZ, 1997).

A prevaléncia de casos ativos de hanseniase no Brasil, comparada aos anos anteriores,
sofreu forte reducdo devido aos programas de controle adotados, contudo a incidéncia
decresceu muito lentamente, demonstrando ainda pouco entendimento sobre a
epidemiologia desta doenga (RAMAPRASAD et al., 1997). Este fato pode ser explicado

pela transmissdo por pessoas sem nenhum sintoma de hanseniase, porém com a presenga do

M. leprae na mucosa.
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Figura 5. Taxa de prevaléncia no Brasil, referente ao ano de 2004 (SAUDE, 2007).

Deste modo, existe um nimero ndo definido de pessoas infectadas, assintomaticas e que
podem exercer papel ativo na transmissdo da doenga, prejudicando o seu efetivo controle
(TALHARI and NEVES, 1997).

Ferramentas modernas de biologia molecular e imunologia tem se apresentado de
grande valor para o diagnéstico da hanseniase e para a pesquisa epidemioldgica (VAN
BEERS et al., 1996). As técnicas da Reagcdo em cadeia da polimerase (PCR) e
enzimaimunoensaio (ELISA) tornam possivel detectar com alta sensibilidade e
especificidade o bacilo de Hansen em sitios especificos (DE WIT et al., 1991; YOON et
al., 1993). Entretanto, o tempo atual destas técnicas demanda tempo, pessoal qualificado,
custo elevado e, sobretudo a disseminacdo das mesmas, em centros periféricos de saude;
local de maior procura populacional (DAVID et al., 2004).

A hanseniase hoje tem cura e esta ¢ tanto mais rapida quanto mais cedo a doenga for
detectada. O diagnostico precoce, tratamento regular e acompanhamento da equipe médica
poderdo impedir o aparecimento das deformidades fisicas, modificando a imagem da

doenca no Brasil e no mundo.
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1.2. Biossensores

1.2.1. Aspectos Gerais

A habilidade dos organismos vivos de reconhecer diversos alvos biologicos inspirou
varios cientistas a desenvolver novas ferramentas analiticas de detec¢ao, conhecidos como
biossensores. Utilizando-se biomoléculas ou receptores de organismos biologicos, esses
aparelhos possuem varias caracteristicas analiticas favordveis tais como; seletividade,
sensibilidade, especificidade, portabilidade, rapidez, baixo custo, capacidade de
miniaturizacdo e rapido tempo de deteccdo. Estas caracteristicas favorecem a aplicagao
desses instrumentos no diagndstico de doengas, monitoramento ambiental, bem como no
controle de qualidade dos alimentos e, portanto, uma alternativa as metodologias atuais de
analises clinicas (D’ORAZIO, 2003).

De acordo com a literatura (D’ORAZIO, 2003), biossensores sdo aparelhos analiticos
compostos por uma camada de reconhecimento bioldgico imobilizada sobre um transdutor.
A biomolécula, que pode ser uma enzima, anticorpo, seqiiéncia de DNA, peptideo ou
microorganismo, fornece ao sistema seletividade pelo analito de interesse, possibilitando
dessa forma discriminar a molécula em uma matriz complexa. O sinal do transdutor
determina a extensao do bio-reconhecimento e o converte em um sinal (GOODING, 2006)
o qual pode ser, eletroquimico, otico, gravimétrico ou ressonancia plasmodnica. As técnicas
eletroquimicas utilizadas para detec¢do, podem ser amperometria ou potenciometria. De
ambas as técnicas, a amperométrica ¢ a mais atrativa devido a maior sensibilidade (FREIRE
et al.,2003Db).

Os biossensores podem ser divididos em duas classes: os cataliticos, que utilizam
enzimas imobilizadas e os de afinidade, que utilizam anticorpos, DNA ou peptideos, como
moléculas de bio-reconhecimento (GOODING, 2006, D’ORAZIO, 2003).

Freqilientemente, os elementos de reconhecimento requerem compostos intermediarios
chamados de mediadores para o funcionamento apropriado do biossensor. Tais compostos
sdo transportadores redox equivalentes entre o elemento de reconhecimento e o transdutor,
resultando no aumento da seletividade e sensibilidade do biossensor (CASTILLO et al.,

2004).
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Os biossensores, dependendo do método de imobilizagdo e da natureza do mediador,
podem ser classificados em primeira, segunda e terceira geracao (figura 6) (CASTILLO et

al., 2004, PEREIRA, 2003).
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Figura 6. Esquema das geracdes dos biossensores. 1: primeira geragdo; 2: segunda geracao e 3:

terceira geragdo. M: mediador reduzido. M*: mediador oxidado.

A primeira geracdo compreende apenas a biomolécula de reconhecimento e o
transdutor. O biossensor da “Yellow Spring Instruments” (figura 7) representa bem esta
geragao.

A enzima ¢ fisicamente imobilizada em um eletrodo sensivel ao produto enzimatico por
duas membranas: uma permeavel a gas e outra de dialise, garantindo que apenas a glicose e
0 co-substrato, gas oxigénio, cheguem até a enzima.

O transdutor monitora a concentragdo de glicose na amostra por meio da oxidagdo do

perdxido de hidrogénio gerado, segundo as reagdes 1 e 2, abaixo (CASTILLO et al., 2004)

(1) Glicose(aq) T Oz () — 4acido gliconiconq + HaO: (ag)

(2) Hy02(g—— Ong) + H'(aq) + 2¢”
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As principais desvantagens desses sensores sdo: a necessidade de aplicagdo de altos
potenciais e dependéncia enzimatica do co-substrato, uma vez que, em amostras reais ha
baixa concentragdao de O,, dificultando a anélise de amostra com concentragcdo de glicose
acima de 500 mg/dl. O gés oxigénio funciona como mediador redox natural e regenerador
do sitio ativo enzimatico (D’ORAZIO, 2003).

Na segunda geracdo, utilizam-se mediadores livremente difundidos na superficie do
transdutor. Esta gerac¢do foi desenvolvida para minimizar os problemas dos biossensores da
primeira geracdo, substituindo os mediadores naturais (co-substrato) por mediadores
artificiais. Estes compostos podem ser moléculas inorganicas ou organometalicos derivados
do Fe*" (ferrocenos), ou complexos de 6smio (Os”") ou ruténio (Ru®") (CASTILLO et al.,
2004, BRETT et al., 1999). Segundo TURNER et al., 1987 apud CASTILLO et al., 2004,
um mediador ideal € aquele que possui as formas oxidadas e reduzidas estaveis, rapida taxa
de transferéncia eletronica entre a biomolécula e o transdutor e janela eletroquimica entre -
100 a OmV vs. ECS, evitando assim, a acdo de diversos interferentes.

Em geral, alguns problemas sao enfrentados como perda de sinal com os biossensores
da segunda geragdo quando as andlises sdo feitas em amostras complexas, cuja
contamina¢do da amostra (processos de monitoramento em alimentos industriais e
aplicagdes biomédicas) com o mediador artificial deve ser rigorosamente evitada.

Na terceira geracao (figura 6-3), o mediador ¢ integrado junto com componente de bio-
reconhecimento transferindo os elétrons da biomolécula para o transdutor polarizado em

um processo reversivel.
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Obviamente que a diferenca entre a segunda e terceira geragdo nao ¢ muito significante. A
imobilizacdo dos componentes de reconhecimento sobre a superficie do transdutor
representa o fator determinante para o bom funcionamento do biossensor. Usualmente, os
métodos utilizados para imobilizacdo de biomoléculas (tabela 3) sdo também utilizados
para imobilizar os mediadores (adsorcao, ligagdo covalente, oclusdo, ligacdo cruzada) que

s30 necessarios para assegurar o mecanismo de transferéncia eletronica.

Tabela 3. Procedimento para imobilizagdo de biomoléculas. Processos quimicos’ e

fisicos’.
Técnicas utilizadas para imobilizacdo de biomoléculas
Método Vantagens Desvantagens
Adsorcio” Procedimento simples, condi¢des | Interagcdes dependentes do
Van der Waals, brandas, menos dano a pH, solvente e temperatura,
ligacdes iOnicas e biomolécula. baixa estabilidade.
hidrofdbicas.

Oclusio® Procedimento simples, ndo hd | Resisténcia difusional, pode
Membranas de problemas com o meio. causar desnaturagdo da
dialise, polimeros. biomolécula causando baixa

sensibilidade e limite de
deteccao.
Ligac¢io Cruzada® | Procedimento simples, ligagdes | Dificuldade em controlar a
Glutaraldeido, bis- quimicas fortes. reacdo, grande quantidade
diazobenzidina, de biomolécula, baixa
cloreto cianurico. sensibilidade.
Ligacio covalente® Estavel complexo matriz e Complicado e elevado
Sobre membranas biomolécula. Liga¢ado entre tempo de producao.
ou matrizes grupos especificos biomolécula e | Possibilidade de perda de
insolaveis. matriz. Ideal para producdo em | atividade devido a reagdes
massa e comercializacao. envolvendo grupos
essenciais da atividade
bioldgica.

Contudo, essa geragdo gera algumas controvérsias, pois sdo encontradas na literatura
duas defini¢des: a primeira acima citada e a segunda definida por GORDON et al.,1999
apud KUBOTA et al., 2002 (figura 8) como sendo uma transferéncia direta da biomolécula

e o transdutor sem a presenca de mediadores artificiais ou naturais.
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Figura 8. Terceira geracao de biossensores proposto por GORDON et al., 1999 apud KUBOTA et
al., 2002.

De acordo com o autor, essa configuragdo a torna bastante vantajosa, ja que promove
uma maior seletividade, a medida que eles operam em potenciais mais préximos ao da
propria biomolécula, diminuindo como conseqiiéncia reagdes interferentes, assim como

dispensando o uso de outros reagentes na seqiiéncia das reagcdes enzimaticas.
1.2.2. Biossensores de DNA

Na ultima década, o progresso tecnoldgico no campo da biologia molecular possibilitou
a revelacdo da estrutura gendmica de varios organismos, dentre eles o genoma humano. A
elucidacao dessa estrutura revelou que as mutagdes do gene sdo responsaveis por diversas
doencas genéticas e virais (KARA ef al., 2004). Em vérios campos da medicina, como na
medicina forense e biologia molecular, o estabelecimento de métodos de detec¢ao e analise
de seqiiéncias especificas de DNA tornou-se muito importante (LUCARELLI et al., 2004).

Em geral, a deteccdo especifica de seqiiéncias de DNA sao realizadas por eletroforese
de fragmentos amplificados por PCR ou por radioisotopos utilizando a seqii€éncia
complementar marcada com *’P e fluorescéncia, monitorando reagdes enzimaticas
acopladas ao DNA. Contudo, esses métodos sdo problematicos, pois utilizam a fixacao de
amostras de DNA e hibridiza¢gdo em membranas de nitrocelulose, procedimento que
demanda tempo e manejo laboratorial complicado, pois se trata de reagcdes em ambiente
heterogéneo.

Além desse inconveniente, as analises simultaneas de varias amostras sdo dificeis de
serem realizadas, devido ao tempo e o uso de agentes carcinogénicos como o brometo de
etidio em géis de DNA e marcadores radioativos, pois, apesar de serem sensiveis sao

agentes perigosos a satde e ao ambiente (UMEZAWA, 2007; IHARA et al., 1996).
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No intuito de contornar esses problemas, a comunidade cientifica tém trabalhado no
desenvolvimento de biossensores eletroquimicos de DNA, visto que ¢ uma ferramenta para
rapida aplicagdo em andlise genética. Esta técnica pode ser utilizada como alternativa ao gel
de eletroforese e marcadores radioativos, uma vez que esses sensores sdo capazes de
detectar a presenga de genes ou genes mutantes associados a doencas hereditarias ou
doencgas infecciosas, pois sdo sensiveis, seletivos e ndo causam dano ao operador e ao
ambiente (UMEZAWA, 2007; PINGANG, 2005).

Basicamente, um biossensor de DNA ¢ constituido de simples fitas (ssDNA)
imobilizadas na superficie do transdutor, (tabela 3) para reconhecer sua seqiiéncia
complementar. A dupla fita formada na superficie do eletrodo ¢ conhecida como hibrido (ds
DNA) e este evento ¢ convertido em sinal analitico pelo transdutor, figura 9 (KERMAN et
al., 2003). Os biossensores eletroquimicos possuem alta sensibilidade, sdo simples e de
baixo custo, fornecendo propriedades superiores a outros sensores, quando comparado com

outras técnicas analiticas (KERMAN et al., 2003, WANG, 2000).

SOMDA ALVO
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Figura 9. Deteccao especifica de uma seqiiéncia de DNA usando um biossensor.

A detecgdo eletroquimica do DNA pode ser realizada por oxidagdo direta de bases do
DNA ou por indicadores de hibridizagdo, os quais sao: mediadores, intercaladores, enzimas
ou nanoparticulas. O monitoramento ¢ feito pelo aumento ou decréscimo das correntes de
oxidacdo ou de redugdo dos indicadores, ou oxidagdo direta da guanina na dupla fita de
DNA (WANG, 2000).
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O uso de enzimas ou nanoparticulas na constru¢do de biossensores ¢ menos vantajoso
em relacdo aos mediadores ou intercaladores, pois necessitam de vdarias etapas de
construcao, além de reagentes de alto custo e baixa estabilidade (KERMAN, et al., 2003;
DRUMMOND et al., 2003).

