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1 APRESENTAGCAO

A pandemia da COVID-19 surgiu no final do ano de 2019 na provincia de
Hubei, regido central da China. E uma doenca infecciosa causada pelo coronavirus
de sindrome respiratoria aguda grave 2 (SARS-CoV-2). Tal situagao levou
pesquisadores do mundo todo a iniciarem estudos sobre esse novo tipo de virus e
sua fisiopatologia, possibilitando encontrar formas de diagndstico, tratamento e
prevencao.

Os diagnodsticos mais comuns sao feitos utilizando duas metodologias
principais, RT-PCR (reagao de transcriptase reversa seguida de reagdo em cadeia
da polimerase) e ELISA (Ensaio de Imunoabsorgédo Enzimatica). Esses métodos
sdo eficazes para identificar material genético e anticorpos em pacientes
infectados, respectivamente, porém demandam o uso de reagentes e
equipamentos caros, mao de obra especializada e um tempo elevado para o
resultado.

A busca por biossensores para a detecgao de patologias é crescente, por
apresentarem vantagens como alta sensibilidade e seletividade, baixo custo, facil
manuseio, resposta rapida e baixa necessidade de preparo de amostra bioldgica,
podendo ser utilizados como dispositivos “point-of-care”.

Este estudo € dividido em dois capitulos. O primeiro apresenta
fundamentacéao tedrica sobre a COVID-19 e o funcionamento dos biossensores e
no segundo capitulo € apresentado o artigo do desenvolvimento de um biossensor
para o diagnéstico de SARS-CoV-2 em amostra de saliva que sera submetido a

revista Sensors and Actuators B: Chemical.



2 CAPITULO | - FUNDAMENTAGAO TEORICA

2.1COVID-19

Os primeiros estudos referentes aos coronavirus foram realizados no final
de 1960 e anos depois (2003), foi registrado na China um surto de um novo tipo
pertencente a mesma familia, chamado de SARS-CoV (sigla do inglés que significa
coranavirus de sindrome respiratéria aguda grave). Cerca de oito mil pessoas
foram infectadas e mil mortes registradas. Um segundo surto aconteceu na Arabia
Saudita algum tempo depois (2012), e o agente etiolégico foi chamado de MERS-
CoV (sigla do inglés que significa sindrome respiratoria do Oriente Médio).
Houveram mortes, mas nao passou de um surto e se restringiu a regido (RIBEIRO
et al., 2020).

No fim de 2019, um novo surto, com origem relatada em uma provincia
chinesa, se disseminou e foi declarado como pandemia em margo do ano seguinte.
A doenca foi chamada de COVID-19 (Coranavirus disease 2019), causada pelo
coronavirus da sindrome respiratério aguda grave 2 (SARS-CoV-2) (RIBEIRO et
al., 2020).

SARS-CoV e MERS-CoV sdo considerados virus zoonaoticos e tém como
hospedeiros morcego, civeta e dromedario. Com base nisso, foi investigado o
genoma do SARS-CoV-2 e uma homologia com esses virus zoonoticos foi
encontrada, com maior homologia para os virus de morcegos. O estudo da fungao
e estrutura de suas proteinas mais codificadas pelo genoma sugerem que o SARS-
CoV-2 se originou em morcegos e que dromedarios podem ser um hospedeiro
intermediario do virus, devido aos altos titulos de anticorpos neutralizantes
especificos e RNA viral encontrados nesses animais (WU et al., 2020).

De maneira geral, os virus entram no hospedeiro através das mucosas da
boca, do trato respiratério superior e da conjuntiva. A replicagdo de um virus se
inicia pela ligagao da proteina viral ao receptor da superficie da célula alvo. Apés a
fixagao, o virus penetra a membrana, e no citoplasma ocorre o desencapsulamento,

liberando o material genético, permintindo a sintese das proteinas e formagao de



novas particulas. Por fim, o virus é liberado por diferentes mecanismos, como lise
celular, brotamento ou exocitose (RIBEIRO et al., 2020).

Com o avanco das infecgdes por SARS-Cov-2 entender sua estrutura e o
processo de infecgdo se tornaram necessarios para desenvolvimento de
diagnodstico, tratamento e prevengcdo da COVID-19. O virus SARS-Cov-2 é
composto pelo material genético (RNA), nucleocapsideo e envelope viral. No
nucleocapsideo encontra-se a proteina N (proteina reguladora da replicagdo viral).
Na superficie do envelope viral encontra-se a proteina S (Spike), responsavel pela
entrada do virus na célula hospedeira. A proteina S € composta pelas subunidades
S1 e S2. A S1 ainda é composta por uma subunidade chamada de RBD (sigla do
inglés que significa dominio de ligagdo ao receptor). Por ser a proteina que fica
exposta na superficie do virus, a proteina S € o principal alvo de investigagdes para
a produgao de anticorpos monoclonais e terapias (WALLS et al., 2020).

