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RESUMO

Os biossensores sao instrumentos analiticos que permitem identificar interacoes
moleculares ao converterem-nas em sinais elétricos detectaveis. Estes dispositivos
combinam componentes biolégicos, tais como enzimas, DNA, RNA, células e
oligonucleotideos, com transdutores como eletroquimicos, &pticos, piezelétricos e
calorimétricos.

Sua principal caracteristica reside na habilidade de traduzir interag6es bioquimicas em
sinais elétricos mensuraveis, sendo projetados para monitorar minuciosamente
pequenas variagdes durante processos bioldgicos, como interagdes entre diversas
biomoléculas. Na area da saude, sdo empregados na deteccao precisa de patdégenos,
tumores, toxinas e biomarcadores, contribuindo para diagnoésticos precoces de
diferentes condi¢des.

Os biossensores se destacam devido ao baixo custo de producédo, rapida resposta,
portabilidade, capacidade de quantificacdo em escalas reduzidas, alta especificidade e
sensibilidade. Nesse contexto, a tese de doutorado em questao objetivou desenvolver
genossensores eletroquimicos e optico/colorimétricos para detectar o virus da hepatite
delta.

O reconhecimento de RNA gendmico especifico através de detecgdo indireta foi
avaliado utilizando Voltametria Diferencial de Pulso (DPV), Espectroscopia de
Impedancia Eletroquimica (EIS), Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) e docking
molecular. O genosensor demonstrou eficacia na deteccdo de RNA gendmico, com
uma faixa linear de 9 copias mL-1 a 3 x 108 cépias mL™", e um limite de detecgédo de 9
copias mL™, superior ao método padrdo de detecgdo, que apresenta um limite de 10
copias mL™", conforme o método de referéncia (PCR em tempo real). A andlise EIS
revelou que a corrente de resisténcia do genosensor aumentou exponencialmente com
a concentracdo do alvo de RNA gendmico.

Palavras chaves: hepatite delta, diagndstico, genossensor, alaranjado de metila,
biossensor éptico e colorimétrico.
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ABSTRACT

Biosensors are analytical instruments that allow identifying molecular interactions by
converting them into detectable electrical signals. These devices contain biological
components, such as enzymes, DNA, RNA, cells and oligonucleotides, with transducers
such as electrochemical, optical, piezoelectric and calorimetric.

Its main characteristic lies in its ability to translate biochemical interactions into
measurable electrical signals, being designed to meticulously monitor small variations
during biological processes, such as interactions between different biomolecules. In the
health sector, they are used in the precise detection of pathogens, tumors, toxins and
biomarkers, contributing to early diagnosis of different conditions.

Biosensors stand out due to their low production cost, speed of response, portability,
ability to quantify on small scales, high specificity and sensitivity. In this context, the
doctoral thesis in question aimed to develop electrochemical and optical/colorimetric
genosensors to detect the hepatitis delta virus.

The recognition of specific genomic RNA through indirect detection was evaluated using
Differential Pulse Voltammetry (DPV), Electrochemical Impedance Spectroscopy (EIS),
Scanning Electron Microscopy (SEM) and molecular docking. The genosensor
demonstrated effectiveness in detecting genomic RNA, with a linear range from 9
cylindrical mL-1 to 3 x 106 cylindrical mL-1, and a detection limit of 9 cylindrical mL-1,
superior to the standard detection method, which presents a limit of 10 copies mL-1,
according to the reference method (real-time PCR). EIS analysis revealed that the
resistance current of the genosensor increased exponentially with the concentration of
the genomic RNA target.

Key words: delta hepatitis, diagnosis, genosensor, methyl orange, optical and
colorimetric biosensor.
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Apresentacao

Os biossensores sao dispositivos analiticos que possibilitam a deteccao
de interagdes moleculares, convertendo-as em sinais elétricos detectaveis.
Esses dispositivos envolvem a combinacdo de elementos biol6gicos, como
enzimas, DNA, RNA, células e oligonucleotideos, com transdutores, como
eletroquimicos, épticos, piezelétricos e calorimétricos.

A principal caracteristica dos biossensores é sua capacidade de converter
interagbes bioquimicas em sinais elétricos detectaveis e quantificaveis. Esses
dispositivos sao desenvolvidos para analisar eficientemente pequenas
mudancas que ocorrem durante processos biolégicos, como as interagdes entre
diversas biomoléculas. Na area da saude, os biossensores sao utilizados para a
deteccao precisa de patdgenos, tumores, toxinas e biomarcadores, visando
identificar precocemente diversos disturbios.

Os biossensores ganharam destaque devido ao baixo custo de
fabricacdo, rapida resposta, portabilidade, capacidade de quantificacdo em
escalas diminutas, alta especificidade e sensibilidade. Nesse contexto, a
presente tese de doutorado teve como objetivo o desenvolvimento de
genossensores eletroquimicos e dptico/colorimétricos para a deteccao do virus
da hepatite delta.

A tese é composta por Capitulo | referente a um referencial teérico e dois
capitulos principais. O Capitulo Il apresenta um genossensor para a detecgcéao
eletroquimica especifica para o virus da hepatite delta, enquanto o Capitulo I
aborda um genossensor colorimétrico/éptico para a deteccdo do RNA do virus

da hepatite delta.
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1. Hepatite Delta

A hepatite viral, representa um desafio significativo a saude publica global.
Em 2016, a Organizagdo Mundial da Saude introduziu uma estratégia com o
objetivo de erradicar a hepatite viral até 2030, com foco principal nas infec¢des
pelo virus da hepatite B (HBV) e pelo virus da hepatite C (HCV) (THOMAS,
2019). E importante notar que, embora aproximadamente 240 a 350 milhdes de
pessoas vivam com infecgéo crénica pelo HVB (BASNAYAKE; EASTERBROOK,
2016; RAZAVI-SHEARER et al., 2018; SORIANO et al., 2023), a coinfeccédo do
virus da hepatite delta (HDV) com o HBV leva a formas mais graves de hepatites
virais agudas e crbnicas (MIAO et al.,, 2020). Esta coinfecgdo contribui
significativamente para condicbes como cirrose associada a hepatite viral,
carcinoma hepatocelular e aumento das taxas de mortalidade (ALFAIATE et al.,
2020; SORIANO et al., 2023). Portanto, € crucial aumentar a conscientizagao e
realizar pesquisas para desenvolver estratégias especificas a fim de prevenir e
controlar a infecgéo pelo HDV.

Na década de 1970, o HDV foi inicialmente identificado tanto em bidpsias
hepaticas quanto no soro de pacientes crénicos, os quais estavam infectados
pelo HBV e sofriam de hepatite grave (HUGHES; WEDEMEYER; HARRISON,
2011; MARTINI et al., 2022). O Comité Internacional de Taxonomia de Virus
categorizou o HDV como o membro protdtipo da familia Deltaviridae,
representando o género Delta virus. Mais recentemente, os virus adicionais do
tipo HDV, conhecidos como virus delta, foram encontrados em uma ampla
variedade de hospedeiros, incluindo passaros, cobras, roedores, veados de
cauda branca, marmotas orientais, peixes, anfibios e até invertebrados. Esta
descoberta sugere fortemente que o HDV tem uma histéria evolutiva muito mais
longa do que se pensava anteriormente, embora a origem exata do HDV
permaneca incerta (SPAAN et al., 2020).

Para a propagacao do HDV, o HBV foi considerado como auxiliar
exclusivo. No entanto, uma série de experimentos in vitro demonstraram que as
ribonucleoproteinas do HDV poderiam ser artificialmente empacotadas em

envelopes de varios virus nao relacionados ao HBV, como por exemplo o



hepacivirus, flavivirus e vesiculovirus, permitindo a saida das
ribonucleoproteinas de HDV das células infectadas e subsequente entrando
outras em linhagens celulares, expressando seus respectivos receptores
(CHEMIN et al., 2021; LEMPP; NI; URBAN, 2016; LUCIFORA; DELPHIN, 2020;
PARASKEVOPOULOU et al., 2020; PEREZ-VARGAS et al., 2019; ZHANG;
URBAN, 2021). De fato, em camundongos humanizados, a monoinfec¢ao por
HDV pode persistir intra-hepaticamente por pelo menos 6 semanas na auséncia
de HBV, e particulas infecciosas do HDV podem ser liberadas apés
superinfeccdo com o HBV (GIERSCH et al., 2017). Desse modo, 0 avanco na
compreensao da virologia do HDV teria um grande impacto no diagnéstico,

tratamento e prevencéo da doenca.

Atualmente estima-se que o HDV infecte entre 10 e 20 milhdes de
individuos em todo o mundo (STOCKDALE et al., 2020). A hepatite Delta cronica
resultante da infeccdo por HDV apresenta-se como a forma mais grave de
hepatite virais e € caracterizada por um risco aumentado de cirrose,
descompensacao hepatica e carcinoma hepatocelular. A infeccdo por VHD
ocorre por exposicao parenteral e é considerada coinfeccido quando ocorre na
fase primaria ou aguda da infecg¢ao por VHB e superinfeccdo quando ocorre nos
quadros de hepatite B cronica (KOFFAS; MAK; KENNEDY, 2023).

Os casos de hepatites causadas por HDV associado ao VHB representam
um grave problema de saude publica em todo o mundo, gerando demandas
continuas aos servi¢os de saude, além de perdas consideraveis na qualidade de
vida dos pacientes infectados, apresentando também elevados indicadores de
mortalidade (CRISPIM et al., 2014; KOFFAS; MAK; KENNEDY, 2023).

2. Estrutura viral e virologia

A estrutura gendmica do HDV consiste em uma particula esférica com
aproximadamente 36 nm de diametro. Sua por¢do mais externa € composta por
um envelope bilipidico, constituido por trés proteinas (pequena, média e longa).
O nucleocapsideo é composto por uma molécula de RNA circular de fita simples,
em formato de "bastonete", contendo cerca de 1.679 pares de bases (pb). Além



disso, o RNA viral € uma ribozima, ou seja, uma molécula de acido nucleico com
capacidade catalitica (HUGHES; WEDEMEYER; HARRISON, 2011).

O VHD apresenta um unico open reading frame (ORF) que codifica a
proteina do antigeno delta HDAg. Essa proteina é formada por duas variantes,
uma curta (short) chamada de HDAg -S e outra longa (long) denominada HDAg
-L, com pesos moleculares de 24 e 27 kilodaltons (KDa), respectivamente, como
demonstra na Fig. 01. A forma curta é utilizada durante o processo de replicagao,
enquanto a forma longa atua inibindo a replicacéo e facilitando o envelopamento
do RNA (HUGHES; WEDEMEYER; HARRISON, 2011)).

Virion Delta

Proteina do antigeno delta curta
Proteina do antigeno delta longa

Proteina do antigeno VHB curta

Proteina do antigeno VHB média
Proteina do antigeno VHB longa

Fig. 01 - Esquema que demonstra a estrutura da particula do virus da
hepatite D (VHD). Observa-se as seguintes proteinas: proteina do antigeno
delta curta; proteina do antigeno delta longa; proteina do antigeno VHB curta;
proteina do antigeno VHB meédia e proteina do antigeno VHB longa. Fonte
(HUGHES; WEDEMEYER; HARRISON, 2011).

O HDV é um virus RNA “satélite” o qual ndo possui uma camada protéica
externa e se replica apenas nos hepatécitos. Um virion HDV funcional contém
um complexo de ribonucleoproteina, RNA de HDV complexado com o antigeno
da hepatite D (HDAg), que existe em duas formas, os antigenos pequenos (S-
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HDVAg) e grande (L-HDAg), encapsulados por um envelope de proteina do
antigeno do VHB (HBsAg), como observado na Fig. 01. O HDV néo codifica sua
propria polimerase, contudo usa a RNA polimerase |l do hepatécito hospedeiro
(LAI, 2005). O HDV também contém um RNA antigénico, que é uma cépia
complementar do RNA gendmico (TAYLOR, 2012).

Os virions do HDV ligam-se e entram nos hepatécitos da mesma maneira
que o HBV. Uma vez dentro do hepatécito, o genoma do HDV é replicado. Dois
antigenos HDV sao produzidos e um complexo ribonucleoproteico € formado. A
replicacdo pode prosseguir completamente sem o HBV, embora o0 mesmo deva
fornecer um envelope glicoproteico, consistindo de HBsAg, para montagem,
liberacao e transmissao completas do HDV (LUCIFORA; DELPHIN, 2020;
TAYLOR, 2012).

3. Epidemiologia do HDV no Brasil

Entre 1999 e 2020, foram registrados no Brasil 4.150 casos confirmados
de hepatite D. A predominancia desses casos ocorreu na regidao Norte,
representando 74,8% do total de notificacdes, seguida pelas regides Sudeste
(10,4%), Sul (6,3%), Nordeste (5,3%) e Centro-Oeste (3,2%). Em 2020, foram
notificados 70 casos em todo o pais, sendo que 36 desses casos (51,4%) foram
registrados na regido Norte, como observado na Fig. 02 (BRASIL, 2021).

Nimero de casos

&
M

Fig. 02 - Grafico sobre a incidéncia de casos reportados de HDV
no Brasil, no periodo de 2010 até 2020. Fonte BRASIL, 2021.



A andlise da série histérica revela que a maioria dos casos de hepatite
Delta ocorreu em homens (58,3%). Nos ultimos dez anos, houve um aumento na
razao de sexos, passando de 13 homens para cada dez mulheres em 2010 para
17 homens por dez mulheres em 2020. A distribuicdo etaria indicou uma
prevaléncia mais significativa entre a populacdo mais jovem, com mais da
metade dos casos (50,8%) concentrada entre os 20 e 39 anos. Em contraste, a
incidéncia caiu para 17,0% na faixa etaria acima de 50 anos. Ao longo da série
histérica, 61,9% dos individuos autodeclararam-se pretos ou pardos, sendo
57,0% pardos e 4,9% pretos, seguidos de 16,8% brancos, 7,0% indigenas e
1,4% amarelos. Essa distribuicdo se manteve consistente na estratificacdo por
sexos (BRASIL, 2021).

No que diz respeito a classificacao clinica, a forma cronica representou a
maioria dos casos notificados de hepatite D (76,7%), refletindo padrdes
semelhantes observados nas hepatites B e C. A forma aguda abrangeu 18,1%
dos casos, enquanto a forma fulminante foi registrada em 0,5% dos casos
(BRASIL, 2021). Apesar da baixa prevaléncia do VHD em regides nao
endémicas, a infeccao permanece como uma preocupacao significativa no norte
do pais, destacando a importancia da implementacdo de um programa de
vigilancia epidemiolégica continua em nivel nacional, abrangendo todas as
regides do Brasil (LAGO et al., 2018).