O primeiro relato na literatura com indicadores redox foi feito por MIKKELSEN et al.,
(1994), para detectar seqiiéncias relacionadas a fibrose cistica. Neste trabalho foi possivel
detectar em 70% dos pacientes a seqiiéncia relacionada a fibrose cistica atingindo um limite
deteccdo de 1,8 femtomoles de DNA, contendo 4000 bases, sendo utilizado Co(bpy)33+
como indicador.

Esse indicador, em sua forma oxidada, ¢ capaz de extrair elétrons dos residuos de
guanina em um alvo hibridizado (figura 10) passando para sua forma reduzida; aplicando
um potencial positivo no eletrodo, o indicador ¢ oxidado retornando ao primeiro estagio,
completando assim, o ciclo redox. Isso possibilita a participacdo do indicador em varios
ciclos redox, o que conduz a amplificagdo do sinal eletroquimico. Além disso, o tempo de
resposta do sistema foi mais rapido quando comparado com a oxidacao direta do acido

nucléico no eletrodo, devido a taxa de transferéncia de elétrons entre o Co(bpy)s’' e
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Figura 10. Biossensor eletroquimico de DNA baseado na reagio redox entre Co(bpy)s’" e residuos

de guanina.
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YAN et al., (2001) reportaram a deteccdo do gene de cianobactérias utilizando-se
Ru(bpy)s>" como indicador sobre eletrodos de ouro. O pico de corrente do indicador foi
linearmente relacionado com a concentracdo da seqiiéncia complementar e a sensibilidade
do sistema foi da ordem de 10" mol.L™'. Além disso, o biossensor foi capaz de distinguir
polimorfismos no alvo complementar.

Em outro trabalho, XU ef al., (2000) marcaram DNA de calf thymus desnaturado com
ferrocenocarboxaldeido via 1-etil-3-(3-dimetil-aminopropil) carbodiimida (EDC). A sonda
marcada foi utilizada para hibridizar o complementar, imobilizado sobre a superficie do
eletrodo de grafite. A imobilizacdo da sonda no transdutor foi efetuada aplicando um
potencial positivo em uma solugdo tampao contendo as seqii€éncias, ndo danificadas ou
danificadas com radicais hidroxilas. Apds o processo de hibridizacdo com a sonda, os
autores conseguiram diferenciar por voltametria de pulso diferencial as seqiiéncias ndo
danificadas ou danificadas, monitorando o pico de oxidagdo do ferrocenocalboxaldeido.

BOON et al, (2001) desenvolveram um método sensivel para detectar bases
nitrogenadas danificadas ou pontos de mutacdo na dupla fita de DNA por métodos
eletrocataliticos. Eletrodos de ouro foram utilizados para monitorar o sinal eletrocatalitico
do azul de metileno (AM), como intercalador redox de DNA, acoplado ao ferricianeto
[Fe(CN)]”. Aplicando-se um potencial de redugio o AM intercalado é reduzido para azul
de leucometileno (LM), posteriormente AM reduz o ferricianeto em solugdo, regenerando
AM cataliticamente, conduzindo ao aumento do sinal de hibridagdo. A presenga de pontos
de mutacdo ou bases nitrogenadas danificadas diminui substancialmente o sinal
eletrocatalitico (DRUMMOND et al., 2003).

Estudos similares com seqiiéncias especificas do virus da hepatite B, amplificadas por
PCR, foram detectadas por MERIC et al., (2002), pela técnica de voltametria. Eles
imobilizaram 21 ou 24 bases de ssDNA, relacionadas a hepatite sobre eletrodos de pasta de
carbono para detectar sua seqiiéncia complementar. A hibridizagao foi detectada utilizando
azul de metileno como indicador, o que resultou no decréscimo de sinal do hibrido em
relacdo a simples fita. Essa diferenca de sinal foi usada para rastrear a seqiiéncia de DNA
especifica para esta doenca infecciosa.

Pode-se observar o uso de diversos tipos de eletrodos na constru¢do de biossensores

eletroquimicos com boa performance, como por exemplo, os sensores acima citados.
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Todavia, na tentativa de melhorar a transdugdo do sinal de hibridizacdo, esses eletrodos
podem ser submetidos a modificacdes quimicas da superficie para aumentar a reatividade e
seletividade do sensor base.

Estas caracteristicas podem ser obtidas com filmes gerados eletroquimicamente sobre
diferentes superficies. Algumas vantagens na aplicagdo de eletrodos modificados com

filmes em biossensores serao discorridas abaixo.

1.3. Filmes poliméricos aplicados a biossensores

A crescente busca por sensores com melhores caracteristicas ¢ um dos maiores desafios
entre os quimicos eletroanaliticos, principalmente devido as diversas amostras de interesse
existentes atualmente.

Apesar da grande versatilidade e perspectivas apresentadas pelos sensores
eletroquimicos, a utilidade de um eletrodo ¢ muitas vezes limitada devido a passivagdo
gradual de sua superficie, que € conseqiiéncia, principalmente, da adsor¢ao dos produtos da
propria reagdo de oxido-reducdo utilizada na detec¢do, ou ainda, dos subprodutos destas
reacdes que podem se polimerizar e depositar sobre a superficie dos eletrodos (ROSATTO
et al., 2001). Além disso, a sensibilidade de muitos analitos de interesse pode ser
prejudicada em funcao da cinética de transferéncia de elétrons entre estes compostos € os
materiais dos eletrodos, serem excessivamente lenta (WANG, 1991). Uma outra limitagdo ¢
a dificuldade de discriminar entre compostos alvos que possuam caracteristicas redox
similares (WANG, 1991).

A modificagdo quimica da superficie de eletrodos oferece grande potencial para
amenizar os problemas acima descritos, e conseqiientemente pode aumentar a eficiéncia e
aplicabilidade dos sensores eletroquimicos (WANG, 1991).

A habilidade para controlar ¢ manipular deliberadamente as propriedades das
superficies dos eletrodos pode proporcionar uma variedade de efeitos atrativos, os quais
podem contornar efetivamente muitos dos problemas apresentados pelos sensores
eletroquimicos tradicionais (FREIRE, 2003a) A utilizagdo de filmes poliméricos oferece
varias vantagens na constru¢do de sensores, visto que sdo materiais relativamente baratos,

as técnicas de fabricagdo sdo simples, podem ser depositados em varios tipos de substratos
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e a possibilidade de escolha de diferentes estruturas moleculares proporciona a constru¢ao
de filmes com diversas caracteristicas (HARSAANY1, 2000).

As técnicas atualmente utilizadas na deposi¢cdo de filmes em diferentes superficies sdo
bastante diversificadas. Os métodos de Langmuir-Blodgett e polimerizac¢do eletroquimica
sdo os mais utilizados para a construcao de biossensores (PEREIRA, 2002; HARSANYI,
2000). A vantagem do método eletroquimico ¢ o controle na deposi¢ao do filme como
espessura, morfologia e homogeneidade na formagado da cadeia, variando-se o potencial e o
numero de varreduras sobre o eletrodo de trabalho (HARSAANYI, 2000; SADKI, 2000).

O recobrimento de superficies com filmes poliméricos tem sido empregado no
desenvolvimento de biossensores para proteger a superficie dos eletrodos de impurezas,
bloquear interferentes, imobilizar biocomponentes, incorporar mediadores e fornecer
biocompatibilidade (PEREIRA, 2002).

A etapa de imobilizacdo da biomolécula ou o indicador na superficie do eletrodo
desempenha um papel importante na obtencao da sensibilidade, seletividade e estabilidade
do biossensor. Estas caracteristicas sao alcancadas por meio do controle quimico e
cobertura da superficie, assegurando assim, reatividade, acessibilidade e estabilidade a
biomolécula imobilizada (TLILI, 2005).

Uma forma comum de imobilizar biomoléculas e indicadores ¢ sobre superficies de
monocamadas automontadas e filmes eletrodepositados. Grupos funcionais dos filmes
podem se ligar a grupos reativos da biomolécula ou indicador, por reagdes com a propria
molécula ou através do uso de reagentes como carbodiimida, biotina, estreptavidina ou por
adsorcao (TLILI, 2005).

O uso de filmes condutores e ndo condutores sao adequados para imobilizar sondas de
DNA (TLILI, 2005). Esta caracteristica se deve a facil processabilidade sobre os eletrodos
condutores, combinado com o aumento da area de contato da biomolécula com o eletrodo,
0 que possibilita maior acomodacdo da molécula simulando seu ambiente natural,
favorecendo a conversao do sinal biolégico em sinal analitico mensuravel, com rapido
tempo de resposta e alta estabilidade (SADKI, 2000; CHRISTINE, 1997).

Devido as diversas caracteristicas apresentadas pelos filmes poliméricos, varios
trabalhos sdo encontrados na literatura visando a construcdo de biossensores (LEE et al.,

2001, HACCOUN et al., 2005; CHAKER et al., 2005).
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A utilizagdo de microeletrodos modificados com filmes poliméricos para a detecgdo de
DNA apresenta elevada sensibilidade, visto que, nestes sistemas, ¢ possivel obter resposta
eletroquimica em concentragdes em torno de zeptomoles de DNA (XIE et al., 2004;

ZHANG, 2003).

1.3.1. Filmes condutores e nao condutores

Os filmes poliméricos podem ser formados na superficie de eletrodos por oxidagao
eletroquimica de diversas estruturas eletroativas em meio aquoso ou em meio organico. A
partir dessas diferentes estruturas podem-se criar filmes condutores e ndo-condutores
(LONG, 2001; SADKI, 2000).

O mecanismo de condugdo de filmes poliméricos ¢ baseado na teoria de banda nos
solidos, a mesma dos metais e semicondutores inorganicos. A condutividade elétrica nos
solidos pode ser explicada em termos de orbitais moleculares.

Segundo a teoria citada acima, N orbitais atdbmicos se combinam em uma molécula,
formando N orbitais moleculares, que se espalham em toda a molécula. O mesmo
fendmeno é observado em metais, porém, o valor de N ¢é elevado, por exemplo, 10* para
10g de Cu. Em vez de poucos orbitais moleculares com energias extremamente espacadas,
um enorme numero de orbitais moleculares em um metal apresenta os niveis de energia tao
proximos que formam uma banda quase continua (THE NOBEL PRIZE, 2000; ATKINS
and JONES, 2001).

Em contraste com os gases nobres, a valéncia dos metais ndo sdo totalmente
preenchidas. Assim, a banda de N orbitais moleculares nao sera totalmente ocupada, e a
partir de um nivel de energia todos os orbitais acima estardo vazios. Esse espaco entre o
mais alto orbital ocupado Homo, (banda de valéncia) e o mais baixo orbital desocupado
Lumo, (banda de conducdo) ¢ denominado intervalo de banda ou band gap. A
condutividade ¢ devida ao preenchimento parcial da banda de condugdo ou de valéncia,
bem como intervalos de bandas proximos de zero.

Em um semicondutor, o intervalo entre as bandas de valéncia e de conducao ¢é proximo,
de forma oposta, em um isolante as bandas estdo separadas por um grande intervalo de

energia (Figura 11).
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Figura 11. Diferenca entre intervalos de bandas (THE NOBEL PRIZE, 2000).

Estruturalmente, os polimeros condutores possuem uma cadeia organica alternada entre
ligagdes simples e duplas (HARSANIY, 2000). Vérias teorias predizem que os elétrons ©
sao deslocalizados sobre toda a cadeia e que o intervalo entre bandas torna-se menor quanto
maior for a extensdo da conjugagdo. (THE NOBEL PRIZE, 2000). Além disso,
MacDiarmid e colaboladores (MACDIARMID et al., 1977 apud DE PAOLI et al., 2000)
demonstraram aumento na condutividade elétrica desses polimeros tratando-os com acidos
ou bases de Lewis, em um processo de adicao e remocgao de elétrons denominado dopagem,
em analogia aos semicondutores inorganicos. Este processo nada mais ¢ do que reacdes de
oxi-reducdo envolvendo transporte de ions para dentro e fora do polimero (DE PAOLI et
al., 2000).

Uma questdao fundamental a ser debatida ¢ a relagdo entre a resposta eletroquimica das
espécies em solucdo sobre a superficie de eletrodos modificados por polimeros condutores
e a localizacdo eletroquimica da reacdo redox. Do ponto de vista tedrico, ha pelo menos
dois sitios de reagdes possiveis: (1) a interfase polimero e solucdo e (2) o eletrodo sélido
subjacente e a solugao.