O SARS-CoV-2 pertence ao género dos 3-coronavirus e, de acordo com a
classificagao de Baltimore, fazem parte do grupo IV, seu material genético € o RNA
de cadeia simples e de polaridade positiva (+ssRNA) (figura 1). A frequéncia de
erros durante a sintese de RNA pela RNA polimerase € maior do que durante a
sintese de DNA. Isso ocorre porque tal enzima nao possui 0 mecanismo de
corregao de erros presente na DNA polimerase. A auséncia desse mecanismo de
reparo pode resultar em mais mutagbes nas sequéncias genbmicas, o que
possibilita o surgimento de novas cepas do virus (POLZ-DACEWICZ, 2019).

Figura 1 — Representacdo da estrutura do virus SARS-CoV-2. Este virus é +ssRNA, envelopado e
possui quatro proteinas principais em sua estrutura: spike (S) membrana (M), envelope (E) e
nucleocapsideio (N).
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\
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Fonte: (FLORINDO et al., 2020)



2.1.1 Diagndstico da COVID-19

Atualmente, existem duas formas principais de diagnostico para a detecgéo
da COVID-19. O diagndstico considerado padrédo ouro é a reagao da transcriptase
reversa seguida pela reagdo em cadeia pela polimerase (RT-PCR), que usa
amostras de swab nasal, aspirado traqueal ou lavado broncoalveolar. A
especificidade do teste RT-PCR é elevada, mas resultados falso-negativo podem
ocorrer, principalmente em pacientes com casos leves, tendo uma carga viral baixa
ou até mesmo assintomaticos (PASCARELLA et al., 2020).

O diagndstico da COVID19 por RT-PCR deve ocorrer até o 7° dia apds o
inicio dos sintomas, e estima-se que a soroconversao para SARS-CoV-2 ocorra do
7° ao 14° dia apos o inicio dos sintomas. Sendo assim, a deteccédo de anticorpos
anti-IgM ou IgG é uma ferramenta de diagnéstico adicional e a coleta da amostra
deve acontecer apds esse periodo. Os métodos sorolégicos usados para a
detecgédo de anticorpos € o ensaio de imunoabsorgdo enzimatica (ELISA) e o
ensaio de fluxo lateral. O ELISA é um método bem conhecido e estabelecido para
a deteccao de anticorpos, que requer infraestrutura laboratorial e profissionais
treinados para realizar o teste. Ao passo que o fluxo lateral pode ser usado no local
de atendimento, fornece uma resposta confiavel e leva apenas alguns minutos para
apresentar o resultado (VAN ELSLANDE et al., 2020).

As amostras biolégicas geralmente utilizadas para o diagndstico séo
sangue (soro) e swab nasal. Foi confirmada a existéncia de particulas virais na
saliva, e que esta pode ser usada para o diagnostico da COVID-19 nos primeiros
dias da doenca (AZZI et al., 2020). E importante ressaltar que a coleta do swab
nasal necessita de um profissional, que corre risco de contaminacdo devido a
proximidade com o paciente durante a coleta (SABINO-SILVA; JARDIM,;
SIQUEIRA, 2020). Diante disso, a utilizagdo de saliva como amostra bioldgica,
permitindo a auto coleta seria uma maneira de amenizar esse risco e o desconforto

da coleta, além de eliminar a necessidade de mao de obra do profissional de saude.



2.2 Biossensores

Métodos de deteccdo rapidos, simples e seletivos sdo necessarios para a
obtencao de diagnostico eficiente de varias doengas. Dentro da rotina laboratorial,
no geral, as técnicas requerem méao de obra especializada, alto custo de reagentes
e elevado tempo para o resultado. Por isso, existe a busca de métodos bioanaliticos
alternativos, como os biossensores, que podem apresentar um resultado rapido,
barato, seletivo e sensivel, além de n&o necessitar de preparo de amostras e mao
de obra especializada (CESEWSKI; JOHNSON, 2020).

O biossensor € um dispositivo capaz de detectar reagdes biolégicas ou
quimicas que podem ser mediadas por enzimas, organelas, DNA, RNA, aptamero,
células ou anticorpos. Ao se ligar ao analito de interesse, essas reagdes geram
sinais elétricos, térmicos ou opticos pela utilizacdo de um transdutor (NAGEL;
DELLWEG; GIERASCH, 1992).

Os biossensores podem ser utilizados em aplicagdes como deteccédo de
farmacos, poluentes, microrganismos patégenos e marcadores em fluidos
corporais como sangue, urina e saliva. Os componentes de um biossensor consiste
em um analito (amostra de interesse), que se liga em um bioreceptor (material
biolégico como enzima, DNA, anticorpo com interacao especifica) e um transdutor
(BHALLA et al., 2016).

O reconhecimento entre bioreceptor e analito pode gerar um sinal
denominado bioreconhecimento, esse sinal pode ser na forma de calor, luz,
alteracao de pH, mudanca de carga ou massa. O transdutor converte o sinal do
bioreconhecimento em um sinal mensuravel, que é processado por um sistema
eletrénico e apresentado em um display para a interpretagdo do usuario (BHALLA
et al., 2016).