4. Infeccao por HDV

A infecgdo pelo Virus da Hepatite Delta (VHD) é condicionada pela
presenca prévia da infecgcao pelo Virus da Hepatite B (VHB). Quando a infec¢éao
pelo VHD ocorre simultaneamente com a infec¢do pelo VHB, é chamada de
coinfeccdo. Se uma pessoa ja cronicamente infectada com o VHB ¢é
posteriormente infectada pelo VHD, ocorre o fendmeno conhecido como
superinfeccdo (ALVARADO-MORA et al., 2013).

A consequéncia da coinfeccdo € um estado agudo de hepatite B e D. O
tempo de incubacdo depende da quantidade inicial de virus inoculada, sendo
que geralmente a coinfeccdo é autolimitada. Menos de 5% das pessoas

coinfectadas desenvolvem a forma crénica da doenga. Os sintomas surgem



entre trés e sete dias ap6s a infeccado e incluem fadiga, anorexia, nauseas,
ictericia e inchacgo (Fig. 03). Durante esse periodo, 0os niveis de transaminases
sofrem alteracdes. Para os pacientes que nao desenvolvem a forma crénica, o0s
sintomas clinicos desaparecem apds esse intervalo de tempo. Ja a
superinfec¢cdo provoca uma hepatite aguda grave, com um curto periodo de
incubacdo, resultando na cronificagdo da hepatite D em 80% dos casos
(ALVARADO-MORA, 2013).

Fig. 03 - Fotografias representativas dos sintomas da infec¢ao por HDV.
Fonte: ALVARADO-MORA, 2013

A superinfecgao € associada a casos de hepatite fulminante e a hepatite
crbnica severa, frequentemente evoluindo para cirrose hepatica. A hepatite D
crbnica, normalmente, inicia-se com um quadro clinico semelhante ao da
infeccdo aguda. Os sintomas clinicos sdo mais leves que na doenga aguda,
enquanto os niveis de transaminases sofrem elevagdo. Na hepatite D crénica,
0os marcadores do VHB podem ser inibidos. A evolugdo para cirrose costuma
ocorrer em um periodo de dois anos apdés a infecgao e, aproximadamente, 70%

dos pacientes crénicos desenvolvem essa condigao.

As complicagbes da hepatite D sdo mais graves que uma pessoa
infectada somente com hepatite B. De fato, a hepatite D acelera o surgimento
dos sintomas da hepatite B, o que provoca o desenvolvimento rapidamente as
doencas prejudiciais ao figado, como a cirrose e a insuficiéncia hepatica
(LAZARUS et al., 2023).



5. Tratamento e Diagnéstico

O tratamento da hepatite delta crénica ndao apresentou avancos
significativos desde a década de 1980 até recentemente. Pacientes com essa
condicdo foram submetidos a tratamentos com interferon-alfa (IFNa) ou
interferon-alfa peguilado (PEG-IFNa) sem aprovacao regulatoria. Os objetivos
ideais do tratamento antiviral para a hepatite delta cronica incluem a erradicacéao
tanto o HDV quanto do HBV, visando prevenir as sequelas a longo prazo da
infeccdo. O objetivo ideal seria atingir a depuragdo ou seroconversao do
antigeno de superficie do HBV (HBsAg), algo raramente alcancado com o0s

tratamentos atuais.

Atualmente, o objetivo realizavel da terapia para hepatite delta € suprimir
a replicagdo do HDV. Quando isso € bem-sucedido, os niveis de alanina
aminotransferase (ALT) tendem a normalizar, e a inflamacdo e necrose
hepaticas diminuem (FARCI et al., 1994). No entanto, a indetectabilidade do RNA
do HDV é alcancada em apenas 23% a 57% dos pacientes tratados com IFN-a
(ABBAS et al., 2011; CASTELNAU et al., 2006; WEDEMEYER; MANNS, 2010),
e esse beneficio muitas vezes nao é sustentado, mesmo quando o RNA do HDV
permanece indetectavel 24 semanas apos a conclusao do tratamento (FARCI et
al., 1994; CASTELNAU et al., 2006; WEDEMEYER et a., 2011).

A replicagdo do HDV é monitorada regularmente através da avaliagcao do
RNA sérico do HDV. Se o DNA do VHB também estiver detectavel, é
aconselhavel considerar a terapia antiviral com um analogo de nucleosideo,
embora o interferon também apresente uma eficacia modesta contra o VHB. Por
outro lado, os andlogos de nucleosideo nao demonstram eficacia contra a
infeccdo por HDV. A orientagcdo da Associagcdo Americana para Estudo das
Doencas do Figado (AASLD) recomenda o uso de entecavir, tenofovir disoproxil
fumarato ou tenofovir alafenamida para suprimir a replicagéo simultanea do VHB,
sendo uma abordagem para tratar pacientes com hepatite D crbnica que
apresentam elevados niveis de DNA do VHB (TERRAULT et al.,, 2018).
Recomenda-se o tratamento de todos os pacientes com DNA do VHB positivo,

independentemente do nivel.



Dada a seriedade da hepatite delta (HDV) e a potencial influéncia nos
resultados, os autores sugerem que todos 0s pacientes que testam positivo para
o antigeno de superficie da hepatite B (HBsAg) sejam submetidos a exames para
detectar anticorpos IgG anti-HDV. Da mesma forma, é recomendado que todos
0s pacientes recentemente diagnosticados com resultado positivo para o HBsAg
sejam submetidos a triagem reflexiva para anti-HDV total por meio de ensaio
imunoenzimatico (ELISA) e RT-PCT.

E crucial destacar que os ensaios soroldgicos tradicionais (ELISA) e os
ensaios moleculares (RT-PCR) apresentam desafios significativos, como a
necessidade de grandes quantidades de reagentes, mao de obra altamente
qualificada, equipamentos dispendiosos e manutencao de alto custo. Além disso,
esses testes sdo demorados, inviabilizando sua aplicagao eficiente. Como
também, eles podem ser invasivos e desconfortaveis para os pacientes.
Portanto, torna-se essencial o desenvolvimento de métodos alternativos que
sejam rapidos, compreensiveis, acessiveis, sensiveis, seletivos e de baixo custo
para possibilitar a detecgdo precoce e o monitoramento em tempo real da
doenca. Vale ressaltar que a detecgao do Virus da Hepatite Delta (VHD) no
plasma pode ser crucial para o sucesso do tratamento médico.

Os sensores biolégicos, também conhecidos como biossensores, tém
despertado grande atencdo devido as suas caracteristicas distintivas, como
sensibilidade, tempo de resposta reduzido e custo acessivel. Esses
biossensores tém sido aplicados em diversas areas, incluindo a industria
farmacéutica (CICHA et al., 2022), monitoramento ambiental (VOON; YUSOP;
KHOR, 2022), industria de alimentos (FLAUZINO et al., 2022) e detec¢ao de
doencas (LOMAE et al., 2023). Essa abordagem oferece uma alternativa
promissora e inovadora para superar as limitagbes dos métodos convencionais,
tornando possivel uma deteccao eficiente e acessivel da hepatite delta e outros

patdgenos.

6. Biossensores

Os biossensores, também conhecidos como sensores biologicos, sdo
dispositivos analiticos que incorporam um componente bioldgico capaz de
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identificar seletivamente alvos especificos e gerar um sinal mensuravel
associado a concentragdo do analito de interesse (KIMMEL et al., 2012).
Segundo a IUPAC, os sensores quimicos cujo sistema de reconhecimento inclui
moléculas com reacdes bioquimicas sao categorizados como biossensores
(THEVENOT et al., 2001). Estes dispositivos consistem essencialmente em um
elemento de reconhecimento (sonda) que identifica o alvo no meio de deteccao,
um transdutor fisico-quimico que determina a presenca, atividade e
concentracao do analito de interesse, convertendo esse estimulo em um sinal
mensuravel (PERUMAL; HASHIM, 2014). Um esquema ilustrativo do
funcionamento dos biossensores € mostrado na Fig. 04

Biomoléculas néo especificas

Analito especifico (Alvo)

"B

Transdutor

Interface

Biomoléculas especificas (sonda) Amplificador + processamento de dados

Fig. 04 - Imagem ilustrativa de um sensor bioldgico (autoria prépria)

No século passado, foi desenvolvido o primeiro sensor que monitorava a
reacao enzimatica da oxidacao da glicose. Para construir esse sensor, utilizou-
se a enzima glicose oxidase em um eletrodo que media a pressao parcial de
oxigénio (pO2). Na reagdo, ocorria um consumo de oxigénio proporcional a
concentragdo do substrato. Assim, a variagdo do pO2 permitiu determinar a
quantidade de glicose nas amostras (CLARK; LYONS, 1962).

Os biossensores tém se mostrado altamente promissores como
alternativas as tecnologias analiticas tradicionais, apresentando vantagens em
diversas areas. Na clinica, por exemplo, sdo capazes de detectar biomarcadores
especificos para doencas (CECEN et al., 2023). Na industria alimenticia,
identificam patégenos em alimentos (POPESCU; UNGUREANU, 2023), e no
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controle ambiental, monitoram detritos e poluentes (ZAHRA et al., 2023). Essas
aplicagdes visam melhorar a qualidade de vida da populagao e reduzir custos,

gragas a metodologia seletiva e precisa dos biossensores.

Ao construir e validar biossensores, busca-se alcancar caracteristicas
analiticas especificas, como tempo de analise em "tempo real", sensibilidade
para responder a pequenas concentracées do analito, seletividade para
discriminar alvos especificos em uma amostra, reprodutibilidade para fornecer
analises confiaveis, precisdo para minimizar falsos positivos ou negativos,
robustez para resistir a variacbes ambientais, custos unitarios e operacionais
baixos para maior aplicabilidade no mercado, tamanho e peso reduzidos para
possibilitar a aplicacao in-house, e uma interface com o usuario que seja facil de
manusear, nao exigindo mao de obra qualificada e permitindo o uso por qualquer
pessoa (CRISTINA et al., 2018). Sua capacidade de deteccdo em tempo real é
particularmente desejavel na analise clinica e biomédica, permitindo a realizacao
de testes préximos aos pacientes. Além disso, esses biossensores utilizam
pequenos volumes de amostra e proporcionam respostas rapidas (ZHANG et al.,
2023).

Uma etapa crucial no desenvolvimento de um biossensor € o processo de
imobilizacao das biomoléculas na superficie do eletrodo de trabalho. As técnicas
mais frequentemente empregadas incluem adsorcdo fisica, aprisionamento,
ligacao cruzada e ligagéo covalente. A selecdo do método de imobilizacéo € de
grande importancia, pois pode impactar a estabilidade, tempo de resposta,
reprodutibilidade e sensibilidade do biossensor (PUNDIR; DEVI, 2014). Um
esquema representativo desse processo € ilustrado na Fig.05.

a b C d

_
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Fig. 05 - Esquema representativo dos tipos mais comuns de imobilizagdo
de biomoléculas (B), sendo (A) adsorcéo fisica, (B) Aprisionamento, (C) ligacao
cruzada e (D) ligacao covalente (PUNDIR; DEVI, 2014).

Os biossensores sao frequentemente classificados com base em
diferentes critérios, sendo os mais comuns aqueles relacionados aos métodos
de transdug&o do sinal, que influenciam a sensibilidade do dispositivo, e ao
elemento biolégico de reconhecimento, que determina a seletividade ou
especificidade (MEHTA et al., 2016).

6.1 Classificacao dos biossensores de acordo com os transdutores

Os biossensores podem ser classificados de acordo com os métodos de
detecgao utilizados. Alguns destes sao citados nas proximas subsegdes. Como
demonstra a Fig.06.

= Eletroquimico
* Calorimétricos

* Colorimétrico
» Opticos
* Piezoelétricos

Transdutores

Elemento de
Reconhecimento
Bioldgico

s Enzimaticos
* Imunossensores
s Celulares

* Miméticos

® Genossensores

Fig. 06 - Esquema de diferentes categorias de biossensores: o elemento
de reconhecimento biologico e de transdutores (fonte: autoria propria).
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6.1.1 Biossensores eletroquimicos

Os biossensores eletroquimicos fundamentam-se na producdo ou
consumo de espécies eletroativas durante interacdes quimicas e biolégicas. O
transdutor, neste processo, detecta e quantifica o sinal eletroquimico gerado por
essa interacao (LIU-NA WEI et al., 2023). Por meio de técnicas eletroquimicas,
€ possivel analisar relacbes diretas entre a concentracdo do analito e
propriedades elétricas como corrente, potencial, condutividade, resisténcia ou
carga, sendo amplamente aplicadas na quantificacdo de espécies de interesse
em diversas areas de estudo (ZHANG, X. et al., 2023).

Os Dbiossensores eletroquimicos sdo dispositivos que exploram
propriedades elétricas (resisténcia, corrente, potencial, capacitancia,
impedancia), sendo detectadas e medidas por métodos como potenciometria,
condutometria, amperometria ou voltametria (LIU-NA WEI et al., 2023). A técnica
de voltametria foi pioneiramente desenvolvida por Jaroslav Heyrovsky em 1922,
resultando no Prémio Nobel de Quimica em 1959 (NOBEL PRIZE, 2023). No
contexto da voltametria, a corrente € medida enquanto o potencial é variado em
uma faixa definida. O voltamograma, representando a corrente versus potencial,
fornece informagdes sobre a reacao quimica, com a posi¢ao da corrente de pico
vinculada a substancia especifica, sendo os valores de corrente de pico
proporcionais a concentracdo da espécie correspondente (LIU-NA WEI et al.,
2023).

Na voltametria, um potencial € aplicado a um eletrodo de trabalho,
alterando seu potencial em relagdo a um eletrodo de referéncia. A corrente
resultante flui entre o eletrodo de trabalho e um eletrodo auxiliar, sendo medida
em funcéo do potencial (CHENG, T., ZHANG, W., YANG. 2022). Na Figura 07,
o eletrodo de trabalho € onde ocorre a reacdo de interesse (redugao ou
oxidacao), e os principais tipos de eletrodos de trabalho incluem ouro, carbono
vitreo, pasta de carbono, grafite, platina, prata, etc. O eletrodo de referéncia tem
um potencial conhecido, usado para estabelecer o potencial constante em uma
célula eletroquimica, enquanto o eletrodo auxiliar completa o circuito elétrico,
sendo composto por materiais inertes como platina, ouro, grafite ou carbono.
vitreo (WHITTINGHAM et al., 2021).
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Figura 07 - A célula eletroquimica de trés compartimentos € representada

com eletrodos posicionados estrategicamente, destacando entradas e saidas de
gas nitrogénio e o capilar de Luggin para aproximacao dos eletrodos. Métodos
voltamétricos, como voltametria de varredura linear e ciclica, pulso diferencial,
entre outros, sdo mencionados. A escolha do método depende da informacéao
desejada sobre o analito ou processo. Isso permite uma analise precisa das
caracteristicas eletroquimicas do sistema (Fonte: autoria prépria; LIU et al.,
2022). (ZHU et al., 2022).