A conversdo eletroquimica de espécies em solu¢do em eletrodos modificados por
polimeros € um processo complexo, existindo pelo menos trés processos que interferem na
localiza¢dao da reagdo, tais como: (i) fluxo de difusdo das espécies em solugdo em uma
camada subjacente ao polimero; (ii) reagdo quimica redox das espécies difundidas com o
material do eletrodo (camada de polimero condutor); (iii) transporte de carga dentro da

camada do polimero.
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Os dois primeiros processos sdo caracterizados por reagdes eletrocataliticas, enquanto
que a terceira € especifica para polimeros condutores. Se a taxa total de uma reacao quimica
(11 ), e o transporte de carga ( iii ) excederem substancialmente o transporte de massa das
espécies da solucgdo ao eletrodo (1), a conversdo eletroquimica poderia ocorrer na interface
polimero/solugdo. Este caso refere-se a difusdo eletrocatalitica controlada e espera-se uma
aceleracdo da oxidacdo anodica em espécies com reagdes redox rapidas, tendo como
resultado aumento da corrente anddica e uma sobretensdo relativamente baixa. Assim, esta
combinag¢do de taxas para os trés processos favorece a oxidagdo anddica eficiente e
reversivel do analito e poderia ser usada para sua deteccdo amperométrica no potencial de
eletrodo relativamente baixo.

Em caso oposto, quando a reacdo redox entre o analito e polimero ( ii ) ¢ lento, ou se a
condutividade do polimero for baixa para assegurar um eficiente transporte de carga entre a
zona de reagdo e o eletrodo ( iii ), a conversdo eletroquimica do analito procede no eletrodo
suporte. Em alguns casos o polimero retarda a penetracdo do analito, permitindo a sele¢ao
das espécies a serem oxidadas/reduzidas (MALINAUSKAS et al., 2004).

A maioria dos trabalhos nessa linha de pesquisa esta direcionado para a construgdo de
filmes condutores ou redox. No entanto, polimeros ndo-condutores t€m mostrado elevado
grau de permesseletividade na superficie do eletrodo, formando membranas adequadas para
construgdo de biossensores ( PEREIRA et al., 2002).

Outra aplicacdo ¢ a constru¢do de eletrolitos solidos poliméricos, os quais sdo
basicamente formados por polimeros ndo condutores que contém sais i6nicos dissolvidos
em sua matriz ¢ o transporte idnico ocorre por meio do movimento segmental da cadeia
polimérica (DE PAOLI et al., 2000).

O crescimento de polimeros ndo-condutores sdo auto-limitados e conseqilientemente os
filmes tendem a serem muito finos, entre 10 a 100 nm, resultando em rapida difusdo de

substratos e produtos no eletrodo (LONG, 2001).

1.3.2. Filmes formados com 4-aminofenol (4-AF)

E possivel encontrar na literatura varios trabalhos envolvendo a formagao de filmes

poliméricos construidos a partir de monomeros com atomos de oxigénio acoplados ao anel
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aromaticos (EKINCI et al., 1996, MENEZES and MAIA, 2006, VIEIRA et al., 2006,
FERREIRA et al., 2007, FRANCO et al., 2007, BRITO-MADURRO et al., 2007,
FRANCO et al., 2008). Estudos tém comprovado que esses filmes apresentam facilidade de
polimerizacdo, além de resisténcia mecanica do filme obtido, propiciando maior
estabilidade para o eletrodo modificado formado.

O estudo de aminofendis ¢ interessante do ponto de vista eletroquimico, pois apresenta
dois grupos oxidaveis (-NH, e -OH) diferentemente da anilina e do fenol. A presenga
desses grupos funcionais ¢ adequada para imobilizacdo de biomoléculas. Além disso,
apesar da diferenca estrutural, entre esses trés compostos (4-AF, anilina e fenol), existe um
comportamento eletroquimico similar, pois tanto a anilina e o fenol sdo moléculas
precursoras na formacdo de filmes com ampla aplicacio em sensores e biossensores.
(SALAVAGIONE et al., 2003).

TAJ et al., (1992) reportaram pela primeira vez a formacao do primeiro filme de 4-AF
em eletrodo de platina, por voltametria ciclica. A partir dai, outros grupos mostraram
interesse na formagdao e na elucidagao da estrutura desses filmes, bem como na sua
aplicacdo (SALAVAGIONE et al., 2003).

VIEIRA et al., (2006) também demonstraram a formacao de poli(4-AF) sobre eletrodos
de grafite em diferentes valores de pH. As analises indicaram que filmes preparados em
meio acido favorecem a transferéncia de carga. Por outro lado, filmes preparados em meio
basico geraram filmes passivantes, os quais dificultam a transferéncia eletronica.

BRITO-MADURRO et al., (2007) modificaram eletrodos de grafite com poli(4-AF), o
qual indicou ser eficiente para imobilizacdo das biomoléculas; adenosina trifosfato e
guanosina trifosfato. A amplitude do sinal de detec¢ao dessas bases foi vinte e quatro vezes
maior quando comparado ao eletrodo de grafite ndo modificado com poli(4-AF).

Estudos (HAWLEY and ADAMS, 1965) sugeriram que a eletrooxidacdo do poli(4-AF)
envolve a saida de dois elétrons e dois prétons, produzindo quinoneimina seguida por
hidrolise, produzindo p-benzoquinona (figura 12). Em maiores valores de pH, os autores

sugerem reacdes de acoplamento 1-4 e posteriormente a formacao do polimero.
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. +NH,
O

PAF p-quinoneimina p-benzoquinona
Figural2. Estruturas do processo de oxidagao eletroquimico e processo quimico do pAF.

A mesma proposta mecanistica foi descrita por MENEZES and MAIA (2006) em
estudos de filmes derivados de 4-aminofenol sobre superficie de platina, em diferentes
valores de pH. Os polimeros produzidos indicaram diferentes valores de reten¢ao de carga
em funcdo do pH que estdo relacionados com grande nimero de ligagdes fenil-N-fenil

(figura 13).

OH

0 NH

HO

Figura 13. Proposta para acoplamento 1-4 via nitrogénio

Teoricamente esta caracteristica ¢ favoravel a imobilizacdo de biomoléculas, como
DNA, por meio de interagdo entre grupos fosfato da estrutura do DNA e o esqueleto do
polimero ou ligacdes covalentes entre os grupos funcionais da biomolécula e polimero,

sendo uma etapa fundamental na constru¢ao do biossensor.
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Para a modificag¢do da superficie do eletrodo, analise e desenvolvimento do biossensor

eletroquimico desenvolvido podem ser utilizadas algumas técnicas, descritas abaixo.

1.4. Técnicas eletroquimicas

1.4.1. Voltametria ciclica e pulso diferencial

Técnicas voltamétricas englobam um grupo de métodos eletroanaliticos em que as
informagdes sobre o analito s3o obtidas através da medida de intensidade de corrente como
funcdo do potencial. A voltametria ciclica (VC) consiste na aplicagdo ao eletrodo de
trabalho de um repetitivo potencial triangular variando continuamente com o tempo, o que
conduz a ocorréncia de reacdes de oxidagdo e reducdo de espécies eletroativas em solugao.
Este método tem sido extensivamente usado, para obter informagdes qualitativas sobre o
comportamento eletroquimico de filmes poliméricos depois da eletropolimerizacdo, e para
identificar espécies presentes na solucao. Outra técnica, mais poderosa € a voltametria de
pulso diferencial (VPD). A polarizacdo da superficie do eletrodo ¢ feita aplicando-se pulsos
de potencial. Ao mesmo tempo, a corrente ¢ amostrada imediatamente antes e depois de
cada pulso sendo o valor final de corrente a diferenga entre os dois valores medidos.

Para este tipo de analise sdo utilizados trés eletrodos. O indicador, conhecido como
eletrodo de trabalho onde sdao medidos os processos redox de interesse. O eletrodo de
referéncia, de potencial conhecido e constante, ¢ a referéncia em relagdo a qual o potencial
do eletrodo de trabalho pode ser medido. E o eletrodo auxiliar (também chamado de contra-

eletrodo) ¢ onde também ocorre os processos redox e o fechamento do circuito elétrico.

1.4.2. Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica

A impedancia baseia-se na aplicacao de uma pequena perturbacao senoidal de tensdo ao
sistema, de pequena amplitude e de freqliéncia ®, gerando assim uma corrente AC
provocado por um potencial E = sen(wt) que, de acordo com a lei de Ohm, origina a

impedancia, Z = [AE sen(ot)]/R (GIROTTO and DE PAOLLI, 1999).
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Os resultados da técnica de impedancia sdo normalmente apresentados na forma de
graficos que relacionam os parametros de freqiiéncia de excitagcdo(f), em Hz, angulo de
fase, magnitude e componentes real e imaginario da impedancia. A representacdo utilizada,
neste trabalho foi o diagrama de Nyquist que representa os valores da componente real (Z”)
versus componente imginario (Z”’). A principal caracteristica desse diagrama ¢ a clareza
com que pode ser visualizado os efeitos de resisténcia 6hmica do sistema.

A andlise desse sistema ¢ realizada comparando o sistema eletroquimico estudado com
um circuito elétrico equivalente, formado pela combinacdo de resistores e capacitores. Este
circuito deve conter, pelo menos, componentes para representar; a dupla camada elétrica:
um capacitor de capacidade Qg; a impedancia dos processos faradaicos, relativo a
transferéncia de carga ou transporte de massa das espécies eletroativas conhecido por
impedancia de warburg, representado por Zs e Zw. E por fim, a resisténcia ndo compensada,
ou seja, a resisténcia da solucdo entre os eletrodos de trabalho e de referéncia representado
por Rg. O sistema mais simples contendo, R, Qqi, Ret Zw € conhecido como o circuito de

Randles.
1.4.3. Microbalanca de Cristal de Quartzo

Esta técnica, eletrogravimétrica, consiste basicamente de um disco de cristal de quartzo
piezoelétrico parcialmente recoberto em ambas faces com um filme metalico fino. As faces
deste cristal sdo conectadas a um circuito elétrico que aplica um sinal de corrente alternada,
gerando assim um campo elétrico que causa a vibracdo do cristal a uma determinada
freqiiéncia de ressonancia, f.

Quando uma das faces do cristal ¢ colocada em contado com uma solugao eletrolitica,
esta face passa a ter a fungdo de eletrodo de trabalho, como em uma célula eletroquimica
convencional.

As sensiveis mudancas de massa ocorrida na superficie do eletrodo sdo investigadas
monitorando as variagdes de freqiiéncia do cristal utilizando a equacdo de Sauerbrey

(SAUERBREY, 1959) para obter a relacdo massa/freqiiéncia.

YRR LLNE)

AN 1. P,
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Onde Af ¢ a variagdo da freqiiéncia de ressonancia, f ¢ a freqliéncia de ressonancia
fundamental do cristal, Am ¢ a variacdo de massa na superficie do eletrodo, p ¢ o modulo

de cisalhamento do cristal, p ¢ a densidade do cristal e A ¢ a drea geométrica do eletrodo.

2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo geral

e Desenvolver sensor bioeletroquimico baseado em sondas de DNA para detec¢ao do

bacilo M. leprae.

2.2. Objetivos especificos:

e Construcdo e caracterizacdo de filmes poliméricos derivados de 4-aminofenol;

e Incorporacdo de bases nitrogenadas do DNA, adenina, timina, citosina, guanina ao
eletrodo sem filme e eletrodo modificado com filme polimérico;

e Incorporagdo ao suporte polimérico de produtos de PCR da regido conservada do
genoma do bacilo M. leprae;

e Detecgdo do alvo complementar e avaliagdo do desempenho eletroquimico do

sensor utilizando-se mediadores ou indicadores;

e Analise da superficie do eletrodo modificado com filme polimérico contendo DNA

imobilizado, utilizando-se microscopia de for¢a atdmica.
3. Parte Experimental

- 4-aminofenol (C¢H;NO), 97,5%, Across organics, P.M.= 109,13 g. mol™
- Acido nitrico (HNO3), 65%, Cinética, P.M.= 63,01 g.rnol-1

- Acido perclorico (HCl1O4),70%, A.C.S, P.M.= 100,46 g.mol-1

- Acido sulfarico (H2S04), 98%, Merck, P.M.= 98,08 g.mol_]

- Acido acético glacial (CH;COOH), 100%, A.C.S. P.M.= 60,05 g.mol_]

- Hidroxido de s6dio (NaOH), 100%, Vetec, P.M.= 40,00 g.mol_l

-1
- Nitrato de potassio (KNO3), A.C.S, P.M.= 101,10 g.mol
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- Ferrocianeto de potassio [K4Fe(CN)s.3H,0], 100%, Vetec, P.M.= 422,39 g.mol_1
- Ferricianeto de potassio [K3Fe(CN)g], 100%, Reagen, P.M.= 329,25 g.mol_1

- Fosfato de s6dio monobasico anidro (NaH,POy), 100%, P.M.= 119,98 g.mol_1

- Fosfato de sodio dibasico anidro (Na,HPO,), 100%, Vetec, P.M.= 141,96 g.mol-1
- Acetato de s6dio anidro (CH3COONa.), 100%, Vetec, P.M.= 82,03 g.mol-1