Figura 2 - Componentes e formatos de deteccdo associados a biossensores eletroquimicos.
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Fonte: (CESEWSKI; JOHNSON, 2020).

2.2.1 Biossensor eletroquimico

O biossensor eletroquimico € baseado em uma reacao eletroquimica que
ocorre entre bioreceptor e analito na superficie do transdutor, produzindo sinais
elétricos detectaveis: tenséo, corrente, impedéancia e capacitancia (NARESH; LEE,
2021).

Dependendo do principio de detecgdo, os biossensores eletroquimicos
podem ser classificados como potenciométricos, amperomeétricos,
condutométricos, voltamétricos, polarograficos, impedimétricos, capacitivos e
piezoelétricos (KHAN et al., 2020). Os biossensores amperométricos detectam o
analito durante a variagao controlada de um potencial aplicado, medindo a corrente.
Esses sensores apresentam medi¢cdes sensiveis e a possibilidade de detecgao
simultédnea de multiplos analitos (NARESH; LEE, 2021).

O potencial é aplicado sobre o eletrodo, em uma velocidade constante em
funcdo do tempo, em uma regido que desencadeia reagdes de oxidacao ou
reducdo, cineticamente favoraveis, da espécie eletroativa. A célula eletroquimica

onde ocorre a eletrdlise contém uma solugdo com a espécie eletroativa em um
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eletrélito suporte onde séo imersos os trés eletrodos (trabalho, auxiliar e referéncia)
(WANG, 2000).

O eletrodo de trabalho é o eletrodo no qual a reacéo de interesse ocorre. O
contra eletrodo € um material inerte, na qual acontece a reacéo inversa a que esta
ocorrendo no eletrodo de trabalho, por isso também é chamado de eletrodo auxiliar
(figura 3). E o eletrodo de referéncia fornece um potencial estavel, contra o qual o
potencial do eletrodo de trabalho é comparado (WANG, 2006). Se forem utilizados
apenas dois eletrodos, séo utilizados os eletrodos de trabalho e auxiliar, assim, o
eletrodo auxiliar atua como um eletrodo de referéncia para aplicar um potencial
estavel e como um eletrodo auxiliar para fechar o circuito elétrico (COSTA-RAMA;
FERNANDEZ-ABEDUL, 2021).

Figura 3 — Esquema de (A) célula eletroquimica convencional e (B) eletrodo de carbono impresso.
Ambos, compostos por trés eletrodos: (a) eletrodo de referéncia, (b) eletrodo de trabalho, (c) contra
eletrodo.

A B

Fonte: Prépria (2022).

2.2.2 Imunossensores

Ainda dentro da classificacdo dos biossensores, esta aquela relacionada
ao receptor, responsavel pelo reconhecimento do analito. Os imunosensores, séo
os sensores que utilizam anticorpos para o biorreconhecimento, baseado na
interacdo antigeno-anticorpo e podem ser chamados de rotulados e nao rotulados.
Os imunossensores nao rotulados detectam a interagdo antigeno-anticorpo pelas

mudancas fisicas causadas pela formagao do complexo antigeno-anticorpo. Os



imunossensores rotulados, usam uma “molécula repérter” que tem alta afinidade
com o alvo e que permitem a detecgao do alvo de maneira indireta (NARESH; LEE,
2021).

Detectar diretamente os alvos bioldgicos de acordo com suas propriedades
fisicas (tamanho, massa, carga) sem utilizar uma molécula repérter é desafiador,
principalmente em concentragbes baixas. No entanto, o uso de marcadores
fluorescentes ou enzimaticos podem interferir na especificidade dos processos de
ligacdo, aumentando os efeitos de ligagdo n&o-especificas. Portanto, a busca por
imunossensores nao rotulados é fundamental, isso pode ser realizado usando
técnicas impedimétricas que medem as transferéncias de elétrons (ZHANG;
MILLER, 2019).

2.2.3 Eletrodos de trabalho

A escolha do material do eletrodo de trabalho é fundamental para a reagao
eletroquimica, ele deve oferecer uma resposta reprodutivel e um comportamento
redox na regidao do elemento em analise. Outros fatores a serem analisados sdo o
custo do material, disponibilidade, janela de potencial, condutividade elétrica e se
ha toxicidade (WANG, 2006). Os materiais mais comuns sao (QIAN et al., 2004),
carbono (SOARES et al., 2019) e metais como ouro (CORDEIRO et al., 2019) e
platina (CUNHA-SILVA; JULIA ARCOS-MARTINEZ, 2019).

Dentre os materiais citados, o carbono vem se destacando na eletroquimica
ao longo dos anos, devido ao seu baixo custo, grande area ativa na superficie, uma
ampla janela de potencial de trabalho, alta atividade eletrocatalitica para diferentes
sistemas bioquimicos redox-ativos e inércia quimica. Além disso, o carbono permite
a sua funcionalizagdo por meio de métodos covalentes e nao covalentes,
melhorando ainda mais o seu desempenho eletroquimico (SEQUEIRA, 2020).