Neste estudo, foi utilizado as técnicas de voltametria ciclica e voltametria
de pulso diferencial como mostrada na Fig. 08.
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Fig. 08 - As representagdes gréaficas da voltametria ciclica sdo essenciais

para entender o comportamento eletroquimico de um sistema. Em (A), temos um
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gréfico de potencial em funcao do tempo, onde cada ciclo varia o potencial de
E1 a E2 eretorna a E1. Em (B), apresenta-se o voltamograma ciclico, mostrando
a corrente elétrica em funcao do potencial. Nesse contexto, € possivel identificar
picos de oxidagéo e redugdo, sendo E o potencial elétrico, i a corrente elétrica,
Epc o potencial de pico catédico, Epa o potencial de pico andédico, ipc a corrente
de pico catddico e ipa a corrente de pico anddico. O delta (A) representa a
variacdo de corrente de pico, obtida pela subtragcdo da corrente de pico pela
corrente na base do pico. Nos graficos C e D, temos representacdes graficas da
voltametria de pulso diferencial. Em (C), observa-se um grafico de potencial em
funcao do tempo, onde pulsos periddicos de potencial sdo aplicados, e os pontos
destacados representam a amostragem de corrente para um pulso. Em (D), o
voltamograma de pulso diferencial mostra a corrente elétrica em fungédo do
potencial. Neste exemplo, é possivel observar um pico de oxidagao. E representa
o potencial elétrico, i € a corrente elétrica, AEp é a variagao de potencial de pulso,
AEs é a variacao de potencial de amostragem, tp é o periodo de pulso, e Aip é a
variagdo de corrente de pico. Essas representagdes graficas fornecem
informacdes cruciais sobre as caracteristicas eletroquimicas do sistema em
estudo. (Adaptado de LIU et al., 2022).

Na Figura 8A, o potencial inicial (E1) aplicado varia linearmente em uma
direcao até atingir o potencial final (E2); em seguida, a direcao da varredura é
invertida, e o potencial retorna ao valor inicial (E1), resultando em um
voltamograma que forma uma curva fechada. Nesse contexto, na presenca de
compostos eletroativos, podem ser identificados picos de oxidagéo,
caracterizados por um potencial de pico anodico (Epa) e uma corrente de pico
anaodico (ipa) especificos; e/ou picos de reducao, identificados por um potencial
de pico catédico (Epc) e uma corrente de pico catddico (ipc) especificos,
conforme mostrado na Figura 8B. Em relagédo as correntes de pico, é possivel
realizar a subtracdo da corrente na base do pico, resultando na variagdo de

corrente de picos anodico e catddico (Aipa e Aipc) (LIU et al., 2022).

A voltametria de pulso diferencial (Figura 8C e 8D) é um método no qual
pulsos de amplitude fixa, sobrepostos a uma rampa de potencial crescente, sdo
aplicados ao eletrodo de trabalho. A corrente é medida duas vezes: uma antes
da aplicacao do pulso e outra ao final do pulso. A primeira corrente é subtraida
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instrumentalmente da segunda, e a diferenca das correntes é plotada em funcao
do potencial aplicado. Dessa forma, o voltamograma resultante exibe picos de
corrente com formato gaussiano, e a area sob esses picos € diretamente

proporcional a concentracéao do analito (LIU et al., 2022; MANRING et al., 2022).

6.1.2 Biossensores opticos

Em sensores Oépticos, a luz desempenha um papel crucial na
determinacdo da reacao bioquimica que ocorre na superficie do eletrodo. O
sensor pode analisar a luz que é absorvida ou emitida, assim como sua refracao
devido a reacao biolégica entre a sonda e o analito alvo (PAHURKAR et al.,
2015). Uma técnica amplamente utilizada é a ressonancia plasmoénica de
superficie (SPR), que envolve a interacdo entre fétons incidentes e plasmons de
superficie. A proposta de Kretschmann-Raether e Otto € a mais empregada até
hoje, utilizando um prisma Optico para acoplar os feixes luminosos de entrada a
interface metal-dielétrico (CHOI et al., 2015).

Quando um feixe luminoso incide no substrato 6ptico com um angulo 6,
ocorre o fenbmeno de reflexdo interna total. Em uma situacao ideal, toda a
energia luminosa incidente deveria ser totalmente refletida. Contudo, como
demonstrado por Kretschmann-Raether e Otto, parte ou toda a energia luminosa
€ absorvida pela interface metal-dielétrico. Nesse cenario, surge o campo elétrico
evanescente, e a energia luminosa transmitida interage com as ondas de
plasmons de superficie, caracterizando o fendmeno SPR. A refletividade
(parametro que indica a quantidade de luz refletida) do feixe luminoso de entrada
€ reduzida, resultando em um minimo de refletividade observado no detector
optico. Nesse estado, ocorre a ressonancia dos pladsmons de superficie. A
penetracdo das ondas de plasmons de superficie excitadas é limitada a centenas
de nanbémetros, dependendo do comprimento da onda luminosa incidente.
Portanto, alteracées nas propriedades fisico-quimicas do dielétrico afetam a
quantidade de energia luminosa incidente absorvida ou transmitida. Essa alta
sensibilidade superficial € um dos atrativos significativos do fenédmeno SPR,
especialmente em aplicagdes bioldgicas (CHOI et al., 2015; SHRIVASTAV;
USHA; GUPTA, 2016; TABASSUM; KAUR; GUPTA, 2016).
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6.1.3 Biossensores piezoelétrico e Biossensores calorimétricos

Os biossensores piezoelétricos sdo um tipo especifico de biossensor que
utiliza materiais piezoelétricos para deteccdo. A piezeletricidade refere-se a
propriedade de certos materiais de gerar uma carga elétrica em resposta a uma
deformagdo mecanica. Nos biossensores piezoelétricos, essa propriedade é
explorada para detectar interagcdes biomoleculares.

O principio de funcionamento desses biossensores envolve a fixagdo de
biomoléculas, como antigenos ou anticorpos, na superficie de um cristal
piezoelétrico, geralmente quartzo. Quando ocorre uma ligacdo entre as
biomoléculas na superficie e os analitos no meio de detec¢cao, ha uma mudanca
na massa ou na camada viscoelastica proxima a superficie do cristal. Essa
mudanga na massa ou nas propriedades viscoelasticas resulta em uma
deformagao mecanica do cristal piezoelétrico(HUANG et al., 2023).

Enquanto os biossensores calorimétricos sdo sensores biolégicos partem
do principio de que toda reacao biolégica envolve uma diferenca de entalpia e,
a partir deste fato é possivel determinar alteragdes em um meio por meio da
dosagem de temperatura (ZHAO; FENG; GO, 2004).

6.1.4 Biossensores colorimétricos

Os biossensores colorimétricos sao dispositivos que utilizam mudancgas
na cor para indicar a presenga ou quantidade de uma substancia-alvo. Essa
categoria de biossensores é comumente empregada em diversas aplicagoes,
desde diagnosticos clinicos até monitoramento ambiental. O principio de
funcionamento desses biossensores envolve a interagdo entre um elemento
biolégico de reconhecimento, como anticorpos ou enzimas, e o analito alvo, o

que desencadeia uma resposta colorimétrica mensuravel (GENG et al., 2023).

Os principais componentes e caracteristicas dos biossensores
colorimétricos sao varios, como por exemplo o elemento Biolégico de
Reconhecimento, podendo ser um anticorpo, enzima, DNA ou outra biomolécula
especifica que interage seletivamente com o analito de interesse; como também
a transdugédo de sinal colorimétrica, em que a interacdo entre o elemento

bioldgico e o analito leva a uma mudanca na cor do sistema. Isso pode ocorrer
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de varias maneiras, como a producao ou alteracao de pigmentos, nanoparticulas
ou reacdes quimicas que resultam em uma mudanca visual; a deteccéo e
quantificacéo, de modo que na mudanca de cor é detectada e quantificada por
meio de métodos simples, como observacao visual ou técnicas mais avancadas,
incluindo o uso de espectrofotometria para analise quantitativa, entre outras. A
principal vantagem dos biossensores colorimétricos é devido a sua simplicidade,
facilidade de uso, e a capacidade de fornecer resultados visuais, dispensando a
necessidade de instrumentacao

6.1.5 Biossensores impedimétricos

Os biossensores impedimétricos fazem uso da impedancia eletroquimica
como um transdutor eficiente, acessivel e ndo destrutivo para a deteccao de
eventos bioquimicos na superficie do eletrodo. As alteragbes na resisténcia
elétrica sao refletidas nos valores de impedancia, proporcionando uma forma
sensivel de monitorar tais eventos. Esses eventos podem ser identificados na
superficie do eletrodo por meio das propriedades interfaciais eletrodo-solug¢ao ou
na solugdo do eletrélito ao monitorar os metabdlitos gerados nos processos
biolégicos (CHENG et al., 2015).

Os biossensores impedimétricos sado sistemas que operam sem a
necessidade de marcadores, permitindo a detecgédo direta das reagdes. Além
disso, oferecem beneficios como automacao, medidas elétricas simplificadas e
reducao de interferéncias provenientes da matriz, tornando-os alvo de
consideravel interesse por parte dos pesquisadores (CHENG et al.,, 2015;
HUSHEGY!I et al., 2016; JOHARI-AHAR et al., 2015). A Figura 09 ilustra a
representacdo dos dados impedimeétricos pelo diagrama de Nyquist e um modelo
de circuito equivalente.
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Fig. 09 - Analise eletroquimica através da espectroscopia de impedancia.
(A) llustracdo do Diagrama de Nyquist, enfatizando as areas de frequéncias
elevadas e baixas, juntamente com os calculos dos elementos da impedancia.
(B) Representacao do circuito equivalente utilizado como modelo para interpretar
os resultados experimentais. RS: Resisténcia da solugao; RCT: Resisténcia a
transferéncia de carga; W: Impedancia de Warburg; CDL: Capacitancia.
(Adaptado de BRETT, C. M. A,, 2022).

6.2 Biossensores de acordo com o elemento biolégico de

reconhecimento

6.2.1 Genossensores

O &cido desoxirribonucleico, ou DNA, € um polimero organico composto
por multiplas unidades de nucleotideos, desempenhando a fungdo de armazenar
e transmitir informacdes biologicas. Os biossensores que se baseiam nessas
biomoléculas, como fragmentos de DNA, produtos de PCR, oligonucleotideos ou
DNA genbmico, sao denominados genossensores. Esses genossensores tém a
capacidade de detectar a presenca de genes especificos associados a doengas
humanas, como diversos tipos de céncer, analisar sequéncias genéticas e
identificar mutagdes. Sdo métodos analiticos considerados rapidos, sensiveis e
simples, sendo capazes de detectar sequéncias especificas de genes em
volumes reduzidos de amostras, o que tem despertado grande interesse para
aplicagbes em diagnédstico de doengas genéticas, infecciosas e detecgédo de

microrganismos patogénicos (HELI et al., 2016).
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Os meétodos convencionais para a analise de sequéncias génicas
especificas baseiam-se no sequenciamento direto e na hibridizacdo do DNA. A
hibridizacao, devido a sua simplicidade, é a técnica mais amplamente utilizada
em diagnosticos laboratoriais em comparagcdo com o sequenciamento direto.
Neste método, a sequéncia génica alvo € identificada por meio de uma sonda de
DNA complementar. A hibridizacao do DNA ¢ altamente eficiente e especifica no
reconhecimento da fita complementar, mesmo na presenca de uma mistura de

diferentes acidos nucléicos nao complementares (HUANG et al., 2014).

Os sensores eletroquimicos de DNA sao promissores para a analise de
acidos nucléicos devido a sua rapida resposta, alta sensibilidade e baixo custo.
A deteccao pode ocorrer de forma direta, convertendo a hibridizagdo em um sinal
elétrico, ou indireta, utilizando compostos eletroativos que interagem com o DNA,
permitindo a deteccdo de sequéncias especificas ou o monitoramento da
integridade do DNA (BENVIDI et al., 2015). Como exemplo de indicadores
eletroativos de hibrizacdo de DNA ¢é a ninidrina, recém-descoberta por GUEDES
et al., 2021 (GUEDES et al., 2021).

6.2.2 Imunossensores e Sensores enzimaticos

Um imunossensor € um tipo especifico de biossensor que utiliza
componentes do sistema imunolégico para deteccdo. Ele é projetado para
reconhecer e medir a presenga de antigenos ou anticorpos, geralmente por meio

de uma reag&o imunologica especifica.

Os imunossensores sao frequentemente empregados em aplicagdes de
diagnéstico, deteccao de patdégenos, analise clinica e monitoramento ambiental.
Eles operam com base na interacdo altamente seletiva entre antigenos e
anticorpos, proporcionando uma detecgéo especifica e sensivel de substancias-
alvo. Esses dispositivos geralmente envolvem a imobiliza¢gdo de anticorpos em
uma superficie, como um eletrodo, que reage seletivamente com o antigeno de
interesse. A deteccdo é frequentemente realizada por meio de técnicas
eletroquimicas, O&pticas ou impedimétricas, dependendo do design do
imunossensor(AYDIN; AYDIN; SEZGINTURK, 2021).
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Os sensores enzimaticos se baseiam nas propriedades cataliticas,
seletivas e especificas das enzimas, que desempenham um papel crucial como
catalisadores eficazes em diversas reacdes especificas nos organismos vivos
(HASSAN et al., 2021).

A maioria dos sensores enzimaticos utiliza sistemas eletroquimicos
amperomeétricos. Esses biossensores enzimaticos podem ser categorizados em
trés geracoes com base no método de reconhecimento do analito e no
processamento do sinal gerado. Dessa forma, os biossensores de Primeira
Geracéo, baseiam-se no monitoramento do produto da reacao enzimatica ou na
eletroatividade do substrato. No entanto, podem ser suscetiveis a interferéncias
devido a necessidade de potenciais mais elevados (HASSAN et al., 2021).