- Eter de petroleo(C;3H,0;), 100%, Biotec, P.M.=236,45 g.mol-1

- Acetona (CH30OCH3), 100%, A.C.S, P.M.= 58,08 g.mol-l

- Guanina (CsHsNsO) 99%, Acros Organics, P.M.= 151,13 g.mol-l

- Adenina (CsHsNs), 99,5%, Acros Organics, P.M.= 135,13 g.mol-l

- Timina (CsHgN,0,), 99%, Acros Organics, P.M.= 126,11 g.rnol_1

- Citosina (C4HsN30), 99%, Acros Organics, PM.= 111,1 g.mol_l

- Ferrocenocarboxialdeido (C;;HgOFe) , 100%, Fluka, P.M.= 214,05 g.mol_1

- Metanol (CH;OH), 99.9%. Merck. P.M.= 32,04 g.mol

A1
- Azul de metileno (C;¢H sCIN3S) P.M.= 319,85 g.mol
- Tris-HCI (C4H;;NOsCIH), 99%, GiBcoBRL, P.M.= 157,64 g.mol-1

- Acido etilenodiamino tetra-acético (C1oH14N,OgNa, .2H,0), 100%, Vetec, P.M.= 372,54
-1
g.mol

- Citrato de sodio (N3C¢Hs07.H,0), 100%, Reagen. P.M.= 294,11 g.mol'1

- Cloreto de sodio (NaCl), 100%, Biotec. P.M.= 58,44 g.mol™

Os reagentes foram utilizados conforme recebidos. Para os estudos eletroquimicos foi
utilizada uma célula eletroquimica de trés compartimentos. Como eletrodo auxiliar foi
utilizado uma placa de platina de 2cm” de 4rea aparente. Todos os potenciais sdo referidos a
um eletrodo de calomelano saturado. O eletrodo de trabalho utilizado foi um disco de
grafite (6bmm de didmetro), figura 14A. Um sistema contendo a célula de trés

compartimentos e os eletrodos citados acima, estd ilustrado na figura 14B.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Carbono
http://pt.wikipedia.org/wiki/Hidrog%C3%A9nio
http://pt.wikipedia.org/wiki/Cloro
http://pt.wikipedia.org/wiki/Nitrog%C3%A9nio
http://pt.wikipedia.org/wiki/Enxofre
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Figura 14. Materiais utilizados para estudos eletroquimicos A: eletrodo de grafite e barra de

grafite B: cela de trés compartimentos com respectivos eletrodos de trabalho, auxiliar e referéncia.

A vidraria utilizada para os experimentos eletroquimicos foi deixada em banho de 4cido
nitrico concentrado por aproximadamente 24 horas e a seguir, lavada com 4gua deionizada.
Para as medidas eletroquimicas foi utilizado um potenciostato CH Instruments modelo
1120 A (figura 15A). Medidas de espectroscopia de impedancia eletroquimica foram
realizadas utilizando um Autolab PGSTAT20 (Eco Chemie, Holland) equipado com FRA
(Frequency Response Analyzer) (Figura 15B). Uma politriz Aropol 2V da Arotec (figura

15C) foi utilizada para polimento mecanico dos eletrodos de trabalho.

Figura 15. Equipamentos utilizados para os experimentos eletroquimicos e para limpeza dos

eletrodos.
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Para os estudos com a MECQ, foi utilizado um potenciostato da CH Instruments
Modelo 420A para as medidas de variacao de freqiiéncia do cristal de quartzo. O eletrodo
de trabalho foi um cristal de quartzo de 13,7 mm de didmetro (corte AT), com o
recobrimento, em ambos as superficies, com uma pelicula de ouro com 5,11 mm de

diametro. Um fio de platina de 1ecm de comprimento foi usado como eletrodo auxiliar e um

eletrodo de prata/cloreto de prata (Ag/AgCl/KCI 3,5 mol.L-l) como eletrodo de referéncia.
O sistema foi conectado a uma célula eletroquimica de teflon com capacidade de 4ml. Os
eletrodos auxiliar e referéncia foram conectados ao potenciostato e os dois contatos
elétricos do eletrodo de trabalho conectados a um frequencimetro.

Agua deionizada foi obtida de um ultrapurificador microprocessado Master System
Gehaka. Medidas de pH foram realizadas utilizando pHmetro Digital PG1800. Para
remocdo de particulas dos eletrodos e preparo de solucdes foi utilizado um ultra-som
Ultrasonic Cleaner 1450 USC.

Para determinacdo da massa de polimero foi utilizada uma balanga com cinco casas
decimais, Shimadzu AUW220D.

Os produtos de PCR foram quantificados em um espectrofotometro da Shimadzu UV-
1650PC com duplo feixe e amplificados em termociclador Modelo TC412, Techne,
Barloworld Scientific Ltd.

Os espectros de infravermelho das amostras foram obtidos através de FTIR (Fourier

Transforme Infrared) em um Perking Elmer Spectrum 1000 (figura 16A), resolugao de 4

-1
cm , em pastilha de KBr. As superficies modificadas dos eletrodos foram analisadas em

microscopico de forga atdmica Nanoscope Illa da Digital Instruments (figura 16B).
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Figura 16. Equipamentos utilizados para os experimentos de infravermelho e para analise
morfologica dos eletrodos modificados. As analises de MFA foram realizadas no Instituto de Fisica

USP/S3o Carlos.

4. Metodologia

4.1. Pré-tratamento dos eletrodos

O eletrodo auxiliar de platina foi aquecido até sua superficie apresentar uma coloragao
avermelhada indicando a remogao de residuos organicos na superficie.

O eletrodo de trabalho de carbono grafite foi polido em uma politriz. Em seguida foi
polido em feltro, ambos contendo suspensdo de alumina (0,30 um). Apos esse tratamento

os eletrodos foram levados a um ultra-som para remocao de particulas residuais de alumina.
4.2 Preparo de solucdes utilizadas

Todas as solugdes foram preparadas utilizando-se agua deionizada. Solu¢des padrdo
-1
contendo o par redox Fe?/Fe’" foram preparadas utilizando-se KsFe(CN)g (5x107 mol.L )/
3 -1 -1
K4Fe(CN)g (5x10 mol.L ) em 0,1 mol.L de KNOs.

A solugio do mondmero 4-aminofenol (2,5x10™ mol.L™" ) foi preparada em solucdo

aquosa de 4cido perclorico 0,5 mol.L™.
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Tampdo de imobilizacio do DNA (tampdo TE) foi preparado com Tris-HCI 10x107
mol.L”, pH 8,0, contendo EDTA 1x10~ mol. L™

Tampao de hibridagao utilizado (tampao SSC) foi preparado com citrato de s6dio 9x10
Zmol.L™, pH 7,0 contendo NaCl 0,9 mol.L™.

Tampao acido acético/acetato de sodio 0,1 mol.L, pH 4,5, e monofosfato/difosfato de
sodio 0,1 mol. L'l, pH 7,4, foram utilizados como eletrélitos para detecgdo eletroquimica
das biomoléculas.

Solugdes de indicadores de hibridizacdo foram preparadas utilizando-se
ferrocenocarboxaldeido 4,8x10 = mol. L' diluido em metanol ou azul de metileno 20x107

mol. L' em NaCl 20 x 10~ mol.L"".

4.3. Voltametrias ciclica e de pulso diferencial

Para as medidas eletroquimicas (voltametrias ciclica e de pulso diferencial) a solugdo de
eletrolito foi desoxigenada durante 1 hora utilizando-se Nj (g) grau analitico.
Os eletrodos polidos foram transferidos para a célula eletroquimica, contendo a solugao

com o par redox K;iFe(CN)s / K4Fe(CN)s previamente desoxigenada. Foram feitos

voltamogramas ciclicos variando-se o potencial entre -0,10V a +0,50 V a uma velocidade
de varredura de 100mV. s™.

Apos esse processo, os eletrodos foram lavados, secos e transferidos para uma célula
eletroquimica contendo o eletrdlito suporte na auséncia do mondmero. A velocidade de
varredura foi de 50 mV.s™ em todos os experimentos.

A seguir, os eletrodos foram transferidos para a célula eletroquimica contendo o
mondémero 4-aminofenol. A eletropolimerizacdo foi realizada com sucessivas varreduras
variando-se o potencial limite entre 0 a 0,64V vs. ECS a temperatura ambiente (25+1°C).

Os eletrodos modificados foram, em seguida, transferidos para a célula eletroquimica

contendo o par redox K3Fe(CN)s / KsFe(CN)s com o objetivo de analisar as diferengas

eletroquimicas no eletrodo modificado.
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4.4. Microbalanca eletroquimica de cristal de quartzo

O eletrodo de quartzo foi lavado com éter de petroleo, acetona e agua deionizada,
respectivamente e seco com nitrogénio ultra-puro. Um tratamento eletroquimico foi
realizado antes da eletropolimerizacdo, variando o potencial entre -0,25 ¢ +1,25V em uma
solucdo de acido sulfarico 0,2 mol.L™' para o polimento eletroquimico do eletrodo de ouro.
A solucdo contendo o monomero foi deaerada durante 40 minutos por borbulhamento de
Ny, antes do experimento. A medida de freqiiéncia versus potencial foi realizada
concomitante a voltametria ciclica. O experimento foi realizado com uma velocidade de
varredura de 50mV/s, 10 ciclos.

A equagdo de Sauerbrey, descrita anteriormente (item 1.4.3) foi utilizada para calcular
as mudangas de massa no cristal de quartzo através da medida da variagdo da freqiiéncia,

A = 0,205 cm’, p = 2,648 g.cm'3, p = 2,947 x10"! g.cm'l.s'z, O valor de fy para o
experimento foi de 7,987 MHz (f; deve estar entre 7,995 MHz e 7,950 MHz).

4.5. Determinaciao da massa depositada de poli(4-aminofenol)

Antes da eletropolimerizacdo, as barras de grafite (3,5 cm; 1,0 cm; 0,5 cm) foram
mecanicamente polida com suspensdo de alumina (0,3 pum), lavado com agua deionizada
em um ultra-som para retirada das particulas de alumina, em seguida com éter de petroleo,
acetona e novamente com agua deionizada, seco em dessecador a vacuo a 25+ 1°C, até
atingir uma massa constante (m;).

A solugdo contendo o mondémero foi deaerada com Ny, por borbulhamento antes da
eletropolimerizacdo. Em seguida o 4-aminofenol foi eletropolimerizado sobre a barra de
grafite em solu¢do de HCIO4 com sucessivas varreduras de potencial.

O eletrodo modificado foi lavado com agua deionizada para remover o mondémero
residual, seco em um dessecador sobre vacuo a temperatura (25+1°C) até atingir a massa
constante (m;). A massa do polimero foi determinada por diferenca entre as massas (massa

polimero =mp- ml)-
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4.6. Estabilidade térmica do poli(4-aminofenol)

A estabilidade térmica de poli(4-aminofenol) foi avaliada em fun¢do do tratamento
térmico. A cada 5 minutos em um periodo de 2 horas, o eletrodo foi mantido a temperatura
de (98+1°C), a seguir foi submetido a varredura de potencial no eletrélito suporte entre
+0,30 a +0,55V vs. ECS. Um experimento controle foi realizado, utilizando-se um eletrodo
modificado com filme polimérico, submetendo-o a sucessivas varreduras de potencial, sem

o tratamento térmico.

4.7. Espectroscopia de infravermelho

Eletrodos de barra de grafite foram utilizados para producdo dos filmes para serem
analisados por infravermelho. Depois de formado, o filme foi solubilizado por imersao do
eletrodo em acetonitrila durante 1 hora em ultra-som. A solu¢do foi concentrada em um
evaporador rotatério e o produto resultante foi transferido para um dessecador, sobre vacuo,

a 25+1°C, antes da analise por infravermelho feitas em pastilha de KBr.

4.8. Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica

Os espectros de impedancia foram realizados usando o mesmo sistema em uma célula
de trés compartimentos, contendo o par redox K;Fe(CN)s /K4Fe(CN)s. As medidas para
cada eletrodo foram feitas variando-se a faixa de freqiiéncia entre 100 KHz e 0,01 Hz
usando-se um sinal de excitacdo senoidal com uma amplitude de excitagdo de SmV. Os
espectros de impedancia foram ajustados para um circuito elétrico equivalente usando um

programa Autolab 4.9.
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4.9. Microscopia de forca atomica

As microscopias de for¢a atdmica foram realizadas em eletrodos limpos, modificados
com filmes poliméricos com e sem biomoléculas imobilizadas. A espessura e a rugosidade

do filme foram determinadas seguindo procedimento proposto por LOBO et al., 1999.

4.10. Dosagem do DNA

Para a dosagem de DNA foram utilizados cubetas de quartzo, espectrofotometro
ultravioleta-visivel de duplo feixe e leituras de absorbancia em 260 nm. No comprimento
de onda de 260 nm, uma unidade de densidade Optica corresponde a 50 pg.mL de DNA fita
dupla. A concentragdo e integridade do DNA também foram estimadas por eletroforese em

gel de agarose 0,8% de acordo com SAMBROOK et al., 1989.

4.11. Analise molecular de gene especifico para hanseniase

A reagdo em cadeia da polimerase foi feita em um volume final de 25 uL contendo 200
umol.L" de dNTPs, 1,6 mmol.L" de MgCl,, tampdo 1X, 10 pmol de primers sense: 5’
GCA GGC GTG AGT GTG AGG AT 3* e anti-sense: 5° CGA CAC CTC AAG GCC
ATG AC 3’, 1 U de Taq Platinum, 400 ng de DNA genoémico. Todos os reagentes foram
obtidos da Invitrogen Life Technology.