Os eletrodos a base de carbono mais comuns sao os eletrodos de pasta de
carbono, eletrodos de carbono vitreo e eletrodos de carbono impressos. Os
eletrodos de carbono impressos surgiram como uma nova tecnologia alternativa a
célula eletroquimica convencional com os trés eletrodos, usando um sistema de
tintas condutoras que permitiram uma plataforma com os trés eletrodos em um

mesmo plano, produzindo um sistema miniaturizado. Os eletrodos impressos se



destacam por serem eletrodos descartaveis, com portabilidade, além da baixissima
demanda de volume de reagentes, o que o torna uma plataforma ideal para a
deteccgédo point-of-care (BOUMYA et al., 2021).

Os eletrodos impressos podem ser confeccionados utilizando diferentes
superficies, dentre elas: polimero, plastico, papel, ceramica e alumina (FRITEA et
al., 2021). Os eletrodos impressos que utilizam a ceramica como base s&o 0s mais
comuns, no entanto, cresce a busca por materiais que sejam ainda mais baratos,
amplamente disponiveis, além de possibilitarem diferentes configuragdes de design
de impress&o (COSTA-RAMA; FERNANDEZ-ABEDUL, 2021).

Eletrodos condutores flexiveis desempenham um papel importante na
fabricagao de dispositivos fotoeletrdbnicos como diodos organicos emissores de luz
e telas sensiveis ao toque (GUO; REN, 2015). Na eletroquimica, polimeros como
polietileno tereftalato (PET) (DE SA et al., 2020; MANJAKKAL; SHAKTHIVEL;
DAHIYA, 2018), Bio-PET (OLIVEIRA et al., 2020), polipirrol (PPy) (GAO et al., 2021)
e poliimida (PI) (PANDHI et al., 2020) sao utilizados para a produgao de eletrodos
flexiveis.

Poliimidas (Pl) s&o polimeros bem conhecidos na engenharia por sua alta
resisténcia a variacdo de temperaturas, resisténcia quimica e a radiagao,
flexibilidade e excelentes propriedades dielétricas. As Pl apresentam a estrutura de
imida ao longo da cadeia do polimero, podendo ser uma cadeia linear ou
heterociclica. Além disso, durante a sintese por policondensagdo ou mecanismos
de adicao, varias combinagcbes podem ser utilizadas, apresentando diversas
relagdes estrutura-propriedade em uma enorme gama de aplicagdes. Dentre elas,
adesivos, filmes, recobrimentos e membranas, com utilizacdo nas industrias
elétrica, eletrénica, automotiva e aeroespacial (GOUZMAN et al., 2019). Devido as
suas propriedades e a infinidade de aplicagdes, a Pl também pode ser usada como
uma plataforma robusta e barata para a producdo em massa de eletrodos

eletroquimicos.

2.2 .4 Eletrodos modificados

Para auxiliar a deteccao eletroquimica do analito, a superficie do eletrodo

de trabalho pode ser modificada, gerando um sensor com novas propriedades.



Assim, & possivel obter maior seletividade, sensibilidade, estabilidade, uma janela
de potencial maior para ser utilizada, além da resisténcia a incrustagcdo. Os
eletrodos quimicamente modificados s&o definidos como um material condutor ou
semicondutor, modificado com filme monomolecular, multimolecular, iébnico ou
polimérico; que pode resultar na formacéao de filmes eletroativos, monocamadas ou
revestimentos espessos na superficie do eletrodo (EDWARDS; BERGREN;
PORTER, 2007; SHARMA et al., 2018).

A modificagdo quimica auxilia na principal etapa de preparacdo dos
eletrodos: a imobilizacdo do elemento de reconhecimento. Dentre os materiais
usados para a modificacdo quimica de eletrodos, temos os nanomateriais de metal
e oOxido de metal, nanomateriais de carbono e polimeros.

Os nanomaterias de carbono incluem o grafeno, nanotubos de carbono e
nanofibras de carbono. Pela organizagdo da hibridizagdo sp? dos atomos de
carbono, as nanoestruturas facilitam a transferéncia de elétrons através do plano,
tornando-os excelentes condutores elétricos. Além disso, uma grande variedade de
moléculas contendo grupos aromaticos pode ser ligada de forma ndo covalente ao
plano do grafeno puro, ou de forma covalente aos nanotubos de carbono (FENG et
al., 2012).

Outro nanomaterial que pode ser utilizado sdo as nanoparticulas de metal,
capazes de realizar a transferéncia de elétrons e podem ser obtidas de varias
maneiras: automontagem e encapsulacdo em polimero sdo as mais utilizadas,
monocamadas e multicamadas de nanomateriais também podem ser preparadas a
partir de sais simples dos precursores por meio da eletroquimica (MORRIN, 2019).
A forma de obtencgao e/ou preparo do material € importante, pois esta diretamente
relacionada com a viabilidade de construgao do biossensor.