Enquanto os biossensores de Segunda Geragédo sao os desenvolvidos
para reduzir 0s potenciais necessarios, esses biossensores utilizam mediadores
de elétrons que atuam como transportadores de elétrons entre a enzima e o
eletrodo (PUNDIR; DEVI, 2014). E os biossensores de Terceira Geracao,
concentram-se na transferéncia direta de elétrons entre a enzima e o eletrodo,
dispensando o uso de mediadores. Essa abordagem promove maior
seletividade, uma vez que opera em potenciais mais proximos aos da propria
enzima, reduzindo reacoes interferentes. Além disso, ndao requerem o uso de
outros reagentes na sequéncia das reagdes enzimaticas (Figura 8). Um desafio
significativo dos biossensores de terceira geracdo é garantir o transporte
eficiente de elétrons entre o centro ativo das enzimas e os eletrodos (ZENG et
al., 2009).

7. Etilenodiamina, Brometo de etidio e Alaranjado de metila

A etilenodiamina é uma diamina alifatica, o que significa que é uma
molécula que contém duas aminas (grupos NH2) e ndo apresenta cadeias
ramificadas. A sua férmula quimica é (C2N8H2). Ela é composta por uma cadeia
de dois atomos de carbono, cada um ligado a dois atomos de hidrogénio e a uma
amina. A presenga dessas aminas confere a etilenodiamina propriedades
quimicas particulares, especialmente em relagdo a formagao de complexos com

ions metalicos.
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A etilenodiamina é frequentemente utilizada em sinteses quimicas,
especialmente na producao de polimeros, resinas e adesivos. Ela pode formar
ligacoes cruzadas em polimeros, melhorando suas propriedades mecanicas.
Além disso, € um agente complexante eficaz, o que significa que pode se ligar a

ions metalicos, influenciando em reag¢des quimicas especificas.

A utilizagdo do etilenodiamina na superficie no eletrodo de carbono visa a
interacdao entre a etilenodiamina e o RNA, em que envolve a formacao de
ligacoes eletrostaticas entre os grupos amino presentes na etilenodiamina e os

grupos fosfato carregados negativamente no esqueleto do DNA.

A etilenodiamina é uma molécula bifuncional, o que significa que possui
dois grupos amino adjacentes. Esses grupos amino podem interagir com 0s
grupos fosfato ao longo da fita de DNA por meio de interagdes eletrostaticas,
formando complexos estaveis. Essa interacdo pode ter implicacdes praticas em

diversas areas, incluindo biologia molecular e quimica analitica.

O brometo de etidio (BE) &, de fato, um corante comumente utilizado em
biologia molecular para a visualizacao de acidos nucleicos, como o DNA (acido
desoxirribonucleico) e 0 RNA (acido ribonucleico). Ele € uma molécula aromatica
que possui afinidade pela dupla hélice do DNA. A sua aplicacao mais comum é
em gel de agarose ou poliacrilamida, onde ele se intercala entre as bases do
DNA e emite fluorescéncia quando exposto a luz ultravioleta (OLIVEIRA et al.,
2018).

Ao utilizar a técnica de eletroforese em gel, as moléculas de DNA séao
separadas de acordo com seu tamanho, e o brometo de etidio permite a
visualizagdo das bandas de DNA sob a luz ultravioleta. Essa técnica é
frequentemente utilizada em analises genéticas, como a determinacdo de
tamanhos de fragmentos de DNA, a identificacdo de produtos de reacdes de
PCR (reacdo em cadeia da polimerase) e a purificacdo de fragmentos
especificos de DNA. A razao pela qual o brometo de etidio € amplamente
utilizado reside em sua acessibilidade financeira, na capacidade de intensificar a
fluorescéncia ao se inserir entre os pares de bases da estrutura da dupla hélice
do DNA e em sua atividade eletroquimica. Investigacdes eletroquimicas revelam
que o brometo de etidio gera um pico anddico em +0,67 V em relagdo a Ag /
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AgCl, ao empregar eletrodos de grafite (OLIVEIRA et al., 2018; ZHANG et al.,
2013).

O alaranjado de metila (C14H14N303SNa) é um corante amplamente
utilizado em laboratérios, principalmente em procedimentos de coloracédo e
indicador acido-base. O alaranjado de metila € um indicador acido-base. Sua cor
varia dependendo do pH do meio. Em solugbes acidas, ele assume uma cor
vermelha, enquanto em solucdes alcalinas, a cor muda para amarelo. Além de
seu uso como indicador, o alaranjado de metila é frequentemente usado em
microbiologia para corar células vivas e mortas de maneira distinta (IWUOZOR
et al., 2021). Ele também é empregado em técnicas de coloracao em biologia
celular. O alaranjado de metila ndo foi explorado como indicador de eletroativo,
como também como indicador de hibridizacdo de DNA. As estruturas quimicas
dos compostos citados sdo observadas na Fig.10.

Etilenodiamina Brometo de etidio

Fig. 10 - Estrutura quimica do etilenodiamina, brometo de etidio e do
alaranjado de metila, ambos utilizados neste trabalho como, respectivamente,
mondmero na superficie do eletrodo de carbono e como indicador de

hibridizacdo de material genético.
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Portanto, nesse estudo foi desenvolvido dois genossensores, um
Optico/colorimétrico e eletroquimico para a deteccdo dos acidos nucleicos do
virus da hepatite delta por meio da imobilizagdo dos oligonucleotideos em
superficie de acetato de celulose e no eletrodo de carbono (screen-printed),
ambos com a superficie modificados com etilenodiamina, utilizando a deteccao
indireta como indicadores de hibridizacdo de DNA o brometo de etidio e o novo
indicador alaranjado de metila. De modo que tanto o brometo de etidio quanto o
alaranjado de metila apresentam em sua estrutura grupamento aminos, 0s quais
possuem alta afinidade pelo material genético (CASTRO et al., 2014; GUEDES,
P. H. G. et al., 2021)
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Highlights

. The first electrochemical genosensor for HDV gRNA
detection using methyl orange as a novel DNA hybridization indicator is
described.

o Specific 25-base DNA capture probe is able to detect HDV
gRNA in serum sample.

o The device exhibits high reproducibility over 6 cycles of
regeneration.

. The biosensor LOD is 9 copies mL™.
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ABSTRACT

Hepatitis delta is a viral infection caused by the hepatitis delta virus (HDV),
which relies on the hepatitis B virus to replicate. Coinfection with both viruses can
lead to more severe complications, including chronic liver damage. In this work
we report the development of a novel electrochemical device for molecular
diagnosis of hepatitis Delta virus in the blood serum of infected patients, using
graphite electrodes functionalized with ethylenediamine and sensitized with a
specific DNA probe. The recognition of specific genomic RNA, by indirect
detection, was evaluated by Differential Pulse Voltammetry (DPV),
Electrochemical Spectroscopy Impedance (EIS) and Scanning Electron
Microscopy (SEM) and molecular docking. The genosensor was efficient in
detecting genomic RNA with a linear range from 9 copies mL""! to 3 x 108 copies
mL~" and presented a limit of detection of 9 copies mL~" which is more superior
than the standard method of detection better than the 10 copies mL™" limit of
reference method (real-time PCR). EIS analysis showed that the genosensor
resistance current increased exponentially with the concentration of the genomic
RNA target. This novel platform has advantages to its applicability in real
samples, such as good sensitivity, selectivity and low sample volume, thus
interesting for application in the diagnosis of hepatitis delta virus in blood serum.
Also, the ease of synthesis of the low-cost modification by drop-cast directly on
the electrode surface allows the translation of the platform to portable devices

which can be used at the point of care.

Keywords: hepatitis delta; diagnosis; genosensor; point-of-care;

biolectrode.

1. Introduction

Hepatitis Delta virus (HDV) is the third leading cause of viral liver disease
after hepatitis B (HBV) and hepatitis C virus (HCV) [1]. Three of his recent meta-
analyses estimated the number of her HBsAg carriers co-infected with this virus
worldwide to be between 12 million for women and 72 million for men [2-4].

Therefore, hepatitis Delta only occurs in people who have hepatitis B surface
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antigen (HBsAgQ) in their blood [2,5]. Transmission of HDV, like that of HBV, is by
skin trauma (from injections, tattoos) or contact with infected blood or blood
products [6].

The clinical course of HDV disease is more dangerous than HBV and HCV
disease [7]. According to the World Health Organization (WHQO), hepatitis delta
virus is the leading cause of chronic infection with hepatitis B virus worldwide, it
was estimated to affect nearly 5% of population. HDV co-infection may explain
one in five cases of liver disease and liver cancer in HBV-infected individuals.
WHO identified several geographic hotspots with high prevalence of HDV
infection, including Mongolia, Moldova, and countries in West and Central Africa
[8].

Hepatitis Delta virus infection, a chronic viral disease of the liver, is still
considered incurable due to the lack of effective treatment options. Peginterferon
alfa is the commonly recommended treatment for HDV infection. Treatment
should be continued for at least 48 weeks regardless of patient response [8,9].
Viruses tend to have low response rates to treatment. Without treatment, the risk
of developing advanced liver disease, cirrhosis, and hepatocellular carcinoma is
very high [10].

HDV infection is diagnosed by high levels of anti-HDV immunoglobulin G
(IgG) and immunoglobulin M (IgM) and confirmed by detection of HDV RNA in
serum. However, HDV diagnostics are not widely available and there is no
standardization for HDV RNA assays, which are used for monitoring response to
antiviral therapy [11].

One of the latest methods to detect pathogens is the development of
biosensors [12]. Among biosensors, electrochemical genosensors stand out as
sequence-specific of genetic materials (DNA and RNA) detection devices that
enable accurate identification of pathogens [13]. They offer superior advantages
compared to most analytical techniques due to their low cost, rapid results,
selectivity, ability to be miniaturized, simplicity of instrumentation and operation,
as it can also be used as a diagnostic point-of-care [14,15].

Electrochemical genosensors monitor RNA hybridization indirectly or
labeled through different electrochemical reactions of redox indicators that
interact specifically with single-stranded (ss) or double-stranded (ds) [16,17]. In

this study, a screen-printed carbon electrode modified with Ethylenediamine
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(EDA) was used so that it has coordination agent that possesses two amine
ligands [18], groups that have high affinity for the RNA strand [19].

Methyl orange (4-dimethylaminoazobensene- 4’-sulfonic acid salt,
C14H14N3NaO3S) is a well-known molecule that is widely used as one of the most
used dyes in the textile industry [20, 21]. It is also used as a pH indicator for
titration [22]. However, the potential of methyl orange as an electroactive
hybridization indicator and the bioinformatics related to its interaction with ssDNA
and dsDNA as applied to genosensor technology remain to be explored.

Therefore, in the current study, we report a novel and reusable
electrochemical genosensor capable of sensitive and selective detection of
Hepatitis D virus by differential pulse voltammetry and electrochemical
impedance spectroscopy. The genosensor showed remarkable regeneration
capacity, with 100% of its signal response maintained up to 80 days of storage
and high sensitivity. This innovative approach, which uses methyl orange as a
hybridization indicator, is an easy alternative to monitoring Hepatitis D virus RNA
compared to conventional techniques currently used.

2. Material and method

2.1 Chemicals and biomolecules

All chemicals were used without prior purification and presented analytical
grade. High purity water (18.2 MQ cm, Master System, Gehaka, Brazil) was used
to prepare solutions which were deoxygenated by bubbling ultra-pure nitrogen
before electrochemical measurements. Potassium chloride (99%, KCI) was
purchased from Neon. Sulfuric acid (98%, H2S04), Ka[Fe(CN)g] and Ks[Fe(CN)e¢]
were obtained from SigmaAldrich Chemical, USA (ACS purity). Dibasic sodium
phosphate (99%, Na2HPQO4) and monobasic sodium phosphate (99%, NaH2PO4)
were acquired from Synth. Ethylenediamine (EDA) (ACS reagent) was purchased
from Sigma Aldrich. Methyl orange was obtained from Merck. The Hepatitis C
virus (5’-CCCCTGTGAGGACTTCTGTCTTC-3’) and Hepatitis B virus (5'-
GAGGAGTTGGGGAGCACATT -3’) sequences was carefully designed using
the National Center for Biotechnology Information (NCBI) data bank. The HDV
probe sequence used was HDV1 (5’- GAGATGCCATGCCGACCCGAAGAG -3’)
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was purchased from Alpha DNA (Canada) and a stock solution (20 mmol L~ )
was prepared using deionized water. For selectivity tests, were used nucleic
acids from different organisms such Hepatitis C virus and Hepatitis B. 10 healthy
patients and 10 sick patients were obtained of the FIOCRUZ — RO and confirmed
by Real Time — PCR test (RT-PCR).

2.2 Molecular modeling and computational protocol

The initial conformation of the double-stranded DNA was created by
submitting the sequence to the proto-Nucleic-Acid Builder (pNAB) package [23].
Another initial structure was built with the Web 3DNA (w3DNA) server [24],
resulting in a similar initial helical conformation. The initial dsRNA structure was
used as input to the CHARMM-GUI web server [25] in order to create the
necessary files for the molecular dynamics step. Default parameters were used
over the biomolecule building steps: reading, solvating and setting up periodic
boundary conditions. Molecular dynamics was performed by running energy
minimization, equilibration and 10 ns production run in the GROMACS suite 5.1.4
[26]. The last conformation of the production run was conducted for the docking
studies. The FTMap web server [27] identified the druggable hot spots with DG33
nucleotide as the most probable ligand-binding center cavity. The docking
simulations of compound methyl orange against the dsRNA were executed with
the Genetic Optimization for Ligand Docking (GOLD) suit version 2022 [28]
following the previous published protocols from Kaiser da Silva, A. et al., 2022
and Souza, W. A. et al., 2022 [29]. Protein structures were visualized and
illustrated with PyMOL (https://pymol.org) and Proteinlmager [30]. ProteinsPlus
[31] web server identified the dsRNA-compound interactions.
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2.3 Production of genosensor and Hepatitis Delta gRNA detection

Construction of the electrochemical genosensor was carried out using the
steps following: Carbon screen-printed (SPCE), EDA deposition by drop casting,
HDV probe immobilization, gRNA target detection and electrochemical

transduction, as represented in scheme 1.

>
2%,
P T > P
)
SPCE/EDA Ty SPC@

Ca Potencial 1V va Ag
SPCE/EDA + HDV1 SPCE/EDA + gRNA HDV SPCE/EDA + gRNA HDV + MO DPV

Scheme 1 - Representative scheme of biosensor development

2.4 Development of electrochemical genosensor and HDV detection

Electrochemical preconditioning of the SPCE was performed using cyclic
voltammetry in H2SO4 (0.5 mol L™ ), 20 cycles with potential ranging from 0.0 V
to 0.8 V, 20 mV s™ '. The work area has been modified by the drop casting
method, thus 10 uL of EDA (1 mol L") dilution in ultrapure water was added to
the SPCE work area and transferred to an oven at 55°C for 30 minutes to dry.