Tampao1X: Tris-HCI 200 mmol.L™", pH 9.0.

Apbs o preparo da mistura reacional para PCR, a reagdo de sequenciamento foi feita no

seguinte ciclo de PCR:

95° C 1 minuto

58° C 20 segundos

72° C 30 segundos - Repeticao por 36 ciclos
72° C 10 minutos

4°C 10 minutos

Ao término da ciclagem, as amostras foram analisadas em gel de agarose 0,8%
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O produto de PCR obtido, seqiiéncia abaixo (RLEP3), foi utilizado como sonda para

as etapas de imobilizacao e deteccdo do analito.

57— GCAGGCGTGAGTGTGAGGATAGTTGTTAGCGCCGCGGGGTAGGGGCGTTTTAG
3°- CGTCCGCACTCACACTCCTATCAACAATCGCGGCGCCCCATCCCCGCAAAATC

TGTGCATGTCATGGCCTTGAGGTGT- 3~
ACACGTACAGTACGGGAACTCCACT- 5°7

A seqiiéncia abaixo foi utilizada como alvo ndo complementar.

5"- CACGTAAGCATGTCGGTGGTGGATGCTGCTTGGTCTACATGTTGATGATGCC
AGGGGCTGGGCACCTGGGCTGTGCTGAAGGCGATATC - 37

A andlise da seqiiéncia nucleotidica foi feita utilizando-se o programa Blast

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

Score E

Acess number Sequences producing significant alignments (Bits) Value

gb|U00010.1| Mycobacterium leprae cosmid B1170 74.9 3e-12
gb|U00021.1| Mycobacterium leprae cosmid L247 74.9 3e-12
emb|AL583917.1|MLEPRTN]1 Mycobacterium leprae strain TN complete 74.9 3e-12
gb|U15183.1|MLU15183 Mycobacterium leprae cosmid B1740 74.9 3e-12
gb|U15187.1|MLU15187 Mycobacterium leprae cosmid L296 74.9 3e-12
gb|L78829.1|MSGB998CS Mycobacterium leprae cosmid B998 DNA seque 74.9 3e-12
gb|L78825.1|MSGB1723CS Mycobacterium leprae cosmid B1723 DNA seq 74.9 3e-12
gb|L78823.1|MSGB13GS Mycobacterium leprae cosmid B13 DNA sequenc 74.9 3e-12
gb|L78818.1|MSGB32CS Mycobacterium leprae cosmid B32 DNA sequenc 74.9 3e-12
gb|L78817.1|MSGB27CS Mycobacterium leprae cosmid B27 DNA sequenc 74.9 3e-12
gb|L78812.1|MSGB1229CS Mycobacterium leprae cosmid B1229 DNA seq 74.9 3e-12
emb|Z97179.1|MLCL383 Mycobacterium leprae cosmid L383 74.9 3e-12

4.12. Imobilizacio e deteccao das bases nitrogenadas

Eletrodos modificados com purinas e pirimidinas foram preparados aplicando sobre o

eletrodo modificado com poli(4-aminofenol), 15 pL de solugdo estoque dessas bases e em

seguida colocados em um dessecador sobre vacuo a 25+1°C por 4 horas. Depois de

imobilizadas, as bases foram detectadas por voltametria de pulso diferencial ou voltametria

ciclica, usando-se tampdo acido acético/acetato de sodio 0,1 mol.L™', pH 4,5 ou tampio

monofosfato/difosfato de sodio 0,1 mol.L™, pH 7,4 como solugdo eletrolitica.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=466780&dopt=GenBank&RID=RWEPM5AM015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi#466780#466780
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=467141&dopt=GenBank&RID=RWEPM5AM015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi#467141#467141
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=13092412&dopt=GenBank&RID=RWEPM5AM015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi#13092412#13092412
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=699235&dopt=GenBank&RID=RWEPM5AM015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi#699235#699235
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=699350&dopt=GenBank&RID=RWEPM5AM015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi#699350#699350
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=1377786&dopt=GenBank&RID=RWEPM5AM015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi#1377786#1377786
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=1377772&dopt=GenBank&RID=RWEPM5AM015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi#1377772#1377772
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=1377768&dopt=GenBank&RID=RWEPM5AM015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi#1377768#1377768
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=1377778&dopt=GenBank&RID=RWEPM5AM015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi#1377778#1377778
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=1377777&dopt=GenBank&RID=RWEPM5AM015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi#1377777#1377777
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=1377767&dopt=GenBank&RID=RWEPM5AM015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi#1377767#1377767
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=2225939&dopt=GenBank&RID=RWEPM5AM015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi#2225939#2225939
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4.13. Imobilizaciao e detec¢cao de RLEP3

Para imobiliza¢ao dos produtos de PCR foram realizadas as seguintes etapas:

I) Imobilizacio da simples fita do DNA

Primeiramente 0 DNA (PCR) foi desnaturado a 98°C por 5 minutos, em banho-maria.
Ao mesmo tempo, o eletrodo modificado foi aquecido na estufa a 98°C por 3 minutos.

Em seguida, 15uL do DNA desnaturado foi gotejado sobre a superficie do eletrodo e
mantido na estufa por mais 3 minutos a 98°C. Apds esse tempo, a superficie do eletrodo foi
lavada por imersdo em tampdo fosfato, pH 7,4, com agitagdo (100 rpm), durante 5
segundos, depois seco com N, ultra-puro.

Posteriormente, 15uL da solu¢do do indicador foram gotejados sobre a superficie do
eletrodo, e mantido durante 5 minutos. A seguir, o eletrodo foi lavado em tampao fosfato e
seco como descrito anteriormente.

A detecgao eletroquimica foi feita por VC ou VPD utilizando-se tampao fosfato pH 7,4

como solucao eletrolitica.

IT) Hibridizacdo do alvo complementar e nio complementar do DNA

Ap6s a imobilizacdo da simples fita o eletrodo foi aquecido a 42°C na estufa durante 3
minutos. Concomitantemente, o DNA foi desnaturado em banho-maria a 98°C por 5
minutos. De acordo com a literatura (WANG; 2000), elevada sensibilidade pode ser
atingida conduzindo-se a hibridagdo a 42°C.

Em seguida, 15uL da solu¢do desnaturada foram gotejados na superficie do eletrodo, o
qual foi mantido na estufa a 42°C em tempos diferentes, lavado com tampao fosfato, pH
7,4, e seco como descrito acima. Posteriormente foram gotejados na superficie do eletrodo,
15uL da solugdo do indicador e deixado em contato com a superficie por 5 minutos. Em
seguida, a superficie do eletrodo foi lavada com tampao fosfato e seco como descrido
anteriormente.

Detectou-se eletroquimicamente por VC ou VPD utilizando-se tampao fosfato pH 7,4,
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como solucgao eletrolitica.

4.14. Tempo de vida do biossensor

Foi avaliado o tempo de vida do biossensor por um periodo de dois meses. Os eletrodos
contendo a simples fita imobilizada (ssDNA) foram armazenados em geladeira a 4°C,
protegidos da luz. Nesse periodo foi avaliada sua resposta eletroquimica seguindo o

procedimento 4.13 (II) a cada dez dias.
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4.15 Resumo do procedimento utilizado na construcio do biossensor

Desenvolvimento do Biossensor para detec¢ao do
bacilo de Hansen

eletrodo de trabalho em
alumina

[ Pré-condicionamento do }

poli (4-AF) em HCIO,

Avaliacao da resposta D S
- L. o 3t eterminagdo da
[ Analise por MFA [ eletroquimica em Fe™ /Fe } massa por pesagem e
por MECQ
( Formacéo do )
1

Resposta ~ <

eletroquimica em Analise por
Fe*'/Fe’" e em [ Infravermelho J

solucdo eletrolitica

de HC1O4

|
Estabilidade térmica a
| 98°C monitorando I, em
Imobilizagao por HCIO,4
gotejamento e detecgdo das
BN por VC e VPD em

tampao fosfato e acetato

|
Imobilizagdo e detecgdo de
PCR 78pb em tampao por
I VPD
Deteccao dos produtos de
PCR utilizando indicadores
eletroativos

Tempo de vida
do biossensor
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5. Resultados e discussao

5.1. Estudos de formacao de poli(4-aminofenol)

Os eletrodos de grafite foram avaliados frente ao par redox Ki;Fe(CN)s/K4Fe(CN)g
utilizando-se voltametria ciclica. Os eletrodos adequados para os estudos eletroquimicos
seguiram o perfil observado na figura 17. A carga elétrica (coulombs) foi calculada
integrando-se o voltamograma [corrente (A) vs. potencial (V)/velocidade de varredura (V.s
1]. O valor de carga obtido para este voltamograma foi 1,9 x 10” C e todos os eletrodos

utilizados seguiram este valor de carga elétrica com coeficiente da variagao de 5%.

800
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01 00 01 02 03 04 05
E/V vs. ECS

Figura 17. Voltamograma ciclico de eletrodo de carbono grafite em solugio contendo 5x10~ mol.L’

" de K3Fe(CN),, 5x10° mol.L™" de K4Fe(CN)s e 0,1 mol.L™ KNO3, 100mV.s™.

A formagdo de poli(4-aminofenol) foi feita em solugdo de 4cido perclorico, 50mV.s™”,
variando-se os potenciais anodicos limites entre 0 V a +0,64 V vs. ECS (figura 18 I). Na
primeira varredura (figuras 18 I e 18 II) pode-se observar um processo redox reversivel em
potenciais E,= +0,54V e E.= +0,51V, o que sugere que o processo ndo ¢ seguido de uma
rea¢do quimica rapida. Nas proximas varreduras de potencial ¢ observado crescimento de
um pico em potenciais mais baixo E,= +0,45V e E.= +0,42V, sugerindo formagdo de

material eletroativo na superficie do eletrodo.
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Figura 18. (I) voltametrias ciclicas sucessivas de eletrodo de grafite em solugdo contendo 4-
aminofenol 2,5 x 10° mol.L"' em HCLO, 0,5 mol.L" sobre eletrodo de grafite, 100 varreduras,

50mV.s™. (II) Primeiro (a) e centésimo (b) voltamograma ciclico.

O crescimento da onda em +0,45V ¢ resultado do aumento da extensdo de conjugagdo
no polimero, resultando em menor potencial de oxidagao, se comparado com o monomero.

Pode-se sugerir, no primeiro pico de oxidacdo (figura 18 II), a adsor¢ao de 4-
aminofenol seguido da primeira transferéncia eletronica e perda do primeiro proton. A
seguir, o radical adsorvido é submetido a segunda perda eletronica e de mais um proton,
formando 4-quinoneimina (MENEZES and MAIA, 2006). Posteriormente a quinoneimina ¢
hidrolisada a 4-benzoquinona (HAWLEY and ADAM, 1965; MENEZES and MAIA,
2006) que reage com 4-aminofenol via adi¢do 1,4 resultando em produto pouco soluvel que
precipita na superficie do eletrodo (figura 12). A partir de reagdes sucessivas forma-se o
filme polimérico. Concomitantemente, as ondas de oxi-reducdo do 4-aminofenol
apresentam apenas um pequeno decréscimo, sugerindo dificuldade de adsor¢dao do
monodmero 4-aminofenol a superficie do eletrodo j4 modificada.

E importante ressaltar que em valores de pH abaixo de 5,3 os grupos NH, estdo
protonados, formando filmes com estes grupos funcionais contendo cargas positivas.

A resposta eletroquimica frente ao par redox K;Fe(CN)s/K4Fe(CN)g ou em solugao do

eletrélito suporte, dcido perclorico, foram avaliados (figuras 19 e 20).
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Figura 19. Voltamograma ciclico de eletrodo de grafite sem filme (a) e modificado (b) com poli(4-
aminofenol), ambos em solugdo contendo 5x10° mol.L"' de K;3Fe(CN)s, 5x107° molL"' de

K4Fe(CN)s ¢ 0,1 mol.L" KNO;, 100 mV.s™.

Observou-se que o filme polimérico auxilia a transferéncia de elétrons entre o par redox
K;3Fe(CN)¢/K4Fe(CN)s. Analisando-se os valores de carga entre os voltamogramas padrdes
e as superficies modificadas com filme polimérico foi observado aumento de 12+2% no
valor de carga no eletrodo modificado em relagao ao eletrodo nao modificado (figura 19).

Picos redox em +0,27V, +0,46V e +0,45V foram observados na presenga do eletrolito
suporte para eletrodo de grafite modificado com filme polimérico (figura 20). Este

comportamento sugere a modificacdo da superficie do eletrodo de grafite.
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Figura 20. Voltamograma ciclica de eletrodo de carbono grafite sem filme (a) e modificado com

poli(4-aminofenol), 100 varreduras (b) em solug¢io aquosa de HC10, 0,5 mol/L™, 50mV.s™.