Outra forma de funcionalizar os eletrodos é utilizando polimeros, que
podem ser condutores ou nado. Polipirrol, politiofeno, polianilina e polinaftaleno sao
exemplos de polimeros condutores e sao caracterizados pelas ligagdes 1T entre os
carbonos conjugados da cadeia polimérica, o que aumenta a condutividade e a
rapidez na transferéncia de elétrons (MORRIN, 2019). Os polimeros podem ainda
apresentar grupos funcionais que se ligam a amostra bioldgica de interesse.

Os polimeros ndo condutores podem ser produzidos por

eletropolimerizagdo e formar um filme ainda mais fino; por isso, geralmente
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apresentam um tempo de resposta rapida, pois os substratos e produtos difundem
facilmente, além de apresentar uma maior seletividade e resisténcia a incrustacéo
(FRANCO et al., 2008).

2.2.5 Rodamina 6G

Como ja mencionado, a modificagdo da superficie de eletrodos pode se dar
de forma quimica e outros compostos que tenham reacdo com o carbono podem
ser utilizados nesse processo. A rodamina 6G (R6G) é um corante que se
caracteriza por uma banda de fluorescéncia em torno de 560nm (figura 4). E muito
utilizada em aplicagcbes como microscopia de fluorescéncia, espectroscopia de
fluorescéncia, citometria de fluxo (TAHIR; OBEED; SHILTAGH, 2019),
Espectroscopia Raman amplificada por superficie (SERS) (ZHANG et al., 2020) e
biossensor de ressonancia plasménica de superficie (XUE et al., 2016).

Dentre as varias aplicagbes da R6G, o estudo de LIU et al. (2020) mostra
que a R6G pode se ligar ao grafeno. A ligacao € determinada pela interagao cation-
1T entre o NH* da rodamina e elétrons 11 do grafeno. E em sensores eletroquimicos,
RIELLO (2019) apresenta que é possivel modificar a superficie de eletrodos de
carbono impressos com R6G. Por seu carater lipofilico, a R6G é eficiente para o

bioreconhecimento de biomoléculas que possuem lipideos (WANG et al., 2005).

Figura 4 - Férmula estrutural da Rodamina 6G ([9- (2-etoxicarbonilfenil) -6- (etilamino) -2,7-
dimetilxanten-3-ilideno] -etilazanio; cloreto).

Fonte: (“Rhodamine 6G | C28H31CIN203 - PubChem,” 2022)
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Com a disseminagao das infecgdes por SARS-CoV-2 pesquisadores do
mundo todo se empenharam na busca por diagndsticos rapidos para a COVID-19
(PANG et al., 2021; ZHAO et al., 2021). Dentre eles, varios trabalhos com o uso de
eletrodos flexiveis (ALAFEEF et al., 2020; AVELINO et al., 2021; KIEW et al., 2021;
PERDOMO et al., 2021), devido as suas vantagens relatadas aqui. Assim, nesse
estudo o nosso objetivo foi construir um imunosensor fabricado em substrato

flexivel de poliimida para a detecg¢ao do glicoproteina S de SARS-CoV-2.
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Imunosensor eletroquimico para detecgao de proteina S do virus SARS-

CoV-2 em saliva baseado em eletrodos de grafite
Resumo

Com o avango da pandemia de COVID-19, surgiu a necessidade de
diagndsticos eficientes para a detecgdo do coranavirus de sindrome respiratéria
aguda grave (SARS-CoV-2). O método padrao-ouro para deteccdo do material
genético é a reacdo da transcriptase reversa seguida pela reacdo em cadeia pela
polimerase (RT-PCR). No entanto, esse método requer varios reagentes, pessoas
treinadas para a realizagao do diagndstico, além de um alto custo e tempo elevado
para o resultado. Aqui, relatamos a produc¢ao de um eletrodo de carbono impresso
em poliimida para construgdo de um imunosensor eletroquimico para a detecgao
rapida do coranavirus de sindrome respiratoria aguda grave (SARS-CoV-2). Ao
contrario da maioria das abordagens relatadas que utilizam amostras coletadas
com swab nasofarigeo, aqui usamos amostras de saliva para a deteccdo de SARS-
Cov-2. A saliva é facilmente coletada pelo proprio paciente e nao precisa de um
processamento para ser utilizada no biossensor. Utilizando eletrodos de carbono
produzido em matriz polimérica, estes, foram caracterizados, e a seguir,
modificados. Através da modificacdo do eletrodo com rodamina 6G, foi possivel
imobilizar o anticorpo (anti-glicoproteina S) e detectar a formagdo do complexo
anticorpo-antigeno em amostras de saliva. A deteccao foi realizada através da
técnica de voltametria ciclica. Assim, o eletrodo de carbono impresso em poliimida
se mostra como uma plataforma promissora para a detecc¢ao rapida de SARS-CoV-
2
Palavras chave: biossensores; COVID-19; detecc¢ao rapida; SARS-CoV-2; eletrodo