Probe immobilization was carried out by dripping 5.0 yL of HDV1
(200 umol L', pH 7.4) and after 30 min, SPCE/HDV1 was immersed in
phosphate buffer saline (PBS) solution (0.1 mol L', pH 7.4), that non-adsorbed
capture probes are washed out. Hybridization procedure was performed by
dripping 5 pL of serum (1:10, V/V) enriched with HDV gRNA onto SPCE-Et/HDV1
surface and conditioned in 68°C for 20 min. Subsequently, SPCE/HDV1: gRNA
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was immersed in PBS solution (0.1 mol L™, pH 7.4) to wash unbound RNA from
the SPCE/HDV1 surface.

Indirect detection was carried out by adding 5 pL of methyl orange (0.125
mol L") onto SCPE /HDV1: gRNA surface. After 10 min at room temperature, the
unbounding methyl orange was removed using deionized water by immersion of
SCPE /HDV1: gRNA. Differential pulse voltammetry (DPV) was recorded with
potential ranging from 0.0 V to +0.8 V, modulation amplitude 30 mV, interval time
0.2 s, scan rate 30 mV s ~; interval time 0.2 s using an electrolyte PBS solution
(0.1 mol L™, pH 7.4).

The same technique was applied using potassium
ferrocyanide/ferricyanide solution (0.1 mmol L") with 0.1 mol L™" KCI, potential
range from —-0.2 to +0.5 V, scan rate of 40 mV s™', modulation amplitude 0.05 V,
step potential 0.008 V, modulation time 0.06 s and interval time 0.2 s, using
undiluted serum. Electrochemical impedance spectroscopy was conducted using
potassium ferrocyanide/ferricyanide solution (5 mmol L") with 0.1 mol L™ KClI,
open circuit potential, frequencies ranging from 100 kHz to 10 mHz, amplitude 10
mV.

2.5 Selectivity, regeneration, and stability assays

In order to evaluate the selectivity of the genosensor, human serum
sample (1:10, V/V) was enriched with nucleic acids from Hepatitis B and Hepatitis
C at the same concentration of the positive sample (150 umol L™, pH = 7.4) and
added into SPCE/HDV1 surface. Regeneration studies was cared out, SPCE
/HDV1 of hepatitis D was washed in PBS solution, pH 7.4, by immersion for 7 s.
Subsequently, in order to de-hybridize hepatitis D gRNA from SPCE/HDV1, the
surface was immersed in water at 90°C for 5 min. This procedure was repeated
5 times. After, DPV analysis was conducted using methyl orange as an indicator.
The stability of the genosensor was evaluated by maintaining SPCE /HDV1
bioelectrodes at 8°C for 80 days. Then, electrochemical response was evaluated
up to 80 days of storage. For selectivity, regeneration and stability assays, DPV
was performed in a PBS solution (0.1 mol L™, pH 7.4) and the reduction peak of

methyl orange was monitored.

41



2.6 Morphological characterization

Surface analysis of the biosensor was acquired with a Shimadzu SPM-
9600 atomic force microscope, using silicon cantilevers with constant force 10-
130 Nm™" and resonant frequency of 204-497 kHz. Measurements were
performed in non-contact mode, using undiluted sera and by scanning electron

microscopy (SEM) on an EVO MA10 Zeiss microscope.

2.7 Data presentation

Arithmetic means + standard deviations are shown for numbers performed
in triplicate measurements. Histogram plots and voltammograms were drawn with
Origin 8 after baseline subtraction.

3. Results and discussion

3.1 Morphological and electrochemical characterization of the
SPCE/EDA

SPCE with an amino functional group becomes covalently bound to the
electrode surface via EDA. We have chosen EDA because it is a small planar key
compound with two -NH2 groups symmetrically distributed on each plane. The
formation of the amine functional group relies on the strong electrostatic attraction
(1r-11 interaction) between the nitrogen atoms of the amine and the carbon atoms
of the SPCE [32].

As demonstrated in Fig. 1, SEM and AFM images of the working electrode
without EDA drop-casting and the working electrode with EDA drop-casting.
Printed carbon electrodes usually have rough texture due to ink constituents, as
can be observed in the morphology in SEM images (Fig. 1A and 1C). The
roughness coefficient of the bare SPCE (Rq = 24,3 £ 6,9 nm) as shown in Fig.
1A. The addition of EDA promotes an increase in roughness (Rq = 31,4 £7,8 nm),
Fig. 1C, this morphology also was observed by MEV as indicated in Fig 1D. The
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increase in the surface area is corroborated by obtained electrochemical results,
which showed an increase in the current value and a decrease in the charge
transfer resistance after EDA drop cast. Also, the surface area increase
contributing to the electrochemical reaction onto SPCE modified.

Fig. 1 - Atomic Force and Scanning Electron Microscopies (AFM) and
Scanning Electron Microscopy (SEM) of the working area of the bare
SPCE electrode (A, C) and modified with EDA (B,D).

3.1.2 Electrochemical characterization of the SPCE/EDA platform

The electrochemical properties of the ethylenediamine coated SPCE were
evaluated by electrochemical approach using cyclic voltammetry and EIS in
ferro/ferricyanide solution according to Fig. 2.

Fig. 2A showed that for bare SPCE, the oxidation potential
of ferrocyanide was the highest measured (0.258 + 0.026 V), while the anodic
peak current was the lowest (82 + 3.62 pA). After the modification of SPCE with
ethylenediamine, a decrease in the oxidation potential (0.187 +0.019 V) and an
increase in anodic peak current (159.12 + 12.28 pA) were recorded, indicating a
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more facile oxidation of ferrocyanide, and improved charge-transport properties.
These data support the capability of ethylenediamine to promote the
electrocatalytic redox reactions on the electrode, due to its higher conductivity.
Charge transfer resistance was 20 times higher when compared to bare SPCE
(45.15 +4.07 kQ and 928.23 *+ 10.19 Q) respectively, Fig. 2B.
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Fig. 2 - Electrochemical characterization of the modified platform
construction steps: (A) cyclic voltammograms of the bare screen-printed carbon
electrode (bare SPCE) and SPCE modified with ethylenediamine (SPCE/EDA).
(B) Nyquist plots obtained by EIS analysis; inset 1: equivalent Randles circuit,
where Rs, Rct, W, and CPE represent the solution resistance, the charge-transfer
resistance, the Warburg diffusion resistance. Nyquist plots obtained by EIS; inset:
Randles circuit. Electrolyte: PBS (10 mmol L™), containing KsFe(CN)s] and
Ks[Fe(CN)g] (1 mmol L™"). CV parameters: potential range from -0.5 to +0.8 V,
50 mV s™'. EIS parameters: frequency range from 10000 Hz to 0.1 Hz, potential
applied 0.12 V, amplitude 10 mV. SWV parameters: potential range from 0 V to
+0.4 V, amplitude 25 mV, increment 4 mV, frequency 15 Hz. (C) Charge transfer

resistance of bare SPCE and SPCE modified with ethylenediamine (SPCE/EDA).

3.2 Analytical performance of genosensor

Efficient DNA probe immobilization on the electrode surface plays an
important role in the overall performance of genosensors [33]. The probe
orientation onto platform and its optimal concentration are relevant parameters

for achieving high-quality biosensors [12]. Fig. 3 shows the comparison between
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the HDV 1 probe and gRNA of HDV target (HDV gRNA), using the differential
pulse voltammetry technique.
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Fig. 3 - Differential Pulse Voltammetry (A) and bar chat obtained from DPV
of Aip versus HDV probe and gRNA HDV target (B). DPV was recorded in PBS
solution (0.1 mol L', pH 7.4); potential sweep from 0 V to +0.8 V; scan rate 50
mV s'; current modulation amplitude 30 mV; interval time 0.2 s. The reduction
peak of the methyl orange was monitored in all experiments.

In Fig. 3A and 3B demonstrates through the DPV technique that the
detection of the HDV target, using the MO reduction peak as indicator is greater
than the probe being the HDV target was detected at Aip=199.43 pA + 5.20 pA
while the probe at Aip =21.17 yA £ 0.26 yA, about 80%, in + 0.2V vs. Ag/AgCI/CI
(KCI 3 mol L") was considered, which can be attributed to the reduction process
of MO. This difference, we can consider that MO was retained on the surface due
to the presence of the hybridized product.

3.3 Calibration curve with real samples

Hepatitis Delta is often identified in serum samples from contaminated
patients [34,35]. In this study, a human serum sample (1:10, V/V) was enriched
with different concentrations of HDV gRNA and a calibration curve was
constructed to evaluate the sensitivity of the genosensor. Indirect detection was
carried out by DPV, monitoring methyl orange reduction peak as presented in
Fig. 4.
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Fig. 4 — Electrochemical response for indirect detection of HDV gRNA
added to the serum (1:10, V/V) at different concentrations monitoring MO
reduction peak (A) and the calibration curve construction (B). Differential pulse
voltammograms recorded in PBS solution (0.1 mol L™, pH 7.4), in absence or
presence of target analyte, varying its concentration (289.041 copies mL"' to
3.500 copies mL""). Conditions: potential scan from 0 to +0.8 V; scan rate 30 mV
s ~'; modulation amplitude 30 mV; interval time 0.2 s.

The methyl orange indicator was used in order to monitor the duplex
formation (HDV1 probe: HDV gRNA) presented an increase in the reduction peak
Ep = +0.2 V vs (Ag/AgCl in KCI 3.0 mol L") with the amount of HDV gRNA
(SPCE/EDA/HDV1: HDV gRNA) in serum sample, according to Fig. 4A and 4B.
This indicator has greater affinity with HDV1 probe: HDV gRNA when compared
with HDV1 probe. This behavior is also observed in other hybridization indicators,
such as ethidium bromide (36Castro et al., 2014), Anthraquinone-2-sulfonic acid
monohydrate sodium salt (AQMS) (Ali et al., 2023) and ruthenium(lll) hexammine
(Simon & Gyurcsanyi, 2019) which present high costs and toxicity (Rashid and
Yusof, 2017).The genosensor presented a range linear from 9 copies mL~" to
303.469 copies mL~' and Aip (puA) = 60 + 4.7.10° x with R? = 0.996. The limit of
detection was 9 copies mL~", which is better than the value of reference method,
RT-PCR de 142 copies mL" (da Silva Queiroz, J. A et al., 2023.)
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3.4 Specificity Assay in Real Biological

To demonstrate the practical application of the genosensor, serum
samples of 10 healthy patients and 10 sick patients were tested (Fig. 5).
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Fig. 5 - Bar chart of current values of the orange methyl reduction for the
healthy patient and patients with HDV (A). Response for HDV detection by RT-
PCR and genosensor of healthy patients and HDV patients (B). Conditions: 0.10
mol L™" phosphate buffer, pH 7.4. Modulation amplitude: 25 mV. Pulse interval:
0.2s.

Patients with HDV were detected with a current range of 235 pA to 60.015
WA, referring to a viral load of 3.373,670 copies mL™' and 340 copies mL",
respectively, while all healthy patients obtained a detected current range of 24.58
MA to 21.02 pA (Fig. 5 A). As seen in Fig. 5, when comparing the results with
different techniques (RT-PCR and Genosensor), they obtained the same results,
so both diagnostic techniques detected all HDV-positive patients and all healthy
patients (HDV-negative).

Considering all the results described above, it certainly supports the
conclusion that the genosensor developed demonstrates potential applicability
for qualitative screening of HDV detection and advantages including (i) a small
sample volume (5 pL), (ii) no requirements of a PCR kit, which substantially
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reduced the overall number of steps and cost, (iii) no qualified professionals are
needed for the test, so that handling is very easy to understand and practice, (iv)
a compact device that enables it to be used remotely outside the realm of a
laboratory, (v) technique is faster, taking around 30 minutes for the result, while
RT-PCR can take up to 2 hours and (vi) a configuration that allows it to be safely
disposed and prevents exposure to the environment.

3.5 Selectivity, regeneration, and stability assays

Parameters such as selectivity, regeneration and stability were evaluated
by indirect detection, monitoring the current response of methyl orange reduction
peak (Fig. 6).
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Fig 6. Differential pulse voltammograms (A) and histogram (B) of current
value for the detection of HDV gRNA and non-specific targets: Hepatitis B and
Hepatitis C. Relation between ip and regeneration rounds (C). Relation between
ip and storage time of the genosensor (D). DPV was recorded in PBS solution
(0.1 mol L™, pH 7.4); potential scan from 0 V to +0.4 V; scan rate 30 mV s ~';
modulation amplitude 30 mV; interval time 0.2 s. Methyl orange reduction peak

was monitored in all experiments.
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The genosensor was used with genes from non-target pathogens which
are also found in serum such as hepatitis B DNA [36], hepatitis C RNA [37-39] at
the same concentration of HDV gRNA (150 pmol L™"). The genosensor was able
to distinguish all non-specific pathogens, being HDV gRNA, HBV gDNA, HCV
gRNA with ip = 246 + 2.6 pA, 21.1 £ 1.5 pA and 25 + 2.1 YA, respectively (Fig.
6A).

HDV is detected by quantitative real-time PCR [40,41]. However, RT-PCR
is a laborious operational procedure which presents some challenges towards a
point-of-care diagnosis, including high cost and unstable results [42]. This a first
genosensor for the detection of HDV gRNA, in serum samples, using methyl
orange as hybridization indicator. In this work. The developed genosensor
showed superior features such as linear range, rapid response and small amount
of sample required.

3.6 Computational analysis of methyl orange in complex with RNA

Theoretical analyzes were conducted in order to evaluate the interactions
between methyl orange and HDV dsRNA with the results presented in Fig 7. The
first step was to model the dsDNA with the pNAB software4, producing the left
structure in Fig. 7A. This structure was simulated by the molecular dynamic
technique during the time of 10 ns. Fig. 7A shows the total energy and the radius
of gyration (Rg) of the dsRNA monitored along time. The RNA extended
conformation showed to be reasonably stable over the 10 ns-run with average
Rg=2.4 nmand energy of 1.55x106 kJ/mol. These average values are consistent

with the theoretical results of the dsDNA genosensor previously simulated.
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Fig. 7 - Molecular modeling and computational analyses of the interaction
between methyl orange and RNA. (A) The modeled and simulated dsDNA
structures. It is also shown in (A) the total energy and the radius of gyration (Rg)
as a function of the simulated time evaluated by the molecular dynamics protocol.
(B) Molecular docking of the methyl orange (cyan) bound with the simulated final
DNA conformation produced by the simulations in (A). It is shown in (B) the DNA-
compound interactions in surface representation (left) and in two-dimensional
projection (right). Hydrophobic interactions with DNA are shown in green and
hydrogen bonds in yellow.