Mais de um estado redox também pode ser observado nos voltamogramas de
eletrodeposi¢do de polianilina ou poli-metilanilina quando estudados em solucdo
eletrolitica de formacao do filme na auséncia do monomero em meio acido (WEI et al.,
2005). Esse comportamento esta relacionado a diferentes estados de oxidagdo da molécula,

figura 21, o qual pode ser atribuido a diferentes estados redox que aparecem no filme em
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Figura 21. Diferentes estados redox para poli(metilanilina) (LE) Leucomeraldina, (E) emeraldina e

(PN) pernigranilina (WEI et al., 2005).
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funcao das modificagdes impostas pelo potencial.

Isso possibilita propor que poli(4-aminofenol) possui estados de oxidagdo
intermediarios antes do estado mais oxidado, como no caso da poli(metilanilina). Este
polimero possui a emeraldina como estado intermediario antes do estado mais oxidado,

pernigranilina.

5.2. Determinaciao da massa de poli(4-aminofenol)

Para calcular o rendimento eletroquimico do polimero foi necessario supor que o poli(4-
aminofenol) polimeriza, formando ligacdes entre o anel aromatico e NH, ou OH,
produzindo cadeias lineares.

A massa do polimero formado, carga da oxidagdo do mondmero e o rendimento

eletroquimico obtidos estdo descritos na tabela 4.

Tabela 4 — Valores de massa do polimero, carga e rendimento eletroquimico para 4-aminofenol

sobre a superficie de grafite.

Mono6mero Massa do polimero Carga Rendimento
(mg) (Coulombs) eletroquimico
4-aminofenol 0,05 1,71 1,3

O rendimento eletroquimico da polimerizagdo indica uma quantidade razoavel de

produto formado na eletropolimerizagao de 4-aminofenol.

5.2.1. Determinacio da massa do poli(4-aminofenol) utilizando MECQ

A figura 22 representa os graficos experimentais de voltametria ciclica (A) e o perfil
massa versus potencial (B) calculada a partir da equacdo (3) dos resultados obtidos de
frequéncia. Os voltamogramas foram realizados em acido sulfirico como eletrolito suporte
ao invés de acido perclorico, para evitar a adsor¢ao de ions perclorato. Além disso, Snook e

colaboradores (SNOOK et al., 2002) classificaram as reagdes interfaciais usando a
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microbalanga em cinco classes e uma delas se refere aos processos nao-faradaicos que sao
associados a variagdes de massa com adsor¢do especifica de ions perclorato sobre a
superficie de ouro. A concentragdo também ¢ menor (0,2 mol.L" ao invés de 0,5 mol.L™")
para evitar o surgimento de cromo na superficie do eletrodo. Essa preocupacado ¢ devido aos
eletrodos de ouro serem manufaturados sobre este metal para promover a aderéncia da
camada de ouro com o quartzo (VARELA et al., 2000) Mais do que isso, Shiu e
colaboradores (SHIU et al., 1998) estudaram a eletropolimerizagdo da 2-fenilenodiamina
usando diferentes concentragdes de acido sulfirico. Os melhores resultados foram obtidos
em 0,1 mol.L" do que em 0,5 mol.L"" devido a acidez e 4 presenga de excesso de anions
sulfato mostrando um decréscimo na cobertura da superficie de sitios eletroativos no

eletrodo de ouro.
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Figura 22: (A) perfil i/E para 10 ciclos da eletropolimerizagdo de 2,5 mmol.L™' de 4-aminofenol em
0,2 mol.L"" de H,SO4, 50mV/s. (B) perfil dm/E para 10 ciclos da eletropolimerizagio de 2,5
mmol.L" de 4-aminofenol em 0,2 mmol.L" de H,SO., 50mV/s.

Como pode ser visto no grafico 22B, o aumento global de massa ¢ muito pequeno,
mostrando um acréscimo total de 6,69 ng com 10 varreduras sucessivas de potencial. Isso
corrobora os dados obtidos em eletrodo de grafite em solucdo contendo o par redox
Fe*'/Fe’” e os dados de MFA mostrando eletrodo com pouca modificacio de um filme
polimérico derivado de 4-aminofenol. A pouca variacdo na massa, consequentemente,
pouca variagdo na queda de freqiiéncia nos permite dizer, que nos estagios iniciais de

polimerizacao o filme apresenta fina espessura.
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Pode-se observar (figura 22-B) que o depodsito do material (decréscimo de freqiliéncia)
na superficie do eletrodo comeca no potencial relacionado ao inicio da formacao da
primeira onda de oxidacdo em voltametria ciclica (~0,5V), a formag¢do dos primeiros
cations-radicais. No voltamograma reverso ha a presenca de duas ondas de reducdo e um
aumento de massa ndo tdo acentuado comega a ocorrer nos potencias mais anddicos,
indicando também, um aumento do material depositado na superficie. O aumento global de
massa ¢ pequeno, como mencionado, com 0,56 ng de modificagdo no final do primeiro
voltamograma. Pode-se observar um decréscimo de massa nos potenciais de retorno mais
anddicos (+0,9 a +1,0 V). Isso sugere que nem todas as espécies formadas estdo sendo
depositadas no eletrodo, difundindo proximo a superficie onde, posteriormente, com o
voltamograma reverso, sdo depositadas por redu¢do. O aumento global de massa se torna
pequeno mostrando a dificuldade de formagdo e modificagdo do poli(4-aminofenol) na
superficie do eletrodo.

A modificagdo do eletrodo, apesar de pequena, ¢ uniforme, como pode ser visto na

figura 23, abaixo.
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Figura 23. Grafico da massa de poli(4-aminofenol) formada na superficie do eletrodo, no fim de

cada ciclo, versus o numero de ciclos.
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5.3. Estabilidade térmica de poli(4-aminofenol)

A estabilidade térmica de poli(4-aminofenol) foi avaliada a 98 °C em fung¢do do
tratamento térmico, monitorando os picos de correntes anddicos (i,) dos voltamogramas
ciclicos em solugdo aquosa de HClO4 0,5 mol.L™ por varreduras de potencial entre +0,3 ¢
+0,55 V vs. ECS. Essa etapa foi importante para analisar a estabilidade do filme quando o
mesmo for submetido ao processo de imobilizacdo da biomolécula, durante a construcao do
biossensor.

Os voltamogramas dos eletrodos de grafite modificados com filmes poliméricos com e

sem tratamento térmico em solugdo de &cido perclorico sao representados na figura 24.
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Figura 24. Voltamogramas ciclicos dos eletrodos de grafite modificados com poli(4-aminofenol)
(A) submetido a temperatura de 98°C (B) apenas ciclagens de potencial em HCIO, 0,5 mol.L" a

temperatura ambiente.

Observou-se na figura 24A que o filme manteve suas caracteristicas de eletroatividade,
mas com diminui¢do nos valores de corrente.
A figura 25 representa o decréscimo nos valores de carga obtidos em fung¢do do tempo

de tratamento térmico do eletrodo modificado com poli(4-aminofenol).
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Figura 25. Valores de carga dos picos de oxidagdo nos voltamogramas ciclicos do filme com ou

sem tratamento térmico em solucdo de HC1O, 0,5 mol.L™.

A figura 25 mostra que, apds 25 ciclagens de potencial, o eletrodo modificado que
permaneceu a temperatura ambiente ndo teve sua carga de oxidacao alterada, demonstrando
que ndo houve diminui¢do de sua eletroatividade com as sucessivas ciclagens, evidenciando
sua alta estabilidade eletroquimica nestas condicdes.

Foi observada alteracdo da carga referente a oxida¢do do eletrodo modificado que
sofreu tratamento térmico. Apds o primeiro tratamento (5 minutos), o eletrodo modificado
manteve 73 % desta carga de oxidagdo inalterada, sendo a ocorréncia de variacdo desta
carga cada vez menor, com o aumento do niimero de tratamentos térmicos. Apds o quarto
tratamento térmico (20 minutos), o eletrodo modificado manteve ainda cerca de 60 % de
sua carga, indicando que a exposi¢do deste eletrodo modificado a 98 °C, por periodos de
tempo ndo muito longos pode ser efetuada, pois a maior parte da eletroatividade do filme
polimérico permaneceu sem alteracao.

Estes resultados mostram que o tratamento térmico a 98 °C por tempos curtos, processo
que normalmente ¢ utilizado no desenovelamento da dupla fita do DNA, pode ser feito na
presenca do eletrodo modificado, para incorporagdao da simples fita ao mesmo, pois a
manuten¢do da maior parte de eletroatividade do filme polimérico esta relacionada com a

manuten¢do de sua estrutura. Esta correlacdo ¢ reforcada pela inalteragdo dos potenciais de
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oxi-reducdo, conforme observado na figura 24, pois ndo foi detectado qualquer
deslocamento destes potenciais, nem houve o surgimento de outras ondas, pois estas

mudangas nos voltamogramas indicariam alteracdo na estrutura da maior parte do polimero.

5.4. Estudos de espectroscopia de infravermelho do poli(4-aminofenol)

A caracteristica do filme formado foi estudada por espectroscopia de infravermelho. O
mondmero 4-aminofenol (2,5 x 10" mol.L™") foi depositado sobre barra de grafite
utilizando-se solugdao aquosa de HCIO4 como eletrdlito.

No espectro abaixo (figura 26) € nitida a diferenga entre o espectro do mondmero e do
filme polimérico. No espectro do mondmero pode-se observar as bandas em 3343 e
3284cm™ referentes a deformacdo axial N-H em aminas aromaticas. A deformagio angular
N-H ¢ observado em 1616 cm™. A banda em 1094 cm™ esta relacionada & deformagéo axial
C-0O e em 1386 cm™ ¢ referente a deformacgdo angular O-H. Os niicleos aromaticos estdo
caracterizados pelas bandas em 3100, 3030 e 3005 cm™ (bandas referentes a deformagéo
axial C-H). A deformagdo axial do anel das ligacdes C=C ¢ caracterizado pelas bandas em
1478 e 1512 cm™ e as deformacdes angulares fora do plano C-H aparecem em 826, 750 ¢
705 cm’™.

No espectro do polimero, as bandas referentes a deformacdo axial N-H de aminas
aromaticas desaparecem e uma banda larga toma lugar em 3421 cm™' referente a interagdes
intermoleculares do grupo O-H. A deformacdo axial C-O caracteristica de fendis ¢
representada pela banda em 1087, 1111 e 1144 cm™. O nucleo aromético é representado
pelas bandas de deformagao axial C-H em 2925 e 2854 cm’l e a deformagdo angular fora
do plano em 627cm”. Em 1511 cm™ ¢ referente a absor¢do angular N-H de aminas
aromaticas secundarias.

Estes resultados sugerem possivel polimerizacdo via NH, com presenca de bandas de
OH livres, pela possibilidade de ligagdes tipo C-N-C de bandas de aminas aromaticas

secundarias.
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Figura 26. Espectro de infra-vermelho do (A) poli(4-aminofenol) preparado em solucdo de HCIO,,
pH 0,5 e (B) 4-aminofenol.
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5.5. Imobilizacao e deteccdo de bases nitrogenadas

Os eletrodos de grafite modificados com poli(4-aminofenol) foram utilizados para
imobilizacdo e deteccdo de bases nitrogenadas. As bases utilizadas foram purinas e
pirimidinas. Bases purinicas (guanina e adenina) e bases pirimidinicas (timina e citosina)
sdo0 os principais componentes do DNA.

Filmes poliméricos foram construidos de acordo com a metodologia descrita acima.
Solugdes estoque 20x10~° mol.L™' de bases purinicas e 200x10” mol.L™' de bases
pirimidinicas foram preparadas em agua deionizada. Os estudos voltamétricos foram
conduzidos gotejando 15uL (3x107 para G, A e 3x10™ moles para T, C) de solucio estoque
das bases isoladas ou da mistura das mesmas sobre a superficie de poli (4-AF). Os eletrodos
modificados foram colocados em um dessecador sobre vacuo a 25+1°C por 4 horas. A
deteccao foi feita por meio de voltametria ciclica e voltametria de pulso diferencial em
tampdes acetato de sodio, pH 4,5 e fosfato de sodio, pH 7,4. Foi possivel detectar todas as
bases nitrogenadas em ambos os tampdes utilizados. O pico em +0,68V e +0,82V (figuras
27A e 27B) ¢ atribuido a oxidacdo da guanina, usual biomarcador para biossensores
(BRETT et al., 2004). Estudos sobre potenciais de ionizacdo e propriedades de doacdo de
elétrons comprovaram que as bases pirimidinicas sdo mais dificeis de serem oxidadas,
sendo piores doadores de elétrons m, € menos eletroativas que as bases purinicas. Dentre
estas ultimas, a guanina possui o menor potencial de oxidagdo, o que corrobora com 0s

voltamogramas obtidos (BRETT et al., 2004, BERTHOD et al., 1966).
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Figura 27. Voltamogramas de pulso diferencial de eletrodos de grafite modificados com poli(4-
aminofenol), 100 varreduras, com as bases nitrogenadas isoladas. Guanina (G), adenina (A), timina
(T) e citosina (C) em tampdo fosfato, pH 7,4 (A) ou tampdo acetato pH 4,5 (B), incremento de
0,01mV, perido do pulso 0.2s, velocidade de varredura 5mVs'. As setas indicam presenca de

dimeros ou impurezas.