flexivel
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Abstract

With the advancement of the COVID-19 pandemic, the need for efficient
diagnostics for the detection of severe acute respiratory syndrome coronavirus 2
(SARS-CoV-2) has emerged. The gold standard method for detection of genetic
material is the reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR). However,
this method requires several reagents, people trained to perform the diagnosis, in
addition to a high cost and high time for the result. Here, we report the production
of a polyimide-printed carbon electrode for construction of an electrochemical
immunosensor for the rapid detection of severe acute respiratory syndrome
coranavirus (SARS-CoV-2). Unlike most reported approaches that use samples
collected with a nasopharyngeal swab, here we use saliva samples for the detection
of SARS-Cov-2. Saliva is easily collected by the patient and does not need
processing to be used in the biosensor. Using carbon electrodes produced in a
polymeric matrix, these were characterized, and then modified. By modifying the
electrode with rhodamine 6G, it was possible to immobilize the antibody (anti-
glycoprotein S) and detect the formation of the antibody-antigen complex in saliva
samples. The detection was performed using the cyclic voltammetry technique.
Thus, the polyimide-printed carbon electrode shows itself as a promising platform
for the rapid detection of SARS-CoV-2.

Keywords: biosensors; COVID-19; rapid detection; SARS-CoV-2; flexible electrode

1. INTRODUGAO

No fim de 2019, um surto causado por um virus respiratério foi relatado em
uma provincia chinesa, se disseminou e foi declarado como pandemia em margo
do ano seguinte. A doencga foi chamada de COVID-19 (Coranavirus disease 2019),
causada pelo coronavirus da sindrome respiratorio aguda grave 2 (SARS-CoV-2)

[1]. Com o avango das infecgées por SARS-CoV-2, entender sua estrutura e o
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processo de infecgdo se tornaram necessarios para o desenvolvimento de
diagndstico, tratamento e prevengao da COVID-19.

O virus SARS-CoV-2 é composto pelo material genético (RNA),
nucleocapsideo e envelope viral. Na superficie do envelope viral encontra-se a
proteina S (Spike), responsavel pela entrada do virus na célula hospedeira. Por ser
a proteina que fica exposta a superficie do virus, a proteina S é o principal alvo de
investigacdes para a producéo de anticorpos monoclonais e terapias [2].

O diagndstico considerado padrao ouro é a reagéo da transcriptase reversa
seguida pela reagdo em cadeia pela polimerase (RT-PCR), que usa amostras de
swab nasal, aspirado traqueal ou lavado broncoalveolar. E importante ressaltar que
a coleta do swab nasal necessita de um profissional, que corre risco de
contaminagao devido a proximidade com o paciente durante a coleta [3]. Este
meétodo requer mao de obra especializada, alto custo de reagentes e elevado tempo
para o resultado. Por isso, existe a busca de métodos bioanaliticos alternativos,
como 0s biossensores, que podem apresentar um resultado rapido, barato, seletivo
e sensivel, além de ndo necessitar de preparo de amostras e mao de obra
especializada [4].

Foi confirmada a existéncia de particulas virais na saliva, e que esta pode
ser usada para o diagnéstico da COVID-19 nos primeiros dias da doenca [5]. Diante
disso, a utilizacao de saliva como amostra biolégica, permitindo a auto coleta seria
uma maneira de amenizar esse risco e o desconforto da coleta, além de eliminar a
necessidade de méao de obra do profissional de saude.

Biossensores de carbono vem se destacando na eletroquimica ao longo
dos anos, devido ao seu baixo custo, grande area ativa na superficie, uma ampla
janela de potencial de trabalho, alta atividade eletrocatalitica para diferentes
sistemas bioquimicos redox-ativos e inércia quimica. Além disso, o carbono permite
a sua funcionalizagdo por meio de métodos covalentes e nao covalentes,
melhorando ainda mais o0 seu desempenho eletroquimico [6].

Biossensores de carbono podem ser construidos utilizando eletrodos
impressos, que podem ser confeccionados utilizando diferentes superficies, dentre
elas: polimero, plastico, papel, ceramica e alumina [7]. Na eletroquimica, polimeros
como polietileno tereftalato (PET) [8,9], Bio-PET [10], polipirrol (PPy) [11] e

polimida (Pl) [12] sdo utilizados para a produgdo de eletrodos flexives que
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destacam-se por serem eletrodos descartaveis, com portabilidade, além da
baixissima demanda de volume de reagentes, o que o torna uma plataforma ideal
para a deteccao point-of-care [13].

Poliimidas (PI) sédo polimeros bem conhecidos na engenharia por sua alta
resisténcia a variacdo de temperaturas, resisténcia quimica e a radiagao,
flexibilidade e excelentes propriedades dielétricas [14]. Devido as suas
propriedades e a infinidade de aplicacdes, a Pl também pode ser usada como uma
plataforma robusta e barata para a produgdo em massa de eletrodos
eletroquimicos.

Para auxiliar a detecgao eletroquimica do analito, a superficie do eletrodo
de trabalho pode ser modificada, gerando um sensor com novas propriedades. A
rodamina 6G (R6G) € um corante que se caracteriza por uma banda de
fluorescéncia em torno de 560nm. Dentre as varias aplicagdes da R6G, o estudo
de LIU et al. [15], mostra que a R6G pode se ligar ao grafeno. A ligacdo é
determinada pela interacdo cation-m entre o NH* da rodamina e elétrons 1 do
grafeno. Por seu carater lipofilico, a R6G é eficiente para o bioreconhecimento de
biomoléculas que possuem lipideos [16].