The next step was to perform molecular docking simulations between the
final RNA conformation produced by molecular dynamics with the hybridization
agent methyl orange. Fig. 7B displays the best ranked conformation of the
dsRNA-methyl orange complex in surface representation (left) and in two-
dimensional projection (right). ProteinsPlus13 web server identified 5 empty
cavities over the dsRNA surface; however, the cavity around the DG33 nucleotide
was identified by FTMap8 as the most probable druggable hot spot and, thus, it
resulted in the ligand-binding center cavity. Fig. 7B shows that methyl orange is
probable located in a RNA minor groove rich in C-G nucleotides. The
hybridization indicator was bound via hydrogen interactions with nucleotides
DC16, DC18 and DC30 and hydrophobic interactions with DG14. The binding
energy of the best ranked complex was -18.4 kcal/mol, estimated by the
ChemScore function of GOLD9. This binding energy is consistent with previous

estimates of druggable compounds interactions between enzymes, obtained by
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GOLD fitness functions14, and DNA, calculated in a semiempirical quantum
level15.

The theoretical study suggests that the hybridization agent is favorably
bound in a cavity over the DNA surface with a reasonable binding energy. This is
in agreement with the experimental electrochemical detection of HDV by methyl
orange monitoring, which presents this compound as a new hybridization
indicator. The results obtained are compatible with other previously published
works [43-45].

4. Conclusion

The genosensor was efficient in detecting genomic RNA with high
sensitivity, good reproducibility, detection limit better than a reference method
used without the need for prior purification of the sample real. The analytical
features of biosensor were evaluated and presented a linear response from 9
copies mL" to 3.373,670 copies mL" of gRNA in serum (1:10, V/V) capable of
detecting up to 9 copies mL™'. This novel platform also has a short assay time,
and the ease of synthesis of the low-cost. The electrode surface allows the
translation of the platform to portable devices. The agreement of the results
obtained with the different techniques utilized indicates a promising application of
the genosensor developed for the HVD point-of-care diagnosis.
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Dispositivo com plataforma transparente para deteccao colorimétrica e
optica de hepatite D

Campo da Invencao

A hepatite delta, ou hepatite D (HD) é causada pelo virus da hepatite delta
(HDV), um virus de RNA que requer uma fung¢ao auxiliar obrigatéria do virus da
hepatite B (HBV) para sua transmisséao in vivo. O HDV pode ser transmitido
apenas na presenca da infeccao por HBV, resultando em dois tipos de infeccao:
coinfecgdo (infeccdo simultdnea de um individuo com HBV e HDV) ou
superinfeccao (individuo cronicamente infectado com HBV) (Farci, P. J. Hepatol.
v. 39, p. S212-5219, 2003). Com um genoma de RNA circular contendo 1700
bases, o HDV é o menor agente infeccioso conhecido (Rizzetto, M. et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. v. 77, p. 6124—6128, 1980).

O virion HDV é uma particula de aproximadamente 36 nm, que apresenta
RNA HDV e o antigeno da hepatite delta (AgHD), seu RNA é uma fita simples,
circular e pequeno (1700 nucleotideos) (Taylor, J. M. Virology. v. 344, p. 71-76,
2006). A replicacédo do RNA do HDV ¢ através de um “modelo de circulo duplo”
em que a fita genémica é replicada por uma polimerase de um hospedeiro, no
caso o HBV, para produzir uma estrutura linear multimérica que se autocatalitica
em monOmeros lineares que esta ligado a progénie viral circular do RNA do HDV
(Wedemeyer, H. and Manns, M. P. Nat. Rev. Gastroenterol. Hepatol. v. 7, p. 31—
40, 2010).

Ao ocorrer uma coinfecgdo viral entre o HBV e HDV esta associada a
diversos modos de inibicdo da replicacao viral (Raimondo, G. et al., Hepatology.
v. 43, p. 100-107, 2006). Nesta coinfeccdo, o HDV é capaz de suprimir a
replicagdo do HBV (Raimondo, G. et al., Hepatology. v. 43, p. 100-107, 2006;
Jardi, R. et al., Hepatology. v. 34, p. 404-410, 2001; Sagnelli, E. et al.,
Hepatology. v. 32, p. 1106-1110, 2000; Colombo, P. et al., J. Hepatol. v. 12, p.
64-69, 1991). De maneira que entre 70-90% dos pacientes com hepatite delta
apresentam AgHB negativos ou com baixos niveis séricos do DNA do HBV.

No Brasil a hepatite delta apresenta indices de prevaléncia altos
sobretudo na Bacia Amazénica, de maneira que cerca de 41% e 27% dos casos
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notificados no pais sdo centrados nos estados do Amazonas e Acre,
respectivamente. No ultimo censo, verificou-se que entre 1999 e 2019, foram
notificados 4156 casos confirmados de hepatite delta no Brasil, sendo que a
grande ocorréncia ocorreu na regiao Norte, com 74,9% dos casos notificados.
As regioes Sudeste, Sul, Nordeste e Centro-Oeste abrangeram 10,3%, 5,9%,
5,5% e 3,4% dos casos, respectivamente. Em 2019, foram notificados 175 casos
no pais, sendo 104 (71,7%) na regiao Norte (Boletim hepatites virais, Ministério
da Saude, 2020)

As formas de transmissdo podem ser por meio de relagdes sexuais sem
preservativo com uma pessoa infectada, da mae infectada durante a gestacao e
parto; compartiihamento de material para uso de drogas (seringas, agulhas,
cachimbos), compartilhamento de materiais de higiene pessoal (laminas de
barbear e depilar,escovas de dente, alicates de unha ou outros objetos que furam
ou cortam), na confeccao de tatuagem e colocacao de piercings, procedimentos
odontolégicos ou cirdrgicos que nao atendam as normas de biosseguranca, por
contato préximo de pessoa a pessoa (cortes, feridas e solucdes de continuidade)
e através de transfusdes de sangue (Boletim hepatites virais, Ministério da
Saude, 2020).

Os sintomas da infeccdo pelo HDV sao brandos, como nausea, dor
abdominal, pele e olhos amarelos e fadiga, isto posto muitos pacientes ignoram
esses sintomas o que agrava a infecgao pelo seu corpo, gerando complicagées
de saude severas. Considerando que a hepatite delta crdnica € a forma mais
grave de hepatite viral cronica, com evolucao rdpida para cirrose e um risco alto
para carcinoma hepatocelular (CHC), descompensacéao, e morte (Fattovich, G.
et al., Infect. Dis. v. 155, p. 931-935, 1987).

A hepatite delta é a unica da familia das hepatites que ndo possui
tratamento estabelecido, contudo, varios procedimentos terapéuticos podem ser
empregados. O monitoramento regular da infeccdo por HDV é importante pois
existem diferentes padrdes de virus que estdo associados com resultados
clinicos diferentes e requerem estratégias de tratamento diferentes, logo
precisam ser adaptados durante 0 acompanhamento do paciente.

Portanto, o monitoramento, o diagnéstico rapido, acurado e point-of-care
para HDV é imprescindivel para evitar o agravamento dessa infec¢ao, assim

61



como promover uma melhora na prevencgao e no controle nas areas endémicas,
sobretudo na regiao norte do Brasil.

Atualmente, os métodos para os diagnésticos de HDV consistem,
principalmente, na em técnicas moleculares que utilizam a amplificacdo de DNA,
como por exemplo, reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e entre outros, os
quais estao presentes nas invencoes: CN1515689A, US20160032411A1,
ES2282823T3, EP3055426B1. Além disso, imunoensaios sao utilizados, como
por exemplo ELISA e entre outros, os quais sdo apresentados nas seguintes
invencoes: JPH0848694A, US10416161B2, AT100857T US20150111767A1,
US5445932A, W02019219840A1, US20150111767A1, WO2019219840A1 e
US20150111767A1.  As metodologias apresentadas possuem inumeras
desvantagens, como: manuseio laborioso, equipamentos essenciais de alto
custo e necessidade de profissionais altamente especializados para realizar
técnicas complexas. Nesse sentido, como alternativa temos os biossensores.

Os biossensores consistem em um dispositivo que por meio de reacoes
bioguimicas podendo ser mediadas por enzimas, anticorpos, células e DNA para
identificar compostos quimicos geralmente por sinais elétricos, térmicos,
colorimétricos ou opticos (IUPAC. Compendium of Chemical Terminology, 2nd
ed. (the "Gold Book"). Os genossensores colorimétricos e 6pticos se destacam
pois promovem uma detecgado acurada por ensaios colorimétricos, resultado a
olho nu, e Opticos, resposta por meio da absorbancia. Esses genossensores
focam na sequéncia especifica do DNA de diversos organismos, neste caso,
HDV (Nejati, K., et al., Journal of Cluster Science, 2021). Eles apresentam
inumeras vantagens, tais como: baixo custo, resultados rapidos, seletividade,
capacidade de miniaturizacdo, simplicidade instrumental e operacional em
relacdo a maioria das técnicas analiticas, possibilitando o diagnostico point-of-
care (Suhito, I. R., et al., Biomedicines, v. 9(1), p. 15, 2021).

O dispositivo dessa invencdo € composto por uma plataforma
transparente e uma molécula de fita simples de DNA (HDV1) correspondente a
uma regiao altamente especifica do HDV. A detec¢éo sera colorimétrica, ou seja,
capaz de ver o resultado a olho nu, e também éptica, o qual analisa as amostras
e a absorbancia promovida entre indicador e a dupla fita de DNA. Detec¢éo do
material genético em concentra¢des baixas, mostrando-se como uma 6tima

opcao em relacdo aos métodos tradicionais. Portanto, o dispositivo desenvolvido
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se apresenta com um genossensor de baixo custo, especifico para hepatite
delta, sensivel com uma faixa linear e baixo limite de detecgéo, especifico para
hepatite delta.

Descricao e detalhamento dos componentes da invencao

Nesta invencado, todos os reagentes utilizados apresentavam grau
analitico. Para desenvolver este dispositivo, colorimétrico e 6ptico foram
utilizados como materiais: impressora a laser, folha de acetato de celulose (AC),
DMSO, Et (1M), agua deionizada, tampao fosfato (TF) (0,1 M, pH 7,4), alcool
isopropanol, alcool etanol 70%, brometo de etidio (BE) (10 mg / mL) e os
oligonucleotideos:

HDV1: 5-GAGATGCCATGCCGACCCGAAGAG-%

HDV2: 5-CTCTTCGGGTCGGCATGGCATCTC-3’
HCV2: 5-CCCCTGTGAGGACTTCTGTCTTC-3’

HBV2: 5-GAGGAGTTGGGGAGCACATT-3’

Norte brasil, norte do brasil hdv come o viado, onde come o viado, viado
transmite o virus? Como é a via de transmissdo -comida cag, sangue,

monitoramento ambiental

Assim como soro humano, estufa seca, camara escura com luz
ultravioleta acoplada, camera fotografica, programa para quantificar a emissao
absorbancia (Abs) de onda do BE. Para verificar a morfologia e as mudangas na
superficie da plataforma foi utilizado o Microscépio de Varredura por Sonda no
modo DFM (dynamic force microscopy).

Primeiramente, foi desenvolvido o design da plataforma, pelo software
Adobe Photoshop, esse design foi produzido com o fim de auxiliar e guiar a
pessoa que manuseia o dispositivo. De modo que esse desenho contém 6 areas
de trabalho circulares, onde serdo realizadas as reagbes de imobilizacdo e
hibridizacdo da sonda HDV1 e do alvo HDV2. Esse software pode ser substituido
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por CorelDraw, Adobe lllustrator, Microsoft Powerpoint, Microsoft Word,
Microsoft Paint, Pixlr, GIMP, Procreate, Krita, Clip studio paint, Autocad e Paint
Tool SAI.

A descontaminacao da folha AC foi feita com alcool 70%, seguida pela
impressao a laser do desenho da plataforma na folha A4 de AC, na qual foi
possivel recortar cada plataforma da folha A4 AC usando uma tesoura,
separando cada plataforma delimitada pelo design. Sendo que a folha de AC
pode ser substituida por polimetilmetacrilato (PMMA), policloreto de vinila (PVC),
policarbonato e polipropileno. A folha de AC foi escolhida como base do
dispositivo, por ser de baixo custo, folna de AC do tamanho A4, de modo que
cada A4 resulta em 30 plataformas, assim cada base de AC do dispositivo tera
um baixo custo. Além disso, a folha de AC é facilmente encontrada, apresenta
uma grande transparéncia, a qual permite observar se a plataforma esta
contaminada, suja ou marcada com algo, e a transparéncia do AC nao interfere

na observacao do resultado a olho nu e nem na leitura da Abs.

Para a modificagdo da plataforma, foram utilizados DMSO e Et. De
maneira que o Et 1 M, foi homogeneizado em DMSO (99,9%), seguida a folha
de AC recortada foi transferida para essa solucao durante 15 minutos, logo apés
a mesma folha de AC foi mergulhada em alcool isopropilico para ativar os grupos
aminos adicionados pelo Et na plataforma. Apds a modificacdo da folha de
acetato de celulose (ACM), ela foi mantida em repouso overnight em temperatura
ambiente para secagem. A reacdo do Et com DMSO na superficie, promovida
pelo grupo SN2, resulta em uma pequena molécula, uma amida (-CO — NH —
CH2 — CH2 — NH2) ligada ao grupo, sendo este complexo depositado na
superficie da plataforma. Essa modificacado pode ser substituida por polimeros e
mondmeros organicos e inorganicos, polimeros e monémeros condutores e ndo

condutores e nanocompdsitos.

Para continuar o desenvolvimento do dispositivo ou biossensor, foi
adicionado 10* M da sonda de HDV1, nas areas de trabalho circulares
delimitadas pelo design. A sonda foi mantida durante 2 horas em temperatura
ambiente para imobiliza¢ao via adsorcao fisica. Ha outros tipos de imobilizacbes
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de sonda que podem ser utilizados, como: aprisionamento ou ocluséo, ligacéao

cruzada e ligacao covalente.