A tabela 5 representa os valores de potencial e corrente de oxidacdo das bases

nitrogenadas incorporadas aos eletrodos modificados.

Tabela 5. Valores de potencial e corrente das respectivas bases nitrogenadas isoladas.

Bases Nitrogenadas Guanina Adenina Timina Citosina
Eletrdlito tampao tampao | tampao tampao | Tampao tampdo | tampao tampao
acetato fosfato |acetato fosfato | Acetato fosfato | acetato fosfato
Potencial / V 0,82 0,68 1,12 0,96 1,20 1,06 1,45 1,27
Corrente (10°°)/A | 180 219 370 450 430 730 412 914

*Qs valores acima foram obtidos a partir do grafico ilustrado na figura 27.

Os potenciais de oxidagao, tabela 5, encontrados para as bases nitrogenadas estdo em
concordancia com a literatura (BRETT et al., 2004). As detec¢des em tampao fosfato, do
ponto de vista analitico, sdo mais apropriadas para deteccdo dessas bases, devido ao
potencial de oxidacdo mais baixo, tanto para as purinas quanto para as pirimidinas, em

relagdo ao tampao acetato.
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A regido de menor potencial de oxidagdo das bases purinas ¢ conhecida na literatura
(SCALEA et al., 1999), figura 28. Os potenciais de oxidacdo mais anoddicos em meio acido
indicam que os ions H'™ protonam os grupos carbonila e amino das bases nitrogenadas,
diminuindo a extensdo de conjuga¢do e, consequentemente, aumentando os respectivos

potenciais de oxidagdo.

A B
O NH,
@/N ‘ NH </N ‘ XN
NH N)\NHZ NH N/d)

Figura 28. Bases purinicas (A) guanina e (B) adenina. O circulo representa regido de menor

potencial de oxidagdo (SCALEA et al., 1999).

Os estudos com a mistura das bases purinas e pirimidinas foram avaliados (figura 29).
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Figura 29. voltamogramas de pulso diferencial para a oxidagdo da mistura de guanina (G), adenina
(A), timina (T) e citosina (C) em tampao fosfato, pH 7,4, (A) e acetato pH 4,5 (B). incremento de
0,01mV, periodo do pulso 0.2s, 5mVs™.

Conforme observado para as bases nitrogenadas imobilizadas separadamente,
potenciais mais catédicos foram obtidos em tampao fosfato e um ligeiro deslocamento de

potencial foi encontrado para a mistura das bases nitrogenadas.
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Tabela 6. Valores de potencial e corrente de oxidagdo de uma mistura das bases nitrogenadas

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

Bases nitrogenadas Guanina Adenina Timina Citosina

Eletrolitos tampdo  tampdo |tampdo  tampdo |tampdo  tampdo |tampdo  tampao

acetato fosfato | acetato fosfato | acetato fosfato | acetato fosfato
Potencial / V. | 0,77 0,62 1,07 0,87 1,2 0,99 1,43 1,21
Corrente /(10'6)A 70 97 20 28 10 16 80 150

*Qs valores acima foram obtidos a partir do grafico ilustrado na figura 29.

Esses valores correspondem a potenciais de oxida¢do mais baixos quando comparados
com a deteccdo das bases livres em tampao pH 7,4. Segundo a literatura (BRETT et al.,
2004), a facilidade na oxidagdo se deve ao fato de camadas dos produtos oxidados
facilitarem a transferéncia eletronica entre o eletrodo e a biomolécula posterior a ser
oxidada. Com relacdo aos maiores picos para guanina e citosina, foi reportado que
monocamadas de guanina sdo preferencialmente formadas em diferentes superficies quando
bases combinadas sdo submetidas a evaporacdo (SOWERBY et al., 2000, STEPHEN et al.,
2001, BRETT et al., 2004) ocasionada pelo maior numero de sitios de ligacao.
Posteriormente, devido as ligacdes de hidrogénio, a citosina forma uma camada subjacente
a guanina. Dessa forma, maior quantidade de G+C ¢ oxidada na superficie do eletrodo em
relacdo as bases A+T, correspondendo aos maiores valores de corrente.

Estes estudos indicam que o tampdo fosfato ¢ o mais adequado para utilizar na
deteccao de produtos de PCR, pois se situa proximo ao pH fisioldgico, além de propiciar
potenciais de oxidacdo das bases nitrogenadas mais baixos, diminuindo agdo de

interferentes e gerar maiores valores de corrente.

5.6. Imobilizacio e deteccio de produtos de PCR

Para os experimentos realizados de imobilizagdo e detec¢do, utilizaram-se produtos de

PCR especificos para hanseniase, com 78 pb, desnaturados (ssDNA) e hibridizados (ds

DNA) sobre superficie de poli(4-aminofenol). Todos os experimentos foram realizados em
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triplicata, sendo calculado o coeficiente de variacdo: (desvio padriao/média) x 100,
descartando os resultados acima de 5%.

Primeiramente foram imobilizados 3,93 x 10® mol.L™' de dsDNA por gotejamento de
15uL. de amostra sobre a superficie do eletrodo. Nenhuma resposta foi observada com
concentragdes mais baixas. A eficiéncia da imobilizagdo foi avaliada por estudos

voltamétricos em tampao fosfato e acetato figura 30.
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Figura 30. Voltametria de pulso diferencial de eletrodo de grafite modificado com poli(4-
aminofenol) contendo dsDNA, 78pb em: (A) tampao fosfato, pH 7,4 ou (B) tampao acetato, pH 4,5.

(I): guanosina monofosfato, (II): adenosina monofosfato.

Os picos observados na figura 30 s3o atribuidos a oxidagdo das bases guanosina
monofosfato (+1,15 V e +1,39 V em tampdes fosfato ou acetato, respectivamente) e
adenosina monofosfato (+1,37 V e +1,56 V em tampodes fosfato ou acetato,
respectivamente). Como descrito anteriormente, estas bases sdo mais faceis de serem
oxidadas do que as bases pirimidinicas. O mesmo deslocamento de potencial anddico para
pH 4,5 também ¢ observado. No entanto, o potencial de oxidagao mais elevado do que as
bases isoladas ou combinadas ¢ determinado pelo impedimento dos sitios de oxidacdes,

decorrentes das ligagdes de hidrogénio (figuras 31 e 32) necessitando de maior energia para
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as mesmas serem oxidadas. Nao obstante, a dupla fita ¢ uma molécula mais rigida, de
menor flexibilidade e de dificil acomodacao na superficie do eletrodo (BRABEC, 1981)

dificultando a oxidacdo das bases nitrogenadas relacionadas.
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Figura 31. Oxidagdo das bases purinicas. (SCALEA et al., 1999).
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Figura 32. Parecamento Watson-Crick de bases e os respectivos pontos de oxidagdo e redugdo.

5.6.1. Espectroscopia de impedancia eletroquimica

A espectroscopia de impedancia eletroquimica foi utilizada como técnica de apoio para
confirmar a modificacdo da superficie com a simples fita de DNA e o evento de
hibridizacdo. Para as medidas de impedancia, foi utilizada solu¢do do par redox
K;3Fe(CN)¢/K4Fe(CN)g, conforme descrito no item 4.8. Os dados foram representados pelo
grafico de Nyquist (Z’ vs. —Z”) e admitancia (1/Z’° vs. 1/-Z”) para as diferentes superficies
(figura 33). Cada ponto representa um valor de Z’ e Z”medidos em uma freqiiéncia
particular. O espectro ¢ composto de um semicirculo em regides de alta freqiiéncia e de
uma reta em baixas freqiiéncias. O semicirculo descreve processos faradaicos de
transferéncia de elétrons entre o eletrodo e a superficie, ¢ a porcao linear contém

informagdes sobre transporte de ions.
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Figura 33. Diagramas de Nyquist (A) ou admitancia (B) para eletrodo de grafite modificado 5x107
mol.L" de K3;Fe(CN)s e 5x107° mol.L"/K4Fe(CN)s em 0,1 molL' KNO; com: (o) poli(4-

aminofenol), (0) poli(4-aminofenol) contendo ssDNA, (m) poli(4-aminofenol) contendo dsDNA.

A figura 34 representa o circuito equivalente que melhor descreve as caracteristicas

elétricas do sistema, consistindo de resistores (R), elemento de fase constante (Q),

impedancia de warburg (Zy).
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Figura 34. Circuito equivalente. Rs: resisténcia da solucdo, Ry.: resisténcia a transferéncia de carga,

R¢: resisténcia do filme, Qq.: capacitincia da dupla camada elétrica, Qs capacitancia do filme: Zwy;:

resisténcia ao transporte de ions da dupla camada elétrica: Zy,: resisténcia ao transporte de ions

dentro do filme.
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Pode se observar na figura 33A que a impedancia do sistema aumenta nesta ordem:
poli(4-AMF) < poli(4-AMF)/dsDNA < poli(4-AMF)/ssDNA. A figura 33 B mostra que
maiores valores de admitancia correspondem a menores valores de impedancia. Os dados

referentes aos elementos do circuito estao representados na tabela 7.

Tabela 7. Parametros obtidos do circuito equivalente ajustado ao diagramas de Nyquist.

Superficie  Ry(0) Re@ Rp@@) e Qr WiW,
(Fem™s")  (Fems™)
Poli(4AMF) 8,9 1,37 7,06 2,79.10°  1,39.10°  1,28.10% 1,38.107

Poli(4AMF/ssDNA) 14,32 7,52 67,1  622.10° 205107  1,9510% 142.107

Poli(4AMF)/dsDNA 10,55 15,36 342 7,0810°  479.10°  139.107 5,18.107
*Rg resisténcia do filme, Qq.: capacitancia da dupla camada elétrica, Qg capacitancia do filme:

Zw: resisténcia ao transporte de ions da dupla camada elétrica: Zyy,: resisténcia ao transporte de

ions dentro do filme.

Os valores de resisténcia de transferéncia de carga da dupla camada elétrica (Ry)
aumentam para os eletrodos modificados com poli(4-AMF) na presenga de biomoléculas
em relacdo ao eletrodo modificado com poli(4-AMF) sem biomolécula.

O evento de hibrida¢io aumenta a resisténcia de transferéncia de carga. E conhecido da
literatura que ions ferro associam-se eletrostaticamente com o esqueleto negativo do
ssDNA e dsDNA (YE et al., 2003) e a formacdo da dupla hélice dificulta o acesso do
cation aos grupos anidnicos do esqueleto aumentando a distancia entre o eletrodo e o ion. A
dificuldade ao acesso a carga na superficie do eletrodo também ¢ observado com a queda
nos valores de Qg.. Também ¢ descrito que moléculas pesadas diminuem a capacitancia no
eletrodo (HACCOUN, et al., 2005). Em contra partida, ssDNA aumenta a resisténcia no
filme, visto que as cargas negativas dos grupos fosfato nos poros do polimero estio mais
disponiveis do que na molécula de dsDNA, o que pode provocar a expulsdo dos contra ions
do filme. Além disso, a repulsdao das cargas negativas causa distor¢des nos orbitais «
aumentando a energia da banda de condugdo (PECK et al., 2004). Isso pode ser visto com a
diminui¢do da Qf O valor de Ry aumenta porque a condutividade idnica e eletronica

diminui. E conhecido na literatura (LEE et al., 2001) que a dupla fita possui maiores
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propriedades condutoras do que a simples fita, o que estd em concordancia com os
resultados obtidos.

A partir destes resultados, pode-se afirmar que a superficie do eletrodo de grafite
contendo o filme polimérico foi modificada com a ssDNA e ocorreu hibridagdo com o alvo
complementar (dsDNA).

A seguir, foram conduzidos os estudos de detecgao do DNA desnaturado e hibridizado

utilizando-se indicadores eletroativos (ferrocenocarboxaldeido ou azul de metileno).

5.6.2. Analises de microscopia de for¢ca atomica

As imagens de MFA para eletrodo de grafite modificado com poli(4-aminofenol)

sem biomoléculas ou contendo biomoléculas imobilizadas sdo mostradas na figura 35.

Figura 35. Imagens de MFA de cletrodos de grafite modificados com poli(4-aminofenol) sem
DNA: (a) e (b), ou contendo DNA: antes da hibridacdo, ssDNA (c), apos a hibridagdo com o alvo
complementar, dsDNA (d).
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O valor de rugosidade para eletrodo de grafite modificado com poli(4-aminofenol),
escala de 10um, foi 397 nm.

A espessura do filme polimérico foi medida seguindo o procedimento descrito por
LOBO et al., 1999. O valor de espessura média foi 800 nm.

O eletrodo modificado com o filme polimérico apresenta maior nimero de glébulos
com estrutura mais definida, em relacao ao eletrodo modificado com poli(4-aminofenol)
contendo DNA.

A topografia apresentada na figura 35¢ ¢ diferente da figura 35d, o que reforga a
ocorréncia do evento de hibridagdo na superficie do eletrodo modificado contendo o alvo

complementar.

5.6.2. Deteccao de produtos de PCR utilizando-se indicadores

Para a deteccao dos eventos de hibridagao ocorridos na superficie do biossensor, foram
utilizados ferrocenocarboxaldeido ou azul de metileno. A escolha desses dois indicadores

foi atribuida ao baixo potencial de oxida¢do em relacdo aos outros disponiveis.