Nesse estudo, o objetivo foi desenvolver um sensor capaz detectar a
proteina Spike de SARS-CoV-2. Para isso, foi produzido um eletrodo de carbono
impresso em poliimida (ECIPI), uma plataforma flexivel e barata. Assim, o ECIPI
modificado com acido citrico e R6G foi utilizado para a detecgao rapida da proteina

Spike de SARS-CoV-2 em amostra de saliva.

2. MATERIAL E METODOS

Os experimentos eletroquimicos foram realizados no Laboratério de
Nanobiotecnologia Prof. Dr. Luiz Ricardo Goulart Filho do Instituto de Biotecnologia,
as Microscopias eletrdnicas de varredura (MEV) foram realizadas no Laboratério
Multiusuario do Instituto de Quimica, e a Espectroscopia Raman no Instituto de
Fisica (INFIS). Todos os laboratorios pertencem a Universidade Federal de

Uberlandia, Uberlandia, MG, Brasil.
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2.1 Materiais

Solugdes de ferricianeto de potassio (KsFe(CN)s) 5,0mM e ferrocianeto de
potassio trihidratado (KsFe(CN)s 3H20) 5,0mM em meio de cloreto de potassio
(KCI) 0,5M, rodamina 6G (C2sH31N203Cl) 4,16mM, &cido citrico (CsHsO7) 0,1M
foram diluidas em agua destilada por osmose reversa.

Para o reconhecimento anticorpo-proteina, foi utilizado o anticorpo de
glicoproteina Spike Anti-SARS-CoV-2, obtido comercialmente (Abcam, ab272504)
1x10-3ug/ul, e glicoproteina Spike (SARS-CoV-2 Proteina Spike Trimérica (S1+S2),
com His-Tag), obtida comercialmente (Startup BIOLINKER) 0,106ug/ul, ambos

diluidos em agua ultrapura (Direct-Q®).

2.2 Analises eletroquimicas

Os experimentos eletroquimicos foram realizados utilizando o
potenciostato EmStat3 Blue e o software PSTrace 5.8, ambos da PalmSens
(PalmSens, Compact Electrochemical Interfaces, Holanda).

Os ECIPI foram produzidos utilizando uma maquina Router Laser VS4040P
de corte e gravacao 50W da marca Visutec. Com o laser realizou-se a gravagao em
folhas de poliimida produzindo uma plataforma com os trés eletrodos (trabalho,
referéncia e auxiliar) de carbono em um unico plano. O eletrodo de trabalho possui

um didmetro de 3,0mm.

2.3Modificagao dos eletrodos

O pré-tratamento € um procedimento que visa aumentar a sensibilidade do
sensor, baseado em alguns estudos que utilizam o pré-tratamento [17-20], aqui
utilizamos o acido citrico para estabilizar a superficie do sensor. 2,0ul da solugéo
de acido citrico foram gotejados sobre a superficie do eletrodo de trabalho. Apds a
solugao secar, foi aplicada um varredura em solugéao de KsFe(CN)s/KsFe(CN)s em
KCI na faixa de potencial de 0,3 a -0,3V a 75mV/s. Os eletrodos foram lavados com

agua destilada.
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Em seguida, 2,0ul da solugao de R6G foram gotejados sobre a superficie
do eletrodo de trabalho, e apds a secagem, cinco ciclos de VC em solugao de
KsFe(CN)s/KsFe(CN)s em KCI foram realizadas para a ligagdo da R6G. Os
eletrodos foram lavados, e uma nova leitura foi realiza em solugcédo de
KsFe(CN)s/KaFe(CN)s em KCI para comparar os eletrodos modificados com os néo

modificados.

2.4 Caracterizagao por MEV e Espectroscopia Raman

Para comparar o ECIPI com o screen-printed carbon electrode (SPCE)
(Metrohm, Suica), eles foram caracterizados por microscopia eletrénica de
varredura (MEV) utilizando o microscopio Tescan, modelo VEGA 3 LMU e detector
por microanalise EDS - marca Oxford, modelo INCA X-ACT.

O ECIPI também foi caracterizado por espectroscopia Raman utilizando o
microscopio LabRAM HR Evolution — HORIBA (Software HORIBA Scientific's
LabSpec - (LabSpec 6 Spectroscopy Suite) e detector OSD Syncerity).

2.5 Imobilizagao do anticorpo e deteccao da proteina Spike

A partir da caracterizacdo dos eletrodos modificados, 2,0ul da solugado de
anticorpo de glicoproteina anti-SARS-CoV-2 spike, foram gotejados sobre a
superficie dos eletrodos modificados. Apds a solugao secar, os eletrodos foram
lavados com agua destilada para retirar o excesso dos anticorpos que nao se
ligaram. A ligagao do anticorpo ao eletrodo modificado foi comprovada pela leitura
por VC em solugao de KsFe(CN)s/KsFe(CN)s em KCI.