Com a finalidade de certificar que a plataforma com a sonda imobilizada
(ACM/ HDV1) reconhecera o oligonucleotideos do alvo (HDV2) e para simular o
maximo possivel de sistemas reais, foi gotejado 10* M do alvo complementar
HDV2 em cada area de trabalho em amostra o soro (diluido 10x Volume / Volume
em TF) de um paciente saudavel enriquecido com HDV2, logo a plataforma foi
acondicionada em um recipiente umido hermeticamente fechado por 1 hora a
68°C. Seguidamente, a plataforma foi lavada com TF para remover o0s
oligonucleotideos nao hibridizados e, realizada a deteccao visual, ou seja,
qualitativa do resultado, de modo que foi adicionado 10 uL BE em cada area de
trabalho sobre protecédo da luz durante 15 minutos.

Apos 2 lavagens em imersao por 5 segundos cada da plataforma com
agua deionizada, gotejou 20 uL de 4gua deionizada em cada area de trabalho e
transferiu a plataforma para uma camara escura com luz ultravioleta. De maneira
que quando o alvo (HDV?2) hibridiza com a sonda (HDV1), o BE se intercala entre
as bases nitrogenadas desse complexo, levando a emissao de fluorescéncia,
visualizada como uma cor rosa forte em luz ultravioleta, sendo possivel observar
ao olho nu. Considerando que o BE pode ser substituido por: SYBR Green |,
4',6'-diamino-2-fenilindol (DAPI), lodeto de Propideo, azul de metileno e Hoechst.
Além disso, foi realizado o ensaio de interferéncia para observar o resultado com
o soro humano saudavel enriquecido com amostra HDV2 apresentando ou néo
alteracbes significativas ao se comparar com as detecgbes das amostras
purificadas.

Para os testes de especificidade do dispositivo, onde avalia se ele é capaz
de discriminar o HDV2 de outras moléculas presentes em uma amostra
complexa. Dessa forma, foi adicionado em soro humano (diluido 10x em TF), os
oligonucleotideos do HCV e HBV. Assim, em cada area de trabalho foi gotejado
10 pL de HCV (10* M) em uma plataforma e HBV (10* M) em outra, na
sequéncia foi seguido o mesmo protocolo do HDV2, em que as plataformas
foram acondicionadas em um recipiente umido hermeticamente fechado por 1

hora a 68°C, seguida pela lavagem da plataforma e adicdo do BE para a
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revelagdo do resultado com a emissao de fluorescéncia sob a luz ultravioleta e
com a leitura da Abs emitida do mesmo em 560 nm, onde foi verificado a
formacao do duplex HDV1:HDV2.

A concentracdo de sonda HDV1 foi otimizada, utilizando como alvo
complementar os oligonucleotideos HDV2 em solugdo TF para diferentes
concentracdes de sonda HDV1 (10 a 10° M). Findada a otimizagio da sonda,
foi construido uma curva de calibracao utilizando-se como amostra o soro de um
paciente saudavel enriquecido com diferentes concentracées do HDV2, por meio
do valor da Abs do emitido pelo indicador BE. O soro pode ser substituido por
outros tipos de amostras biolégicas como plasma e sangue. Posto que foi
adicionado BE para se obter a revelagdo do resultado quantitativo e qualitativo,
o qual tem como caracteristica principal, sua capacidade de intercalar entre os
pares de base do DNA, tornando possivel a sua visualizagdo através da emissao
de fluorescéncia.

Com esse dispositivo desenvolvido nesta invencao é possivel visualizar a
olho nu o resultado qualitativo, ou seja, se a amostra é positiva (fluorescéncia
rosa forte) ou negativa (sem coloracido). Considerando que em amostras
negativas ndo ha hibridizagdo do DNA, logo ndo havera pares de bases

nitrogenadas para o BE intercalar.

Exemplos de preparo

Exemplo de preparo 1: Desenho e impressao da plataforma

Com aintencao de guiar o responsavel por realizar o diagnéstico de HDV,
foi desenvolvido um design da plataforma do dispositivo, onde € delimitada as
areas de trabalho, local este onde sera depositado o soro do paciente para o
teste. Para isso, criou-se o desenho no programa Adobe Photoshop, sendo que
o design da plataforma contém as seguintes dimensdes: 5 cm altura x 3 cm
largura, e as 6 areas de trabalho circulares nomeadas de A, B, C, D, E, F,com
didmetro de 0,5 cm, como ilustrado na FIGURA 2. Em cada é&rea de trabalho

possui dimensao suficiente para uma gota de até 20 pL. Ap6s concretizado o
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design, é realizada a sua impressao na folha de AC. Antes dessa etapa, a folha
de AC é higienizada com alcool 70% para remover qualquer contaminacao que
possa existir em sua superficie. Posteriormente, a impressao da plataforma é
realizada em impressora a laser. Seguida pelo corte, utilizando uma tesoura, de
cada plataforma delimitada pelo desenho impresso. Visto isso, com apenas uma
impressdao em uma folha A4 de acetato de celulose, € possivel se obter até 30

plataformas para a producao do dispositivo.

Exemplo de preparo 2: Modificacdao da superficie da plataforma de
acetato de celulose

Antes da modificacdo quimica, € necessario realizar uma segunda
limpeza com alcool 70% por 5 minutos, em temperatura ambiente no
ultrasonicador a fim de retirar qualquer contaminacdo que esteja em sua
superficie. Logo em seguida, ela é seca em nitrogénio No. Como a plataforma é
constituida de AC, implementa-se uma mudanca quimica em sua superficie para
que os oligonucleotideos sonda e alvo do HDV, tenha grupos quimicos que
auxiliam a sua imobilizagéo e estabilidade. Assim sendo, foi utilizado o Et (1 M)
para adicionar terminal amina na superficie da plataforma, para isso elas foram
imersas em uma solucdo de Et (1 M) em DMSO durante 15 minutos em
temperatura ambiente, sob agitacdo leve e constante. Seguidamente, a
plataforma modificada com amina foi lavada com isopropanol e seco com No,
como ilustrado na FIGURA 1.

Exemplo de preparo 3: Imobilizacao da sonda HDV1 na superficie da
plataforma de acetato de celulose modificada (ACM)

A imobilizagdo da sonda HDV1 sobre as areas de trabalho da plataforma
modificada, gotejou 10 uL desta sonda na concentragdo de 10* M (diluida em
TF). Acondicionou-se a plataforma em um recipiente hermeticamente fechado
durante 2 horas, em temperatura ambiente, a fim de manter solugdo com a sonda

de DNA em volume constante na superficie. A imobilizacao da sonda acontece
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por meio de adsorc¢ao fisica, devido aos grupamentos aminos disponiveis para a
sonda, a qual possibilita uma interacao efetiva entre a superficie da plataforma
ACM com a sonda de DNA. Em seguida, as areas de trabalho foram lavadas por
imersdao em solucdo TF por 5 segundos com o objetivo de eliminar os

oligonucleotideos ndo imobilizados na superficie.

Exemplo de preparo 4:Hibridizacao da sonda HDV1 e alvo
complementar HDV2

Para certificar que o biossensor esta apto a reconhecer a sonda, foi
adicionado 10 uL de oligonucleotideo do alvo HDV2 na concentragéo de 104 M
(diluido em TF) nas areas de trabalho plataforma ACM ja imobilizada com a
sonda (ACM/ HDV1). Logo, acondicionou-se a plataforma em uma camara tmida
hermeticamente fechada durante 1 hora a 68°C, temperatura o6tima de
hibridizacdo do HDV2.

Exemplo de preparo 5: Deteccao colorimétrica e optica do HDV
utilizando o brometo de etidio

Posteriormente a hibridagdo de HDV1:HDV2, é realizada a revelagéao do
resultado qualitativo, ou seja, se a amostra € positiva ou negativa para hepatite
delta. Para tanto, ao retirar a plataforma da camara Umida, cada area de trabalho
€ lavada por meio de imersdo em TF por 5 segundos e em seguida é gotejado
10 uL de BE, logo depois a plataforma é reservada sobre a prote¢cao da luz
durante 15 minutos. Em seguida, cada area de trabalho da plataforma é lavada
por meio de imersdo em agua deionizada por 5 segundos, a fim de retirar
qualquer material genético e BE n&o ligado a superficie. Dessa forma, é
observado que em cada area de trabalho se encontra com a coloragao do BE,
vermelho. Considerando que o BE tem afinidade pelas duplas fitas de DNA, se
intercalando entre elas, logo quando o alvo se hibridiza com a sonda imobilizada,
o BE ira se intercalar entre as bases nitrogenadas do HDV1/HDV2.
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Para visualizag&o do resultado, é gotejado 20 yL de agua deionizada em
cada area de trabalho, em seguida a plataforma é movida para uma camara de
luz ultravioleta, onde é possivel observar a emissdo da fluorescéncia do BE
intercalado no duplex HDV1:HDV2, a qual se apresenta numa coloracéo rosa
forte, revelando um resultado positivo para hepatite delta, como observado na
FIGURA 3A. Isto posto, é possivel obter um diagndstico colorimétrico e 6ptico,
por meio da observacao da emissao de fluorescéncia do BE, de forma que ao
entrar em contato com o DNA do HDV hibridizado emitira uma coloracéao distinta.
Ao contrario, ou seja, quando ndao havera material genético reconhecido pela
sonda imobilizada na plataforma, logo néo existem bases nitrogenadas para o
BE se intercalar, de maneira que sera descartado quando a plataforma é lavada

com a agua deionizada, e assim nao havendo emissao de fluorescéncia alguma.

A analise optica, foi através da leitura da Abs do BE em 560 nm, em que
com uma camera fotogréafica de alta resolugéo, acoplada em um filtro que isola
o comprimento de onda especifico do BE. Posteriormente, foi realizada a
quantificacdo do material genético, através de um codigo de programacao
homebuilt em Matlab para determinar o valor do coeficiente de absorcao éptica.
Através desta avaliacao, é possivel obter um valor que quantifica a concentracao
do DNA do HDV presente na amostra.

Exemplo de preparo 6: Estudo de interferéncia em amostras
bioldgicas

No estudo de interferéncia foi utilizado soro humano saudavel diluido (10x
em TF) como amostra biolégica, sendo que neste ensaio verifica-se se o
resultado com o soro enriquecido com amostra alvo HDV2 na concentragdo 104
M, apresenta ou ndo alteragdes significativas ao se comparar com as detecgdes
feitas em amostras purificadas. Dessa forma, foi adicionado 10 pL do alvo em
soro na plataforma ACM/ HDV1 em todas as seis areas de trabalho.
Imediatamente, acondicionou-se a plataforma em uma camara uUmida
hermeticamente fechada durante 1 hora a 68°C. Assim, foi realizada a
visualizacdo do resultado qualitativo, por meio da observagdo a olho nu da
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plataforma sobre a luz ultravioleta, a avaliacdo quantitativa foi através da leitura
da Abs do BE em 560 nm, como observado na FIGURA 5.

Exemplo de preparo 7: Estudo da especificidade do dispositivo

A avaliacao da especificidade desta invengao tem como objetivo confirmar
que o sistema neste dispositivo de diagndstico é especifico. A FIGURA 6
demonstra o ensaio de especificidade. Foi utilizado como controle positivo o0 soro
(diluido 10x em TF), enriguecido com HDV2 na concentragdo de 10* M.
Enquanto para os alvos negativos, foram utilizados os oligonucleotideos do HCV
e HBV, ambos na mesma concentragdo que o controle positivo.

Assim, apos a imobilizacdo da sonda do HDV1 (exemplo de preparo 3), é
gotejado 10 pL de solugdo contendo HCV2 nas areas de trabalho, em outra
plataforma ACM/HDV1, foi gotejado o mesmo volume de solugédo, mas contendo
o HBV2, do mesmo modo foi feito na amostra de HDV2. Posteriormente a
hibridacdo do DNA (exemplo de preparo 4), é realizada a revelacao do
diagnéstico qualitativo e quantitativo do virus (exemplo de preparo 5), ou seja,
se a amostra é positiva ou negativa para virus da hepatite delta. Ao retirar a
plataforma da camara umida, cada area de trabalho é lavada em imerséao no TF
e em seguida é gotejado 10 yuL de BE em cada uma, logo depois a plataforma é
reservada sobre a proteg¢ao da luz durante 15 minutos.

Em seguida, cada area de trabalho das plataformas é lavada em imers&o
em agua deionizada, por 2 vezes por 5 segundos cada imerséo, a fim de retirar

qualquer material genético e BE nao ligado a plataforma.

Para a visualizagao do resultado, € gotejado 20 yL de agua deionizada
em cada area de trabalho, logo a plataforma € transferida para uma camara de
luz ultravioleta, para verificar a emissao da fluorescéncia do BE. Visto que, para
obter um diagndstico colorimétrico para o virus, por meio do indicador o BE, o
indicador ao entrar em contato com o duplex HDV1:HDV2 emitira uma coloragéao
rosa forte. Contudo, em frente ao DNA nao complementar, tal qual do
HDV1:HCV2 e do HDV1:HBV2, ndo havera material genético reconhecido pela
sonda imobilizada na plataforma, e logo nédo existird bases nitrogenadas para o
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BE se intercalar e sera descartado quando a plataforma for lavada com a agua
deionizada. Para quantificar o resultado, com uma camera fotogréafica de alta
resolucdo, acoplada em um filtro que isola o comprimento de onda especifico do
BE, foi feita a quantificacao através de um codigo de programacao homebuilt em
Matlab para determinar o valor do coeficiente de absorcao oOptica.

Exemplo de preparo 8: Construcao da curva de calibracao do

biossensor

Para a construcédo da curva de calibracdo (n = 3) do dispositivo com a
plataforma ACM com a sonda HDV1 devidamente imobilizada nas areas de
trabalho (exemplo de preparo 3), foi gotejado 10 uL de cinco concentracdes
diferentes alvo HDV2 diluido em soro (10* M, 10° M, 106 M, 107 M e 10° M)
(exemplo de preparo 4), o limite de deteccdo (LOD) foi observado a menor
concentracdo detectada, assim como a sensibilidade foi analisada, como
observado na FIGURA 7. Posteriormente, reservou a plataforma em uma camara
umida hermeticamente fechada durante 1 hora na temperatura de 68°C. Em
seguida foi realizada a lavagem em imersdo em TF por 5 segundos e gotejado
10 uL de BE em cada uma das areas de trabalho, logo depois a plataforma é
reservada sobre a protecdo da luz durante 15 minutos. O BE é lavado em
imersdo em agua deionizada por 2 vezes, durante 5 segundo cada imersao.