5.6.2.1. Deteccio de produtos de PCR utilizando ferrocenocarboxaldeido

Para o pré-condicionamento, limpeza e polarizacdo da superficie do eletrodo de grafite
modificado com poli(4-aminofenol), a mesma foi submetida a sucessivas varreduras de
potencial de 0 a +0,8 V vs. ECS em tampao fosfato até que os voltamogramas se
mantivessem constantes. A etapa de polarizacdo ¢ importante para a indugdo de interagdes
i0onicas entre os grupos fosfatos de carga negativa da biomolécula e os grupos imina do

filme polimérico pré-oxidado (figura 36).
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Figura 36. Representagdo das interagdes idnicas entre o polimero e a molécula de DNA, R, =

guanina, adenina, timina ou citosina, R, = ribose, R; = grupo fosfato.

A deteccdo dos produtos amplificados de PCR foi realizada utilizando-se voltametria
ciclica como técnica de transdugao.

A 3,93x10® mol.L"! ssDNA (sonda) foi imobilizado de acordo com o procedimento
descrito no item 4.13. Uma aliquota da amostra de PCR diluido em tampao de hibridiza¢do
SSC 6X foi submetida a desnaturag@o térmica e adicionado por gotejamento a superficie do
eletrodo de grafite modificado com filme polimérico. O evento de hibridiza¢ao foi

acompanhado monitorando-se o potencial de oxidagdo do ferrocenocarboxaldeido em



63

+0,52V. A diminui¢do na magnitude do sinal de corrente de oxidagdo do indicador sugere a
ocorréncia da hibridizagdo com o alvo complementar (figura 37).

A diminuicdo nos valores de corrente est4 relacionada com o menor numero de espécies
indicadoras na superficie do eletrodo quando est4 presente o alvo complementar, visto que

o indicador tem maiores sitios de ligacdes de hidrogénio com ssDNA (figura 38).

l/uA
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Figura 37. Voltametria linear para eletrodo de grafite modificado com poli(4-aminofenol)
contendo 3,93 x 10 mol.L"'ssDNA (a) e apos hibridagdo com o alvo complementar, dsDNA (b) de

ferrocenocarboxaldeido 6,5 x 10* mol.L™' detectado em tampéo fostato pH 7,4 0,1 mol.L™,10 mVs’
1
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Figura 38. Representacgdo entre ligagdes de hidrogénio entre ferrocenocarboxaldeido e ssDNA.

)

Alguns parametros experimentais, tais como, tempo de hibridizacao e concentracao do
alvo complementar foram estudados para avaliar as caracteristicas analiticas do biossensor.
A influéncia no tempo de hibridizagdo esta representada na figura 39.

Foi observada uma queda na resposta de corrente para o eletrodo modificado,
monitorando-se o pico de oxidagdo do indicador, ap6s 15 minutos de hibridagdo. Apds este
tempo, o sinal do indicador aumentou com o tempo de hibridiza¢do. Este aumento pode ser
atribuido ao acimulo ndo especifico do alvo na superficie do eletrodo. O tempo de 15
minutos foi utilizado para a os experimentos de hibridizagdo seguintes, visto que apresenta
uma queda mais acentuada no sinal de corrente.

O limite de deteccao do biossensor foi avaliado frente a resposta do indicador (figura

40).
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Figura 39. Tempo de hibridizagdo do biossensor com o alvo complementar a 42°C. A analise foi
feita por voltametria ciclica, 10mVs", monitorando-se o pico de oxidagdo de 650 pmol.L" de

ferrocenocarboxaldeido.
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Figura 40. Porcentagem de corrente em relagdo a simples fita em funcdo de diferentes
concentragdes do alvo complementar (3,93 x 10 3,93 x 107; 3,93 x 107% 3,93 x 10" mol.L™)
monitorando-se o pico de oxidacdo do ferrocenocarboxaldeido. A concentragio da sonda

imobilizada na superficie do biossensor foi 3,93 x 10°® mol.L'".
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A minima quantidade do alvo complementar detectado foi 3,93x10” mol.L". Abaixo
desta concentracdo, nenhuma diferenca de sinal foi observado rastreando-se o alvo
complementar.

A seguir, foram realizados experimentos para detec¢do da hibridagdo do alvo

complementar utilizando-se azul de metileno como indicador.

5.6.2.2. Deteccio de produtos de PCR utilizando-se azul de metileno como

indicador

A deteccdo dos produtos de PCR empregando azul de metileno foi realizada seguindo
os mesmos procedimentos descritos no item 5.6.2.1

A interagdo do azul de metileno com ssDNA ou dsDNA foi avaliada
eletroquimicamente por voltametria ciclica e voltametria de pulso diferencial (figura 41 A e

B).

I/uA
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Figura 41. Detec¢do com azul de metileno 6,5 x 10* molL™". (A) voltametria ciclica. (B)
voltametria de pulso diferencial. Sonda imobilizada (ss DNA) 3,93 x 10° mol.L"; alvo
complementar (ds DNA) 3,93 x 10® mol.L" em tampdo fostato pH 7,4 0,1 mol/L. Tempo de
hibridizagdo 15 minutos. Ve 10 mVs™ ¢ VPD 5mV.s™.



67

Foi possivel obter maior sensibilidade de sinal de corrente utilizando voltametria de
pulso diferencial. Desta forma, esta técnica foi utilizada para estudos subseqiientes.

O azul de metileno interage de diferentes formas com a simples fita e a dupla fita de
DNA, determinando o sinal de redu¢ao do mesmo, o que reflete a extensdo da hibridizacao
com a sonda imobilizada (JIN et al., 2006). Evidéncias da interagdo direta do azul de
metileno com guanina foram reportadas por varios autores (YAN et al., 2001, ROHS et al.,
2000, ENESCU, et al., 2000). Enescu e colaboradores investigaram a conformacdo do
complexo azul de metileno-guanina por simulacdo dindmica molecular. A posi¢do e a
orientacdo do complexo possuem duas formas diferentes; a ndo empilhada conhecida com
forma T, e a face a face (ENESCU, et al., 2000). O complexo ¢ assim formado por
interacoes de Van der Waals.

O decréscimo nos valores de corrente de reducdo ¢ determinado pelas interagdes
especificas entre o azul de metileno e guanina livre, com menor acessibilidade do azul de
metileno & guanina livre no DNA hibridizado (KARA et al., 2002). A transferéncia
eletronica entre o eletrodo e o indicador ¢ desta forma, substancialmente alterado devido a
menor quantidade de espécies na presenga da dupla fita de DNA passando do estado

oxidado (AM) para o estado reduzido (YAN et al., 2001) figura 42.

QQ . @@@N\C

i
CHjy H3C
Azul de metileno Azul de leucometileno

H3C Hj

Figura 42. Esquema de redugdo do azul de metileno em azul de leucometileno em substratos

solidos. (YAN et al., 2001).

A resposta eletroquimica do alvo complementar em diferentes concentracdes foi

analisada (figura 43).
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Figura 43. Voltamograma de pulso diferencial de azul de metileno como indicador redox em
tampao fosfato, pH 7,4, em eletrodo de grafite modificado com poli(4-aminofenol). hibridizado com
diferentes concentragdes do alvo complementar: (a) 3,93 x 10® mol.L", (b) 3,93 x 10 mol.L", (c)
3,93 x 10" mol.L™", (d) 3,93 x 10" mol.L™" (e) 3,93 x 10> mol.L" ou (f) ndo hibridizado (ssDNA
3,93 x 10®* mol.L™"). 5SmVs™, 0,01mV, 0,2ms. Tempo de hibridizagdo: 15 minutos

Diminuida a concentra¢do do alvo, maiores valores de corrente de reducdo do AM
foram observados. Este comportamento ¢ determinado pela redugdo de bases ndo
hibridizadas em baixas concentragdes do alvo complementar, aumentando as interagdes
entre a guanina livre e AM, e conseqlientemente maior quantidade de espécies a serem
reduzidas na superficie do eletrodo. Como se pode observar nas figuras 43 e 44, quando
hibridizado 3,93x10™"? mol.L' do alvo complementar, nio ha diferenca significativa nos
valores de corrente do AM e sonda. A menor concentragdo detectada pelo biossensor foi da

ordem de 107" mol.L".
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Figura 44. Porcentagem de corrente em relagdo a simples fita em fungdo de diferentes

concentracgdes do alvo complementar (3,93 x 10%,3,93x10°,3,93x 10", 3,93 x 10" mol.L'l, 3,93

x 10" mol.L™") monitorando-se o pico de oxidagio do azul de metileno. Os resultados foram

obtidos a partir do grafico mostrado na figura 40.

A performance do biossensor também foi avaliada frente a um analito alvo ndo

complementar (figura 45). Nao houve mudanga na eletroatividade do azul de metileno com

o alvo ndo complementar quando comparado a resposta de amplitude de sinal de corrente

da sonda imobilizada. Isto se deve ao fato de ndo haver hibridizag¢ao entre a sonda e o alvo

ndo complementar, ou seja, o biossensor foi capaz de diferenciar o alvo complementar e

ndo complementar.
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Figura 45. Voltamograma de pulso diferencial de azul de metileno como indicador redox em
tampdo fosfato, pH 7,4 em eletrodo de grafite modificado com poli(4-aminofenol) antes da
hibridagdo (A), apds a hibridacdo com: alvo ndo complementar (B) ou alvo complementar (C).

5mVs™, 0,01mV, 0,2ms. Tempo de hibridizagdo: 15 minutos.

5.7. Tempo de vida do biossensor

A estabilidade do biossensor foi avaliada durante 02 meses. Para a conducdo deste
estudo, o biossensor foi armazenado a 4°C protegido da luz. A figura 46 representa a
resposta de corrente, monitorando-se o azul de metileno, apds hibridizacdo com o alvo

complementar.
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Figura 46. Porcentagem de corrente em relagdo a simples fita em fun¢do tempo monitorando-se o
pico de oxidagdo do ferrocenocarboxaldeido. As concentragdes utilizadas para o indicador, ssDNA
imobilizado sobre a superficie do eletrodo ¢ analito alvo foram 6,5 x 10* mol.L", 3,93 x 10°

mol.L™ e 3,93 x 10™® mol.L ™" respectivamente.

A queda de corrente do pico de oxidagdo do azul de metileno foi de 75%, para anélise
imediata de ensaios com resposta positiva. Apds 30 dias de preparagdo do biossensor, o
valor desta resposta positiva correspondeu a uma queda de 40% do valor da corrente, no

final de 50 dias este valor corresponde a 20%.
6. Conclusdes

Foi possivel eletrogerar filme de poli(4-aminofenol) em meio &cido sobre superficie de
grafite. Diferentes graus de oxida¢do do filme produzido foram determinados por
voltametria ciclica. Os estudos de tratamento térmico revelaram que o filme pode ser
utilizado para imobilizacdo da simples fita de DNA, pois 0 mesmo manteve 60% de suas
propriedades eletroativas em um periodo de vinte minutos sem mudancas aparentes de sua
estrutura. Sendo, portanto, adequado para imobilizagao de produtos de PCR.

O espectro de infravermelho determinou que o polimero ¢ formado preferencialmente

por ligagdes C-N-C.
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Todas as bases nitrogenadas incorporadas a matriz polimérica foram detectadas. O pH
neutro favorece estas analises devido ao deslocamento dos potenciais de oxidagdo das bases
nitrogenadas para valores mais baixos.

Os espectros de impedancia e estudos de voltametria confirmaram a modificagdo da
superficie com a sonda imobilizada e o evento de hibridizagao.

O biossensor foi capaz de detectar a seqiiéncia complementar do PCR amplificado de
amostras reais utilizando ferrocenocarboxaldeido e azul de metileno como indicadores de
hibridizagdo. Estes indicares sdo moléculas simples que podem ser empregadas para
constru¢do de um biossensor de baixo custo. Além disso, elimina o uso de moléculas
carcinogénicas como daunomicina, brometo de etideo conhecidos intercaladores de DNA.
O azul de metileno foi analiticamente mais adequando do que o ferrocenocarboxaldeido
como indicador, devido ao seu menor potencial de trabalho. Entre os dois indicadores o
menor limite de detecgdo foi na ordem 107" mol.L™" do alvo complementar utilizando azul
de metileno. Utilizado, entdo para diferenciar a hibridizagdo da seqiiéncia complementar e
nao complementar o indicar foi seletivo ao analito.

O biossensor eletroquimico de DNA apresentou tempo de hibridagdo com a fita
complementar de 15 minutos, o qual ¢ adequado para obtencdo de resultados rapidos para
detecgdo de 78pb de produtos de PCR especifico do M. leprae.

O biossensor apresentou boa resposta (40% de queda de corrente, com a hibridacdo),
apos 30 dias de sua preparagao.

Estes estudos demonstraram que foi possivel a constru¢do de um biossensor
eletroquimico, a partir de eletrodos modificados de grafite com poli(4-aminofenol),
utilizando indicadores eletroativos de baixo custo, com estabilidade de trinta dias de

armazenamento que pode ser usado em amostras reais com DNA do bacilo de Hansen.
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