A construgcédo da curva de calibracdo do dispositivo, € uma etapa de
extrema importancia, pois demonstra a caracteristica quantitativo da invencao.
Posto que foi utilizado o valor da Abs do BE, 560 nm, como indicador de
quantificacédo de duplex HDV1:HDV2 presente na plataforma, de modo que a
concentragdo do BE é diretamente proporcional a concentracdo de duplex da
hepatite delta. Assim sendo, foi utilizado uma cé&mera fotografica de alta
resolucdo, acoplada em um filtro que isola 0 comprimento de onda especifico do
BE. Através de um programa usamos um cédigo de programacao homebuilt em
Matlab para determinar o valor do coeficiente de absorcao éptica, executado pelo
MatLab, o qual é responsavel em detectar o valor absoluto da Abs do BE em
cada concentragdo de alvo, em que se encontra intercalado entre as bases
nitrogenadas do HDV1:HDV2 (exemplo de preparo 5). As amostras de soro
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utilizadas apresentam possibilidade de substituicdo por outros fluidos biolégicos

como sangue e plasma.

Exemplo de preparo 9: Deteccao das amostras bioldgicas por
microscopia de varredura por sonda na superficie do biossensor.

A superficie do acetato de celulose foi analisada em um Microscépio de
Varredura por Sonda no modo DFM (dynamic force microscopy) em multiplas
etapas do processo de fabricagdo do biossensor: sem modificagdo, modificado
com DMSO e Et, ap6s a incorporacao da sonda e deteccao de alvos positivos e
negativos purificados e na presenca de soro humano, presente na FIGURA 8 e
na FIGURA 9.

Descricao das figuras

As FIGURAS em anexo tém como objetivo mostrar os procedimentos
realizados para a producdo, os resultados obtidos do dispositivo e sua

caracterizagao.

Na FIGURA 1 demonstra um diagrama didatico, o qual representa as
principais fases do desenvolvimento do dispositivo.

A FIGURA 2 apresenta o design do dispositivo de diagnostico de hepatite
delta, sendo que o desenho da plataforma foi desenvolvido considerando a
praticidade de manuseio. Desse modo, € possivel observar que a plataforma
apresenta seis areas de trabalhos circulares, sendo possivel utilizar as seis areas
ao mesmo tempo para realizar seis diagndsticos de pacientes diferentes, como

também fazer teste negativo e teste em duplicata na mesma plataforma.

A FIGURA 3 apresenta um conjunto de figuras do dispositivo onde cada
plataforma contém resultados de diagnédsticos diferentes (n = 3). Assim, na
FIGURA 3A se refere ao diagnéstico positivo para o virus da hepatite delta,
utilizando amostras de soro humano (10x em TF) enriquecido com o alvo HDV2.
Logo, é possivel observar que todas as areas de trabalho apresentam coloracéo
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rosa forte, pois 0 BE se intercalou entre as bases nitrogenadas do duplex
HDV1:HDV2, portanto o diagnéstico qualitativo para hepatite delta nesta
plataforma (FIGURA 3A) é positivo. Entretanto, na FIGURA 3B e 3C, é
observado que em todas as areas de trabalho ndo apresentam cor rosea, de
modo que ambos dispositivos na FIGURA 3B e 3C foram testados para hepatite
C e hepatite B, respectivamente, assim ndao houve a hibridizacdo dos alvos
(HCV2 e HBV2) com a sonda imobilizada (HDV1), portanto no BE nao interage
com o material genético, resultando em um diagnéstico negativo verdadeiro,
validando o ensaio de especificidade do dispositivo desta invencéo, sendo que
apenas o alvo positivo (HDV2) é reconhecido pelo presente dispositivo desta
invencao. Da mesma forma, ocorre na FIGURA 3D onde o dispositivo reage com
0 soro de um paciente saudavel, em que ndo ha presenca dos alvos HDV2,
HCV2 e HBV2, logo nao apresenta hibridizagcdo com a sonda imobilizada, desse
modo o BE nao conseguiu interagir com o material genético presente nas areas
de trabalho, resultando em um diagnéstico verdadeiramente negativo.

Na FIGURA 4 apresenta os valores da Abs do dispositivo com
imobilizacao da sonda (ACM/ HDV1) e sem imobilizacdo da sonda (ACM) em TF
(n= 8), onde o valor da Abs em ACM foi de 0,00137 u.a e o valor de Abs de ACM/
HDV1 foi de 0,00215 u.a, ou seja, houve um aumento do valor da Abs em 1,56x
+ 1,8 em ACM/ HDV1 comparando na auséncia da sonda, indicando que a sonda

HDV1 esta de fato imobilizada na superficie do dispositivo.

Na FIGURA 5, a qual apresenta um histograma da detecg¢do do alvo
(HDV2) da Abs do BE (n = 3) com seus respectivos desvios padrao, referente ao
ensaio de interferéncia do soro em amostras de pacientes. Com o objetivo de
verificar se os constituintes do soro interferem significativamente no valor da Abs.
O alvo HDV2 presente em soro humano (10x em TF) (ACM/ HDV1/ HDV2 soro)
e presente em TF (ACM/ HDV1/ HDV2), comparando-os com os dispositivos
contendo apenas a imobilizagdo da sonda (ACM/ HDV1) e na presenca soro
humano saudavel sem o alvo (ACM/ HDV1 soro). Logo, é possivel observar que
0s maiores valores de Abs do indicador BE, foram nas amostras na presenca de
soro humano, ACM/ HDV1 soro e na amostra positiva para hepatite delta, ACM/

HDV1/HDV2 soro, com 0,06853 u.a e 1,218 u.a, respectivamente. Considerando
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que, nas amostras que estavam na presencga de soro, houve aumento do valor
da Abs, em ACM/ HDV1 / HDV2 soro € 2,8x + 1,3 maior ao comparar com 0
ACM/ HDV1/ HDV2 o qual estava em TF com valor de Abs de 0,422 u.a. Isto
posto, no mesmo segmento na amostra ACM/ HDV1 soro obteve um valor de
Abs 30x maior comparando com a amostra em ACM/ HDV1 em TF.

Dessa forma, este teste demonstrou que os componentes presentes no
soro humano aumentam os valores da ABs do BE, contudo ndo modifica o
diagnéstico considerando que o valor da Abs da amostra positiva em soro foi 17
X 2,5 mais significativo que a amostra com soro de paciente saudavel, a ACM/
HDV1 soro.

Na FIGURA 6 apresenta o teste de especificidade (n = 3), em forma de
histograma, com os valores das médias e desvios-padroes dos controles
negativos, em que verifica 0 comportamento do dispositivo na presenga de alvos
negativos com concentragbes de 10* M (HCV2 e HBV2), e como controle
positivo foi utilizado HDV2 (10* M) enriquecido no soro (diluido 10x em TF). Os
valores de Abs do BE dos alvos HCV2 e HBV2 foram 0,064 u.a e 0,058 u.a,
respectivamente, e o controle positivo ACM/ HDV1 / HDV2 soro obteve um valor
de Abs de 1,2 u.a. E possivel observar que todos os controles negativos
apresentaram valor de Abs menor que o controle positivo, o ACM/ HDV1/ HCV2
soro foi 18x ¥4 menor e da amostra ACM/ HDV1/ HBV2 soro foi de 20x +0,9
menor que o controle positivo. De maneira que o indicador de hibridagéo, o BE,
se intercalou entre as bases nitrogenadas da amostra positiva, por meio da
hibridizacao dos oligonucleotideos da sonda HDV1 do alvo HDV2, pois nao
houve reconhecimento dos alvos negativos, impedindo que o BE interage com
essas amostras, comprovando a especificidade do dispositivo apresentada nesta

invencao.

A FIGURA 7 demonstra o grafico da curva de calibragdo do dispositivo
com diferentes concentracbes de HDV2 adicionado ao soro de pacientes
saudaveis. Através do grafico da curva de calibracdo é possivel observar a
tendéncia da reducdo do valor da Abs do BE, de acordo com a reducéo da
concentragao do alvo HDV2. Portanto, o dispositivo desenvolvido nesta invengao

€ sensivel a distintas concentragdes do virus da hepatite delta com um
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coeficiente R = 0,999 e equacao da reta (Abs) = 2,092 (u.a) - 0,221(u.a) *-
log[HDV2] (M), sendo que a concentragdo minima detectada igual 10° M.
Portanto, a presente invencao é capaz de quantificar a concentracédo de HDV2

em Soro.

Na FIGURA 8 representa as microscopias de varredura por sonda (MVS)
da superficie do biossensor nas diferentes etapas de construgdo e na presenca
de alvos negativos e positivos purificados. A FIGURA 8A representa uma
imagem de MVS da superficie do acetato de celulose sem modificagdo, com um
coeficiente de rugosidade (Rq) de 3.51 £ 0.42 nm. Na FIGURA 8B temos uma
microscopia da superficie do acetato de celulose ap6s o procedimento de
modificacdo com DMSO e Et, no qual observa-se uma diminuicao da rugosidade
(Rg = 2.13 + 0.18 nm). A incorporacado da sonda de DNA na superficie do
biossensor, representado na microscopia da FIGURA 8C aumenta a rugosidade
da superficie (Rq = 20.31 + 2.78 nm). A adicao do alvo positivo (sequéncia de
DNA complementar), representado na microscopia da FIGURA 8D diminui a
rugosidade (Rq = 11.2 £ 0.96 nm), devido a um melhor espalhamento e difuséo
da amostra na superficie do biossensor, uma vez que ela possui afinidade pela
sonda incorporada. Em contrapartida, ao adicionar o alvo negativo, representado
na microscopia da FIGURA 8E, temos um aumento na rugosidade (Rq = 33.83
+ 2.86 nm) e pode-se observar a formagdo de pequenos agregados, devido a
nao afinidade entre essa amostra e a superficie, que no processo de secagem
tende a formar aglomerados.

A FIGURA 9 representa as microscopias de varredura por sonda (MVS)
da superficie do biossensor na presenca de soro humano normal e enriquecido
com alvos positivo e negativo. Enquanto na FIGURA 9A temos a superficie do
biossensor modificada com a sonda de DNA ao adicionar uma amostra de soro
saudavel, sem enriquecimento, no qual observa-se um coeficiente de rugosidade
de 22.47 = 3.65 nm. Quando um soro enriquecido com alvo positivo é
incorporado no biossensor, representado na microscopia da FIGURA 9B, temos
uma diminuigdo da rugosidade (Rg = 15.23 + 1.22 nm), devido ao supracitado
fato de melhor espalhamento e difusdo da amostra positiva na superficie do

biossensor, processo inverso ao adicionar soro enriquecido com alvo negativo,
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representado na microscopia da FIGURA 9C, no qual a rugosidade aumenta (Rq
= 80.07 £ 9.34 nm) e ha a formacao de agregados, indicando a nao afinidade
entre essa amostra e a superficie. Sendo assim, € possivel uma distincdo de
amostras positivas e negativas por microscopia de varredura por sonda na

superficie do biossensor.

REIVINDICACOES

1. Dispositivo com plataforma transparente para deteccao
colorimétrica e dptica de hepatite D, caracterizado por apresentar os
seguintes componentes: folha de acetato de celulose modificada com
dimetilsulfoxido e Etilenodiamina e sonda de DNA para a detecgao
especifica do DNA do virus da hepatite delta em amostra bioldgica.

2. BIOSSENSOR de acordo com a reivindicacao 1,
caracterizado por utilizar o software Adobe Photoshop para design grafico
da plataforma, podendo ser substituido por CorelDraw, Adobe lllustrator,
Microsoft Powerpoint, Microsoft Word, Microsoft Paint, Pixlr, GIMP,
Procreate, Krita, Clip studio paint, Autocad e Paint Tool SAI.

3. METODOLOGIA PARA O DESENVOLVIMENTO DO
BIOSSENSOR, caracterizada por apresentar as seguintes etapas:

a. Modificacdo da superficie da folha de acetato com
dimetilsulféxido e etildimetilamina;
b. Imobilizacdo da sonda de DNA HDV1 5-

GAGATGCCATGCCGACCCGAAGAG-3’ por adsorgao fisica;

C. Adicéo de soro enriquecido com alvo complementar

e hibridizacao entre a sonda e o alvo;

d. Deteccdo de absorbancia de onda e a olho nu,
utilizando brometo de etidio como indicador de hibridizagdo do

DNA.

4. METODOLOGIA de acordo com a reivindicagdao 3,

caracterizado por utilizar folha de acetato, podendo ser substituida por
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polimetilmetacrilato (PMMA), policloreto de vinila (PVC), policarbonato e
polipropileno.

5. METODOLOGIA de acordo com a reivindicacdao 3,
caracterizado por utilizar dimetilsulféxido e etildimetilamina, podendo ser
substituida por polimeros e monémeros organicos e inorganicos,
polimeros e monémeros condutores e ndo condutores e nanocompaositos.

6. METODOLOGIA de acordo com a reivindicacdo 3,
caracterizado por imobilizar a sonda de DNA utilizando adsorcao fisica,
podendo ser substituida por aprisionamento ou ocluséo, ligacao cruzada
e ligacao covalente.

7. METODOLOGIA de acordo com a reivindicacdao 3,
caracterizado por enriqguecimento de soro com o alvo complementar
HDV2, podendo ser substituido por outro tipo de amostra biolégica como,
urina, saliva, plasma e sangue.

8. METODOLOGIA de acordo com a reivindicacao 3,
caracterizado por utilizar brometo de etidio como indicador de
hibridizacao, podendo ser substituido por SYBR Green |, 4',6'-diamino-2-
fenilindol (DAPI), lodeto de Propideo, azul de metileno e Hoechst.

FIGURA 1
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FIGURA 3
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FIGURA 4
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FIGURA 8

500 nm

500 nm

84



FIGURA 9
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RESUMO

“Dispositivo com plataforma transparente para deteccao

colorimétrica e 6ptica de hepatite D”

A seguinte invencao compreende o desenvolvimento de um método
colorimétrico e Optico para deteccdo do virus da hepatite delta, que é uma
coinfeccdo viral, em que o paciente apresenta duas infecgbes virais
concomitantes (HBV e HDV), a qual acomete sobretudo a populacéao do norte do
Brasil, podendo levar a grandes danos a saude, tais como cirrose hepatica,
cronicidade e carcinoma hepatocelular, além de nao existir tratamento especifico
contra o0 HDV. Os biossensores épticos e colorimétricos sao dispositivos usados
com o fim de deteccdo de material genético em baixas concentracoes,
apresentando-se como excelente alternativa em relacdo aos métodos
convencionais. Deste modo, a presente invencdo oferece um biossensor
sensivel, requerente de baixa quantidade de amostra, especifico, capaz de
diferenciar pacientes infectados dos saudaveis em amostras biolégicas (soro) e
com excelente especificidade.
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