Sobre os eletrodos modificados com anticorpo foram gotejados 2,0ul da
solugao da glicoproteina spike. Apds a solugéo secar, os eletrodos foram lavados
com agua destilada para retirar o excesso que nao se ligou. A detecgao da proteina

Spike foi realizada pela leitura por VC em solugéo de KsFe(CN )s/KaFe(CN)s em KCI.
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2.6 Deteccéao da proteina Spike em saliva

Foram utilizadas cinco amostras de saliva negativa para SARS-CoV-2,
previamente caraterizadas por RT-PCR. A coleta dessas amostras foi aprovada
pelo comité de ética (Numero do CAAE: 30848620.1.0000.5704 — Numero do
parecer: 4.602.081). O pool das amostras foi diluido na propor¢ao 1:10 de agua
ultrapura. A proteina Spike, na mesma concentracédo utilizada anteriormente, foi
acrescentada a solucao de saliva.

Sobre a superficie do eletrodo modificado com anticorpo foi gotejado 2,04l
da solucao de saliva com proteina Spike. Apds a solugao secar, os eletrodos foram
lavados com agua destilada para retirar o excesso do que nao se ligou. A deteccao
da proteina Spike em saliva foi realizada pela leitura por VC em solucdo de
KsFe(CN)s/KaFe(CN)s em KCI.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1Padrao de eletrodos

Os estudos iniciaram comprovando a eficiéncia do ECIPI produzido pelo
nosso grupo de pesquisa. O primeiro estudo consistiu em caracteriza-lo em solugao
de KsFe(CN)s/KaFe(CN)s em KCI (figura 1). A voltametria ciclica (VC) utilizando
KsFe(CN)s/KaFe(CN)s é muito comum para comprovar a eficiéncia do eletrodo de

trabalho. O perfil eletroquimico é utilizado como um parametro de qualidade.
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Figura 1 - Voltamogramas ciclicos de KsFe(CN)s/KsFe(CN)s 5,0mM + KCI 0,5M (=) e KCI 0,5M (-)
a 75mV/s sobre ECIPI virgem.

200 A

100 A

I (nA)

-100 A

-200 A

-0.3 -0.2 -0.1 0.0 0.1 0.2 0.3
Potencial (V)

Na figura 1(-) € possivel observar o voltamograma classico da solugao de
KsFe(CN)s/KaFe(CN)s em KCI. Além disso, na figura 1(—) é possivel observar o
voltamograma ciclico do eletrdlito suporte (KCl) na mesma faixa de potencial da
leitura de KsFe(CN)s/KaFe(CN)s. A auséncia de resposta faradaica indica que nao
ha presenca de interferentes no KCI; na agua utilizada como solvente da solucéo e
no eletrodo utilizado.

Assim, o comportamento apresentado na figura 1 € o indicativo de que o
eletrodo produzido apresenta uma boa resposta eletroquimica para o estudo.

Estudos complementares da resposta eletroquimica sao realizados no tépico 3.2.

3.2 Velocidade de varredura

A partir dos voltamogramas ciclicos de KsFe(CN)s realizados em ECIPI e
SPCE em diferentes velocidades de varredura (figura 2 A e B), varios pontos podem
ser analisados para verificar a reversibilidade do processo [21]. Esses dados sao
analisados na figura 2 C, D, E e F e na tabela 1. O ECIPI desenvolvido foi baseado
na geometria do SPCE que é amplamente comercializado e utilizado para produgao

de biossensores, por isso aqui, fazemos uma comparagao dos dois eletrodos.
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Figura 2 - Voltamogramas ciclicos de KsFe(CN)s 5,0mM + KCI 0,5M (-) sobre ECIPI (A) e SPCE
(B). A velocidade de varredura foi realizada a: 20; 50; 75; 100; 150 e 200mV/s. A partir dos
voltamogramas realizados, é apresentado o perfil de corrente de pico versus raiz da velocidade de
varredura ECIPI (C) e SPCE (D); e perfil de log da corrente de pico versus log da velocidade de
varredura ECIPI (E) e SPCE (F). (—e—) picos anddicos e (—m—) picos catddicos.
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Tabela 1 - ParAmetros obtidos a partir dos resultados apresentados na figura 2.

ECIPI SPCE
Regressao linear obtida da I(MA) = 25,261 v2(mV/s) - 55,379  I(WA) = 9,627 v'2(mV/s) + 11,24
figura 2C e 2D (Ipa) R2 = 0,9987 R2 = 0,9982
Regressao linear obtida da I(MA) = -26,361 v'2(mV/s) + [(MA) = -10,24_v1/2(mV/s) - 8,188
figura 2C e 2D (Ipc) 63,423 R*=0,9989
R? = 0,9974
Regressdo linear obtida da Log I(uA) = 0,6935 log v (mV/s) +  Log I(uA) = 0,444 log v (mV/s) +
figura 2E e 2F (Ipa) 0.8976 1,146
R? = 0,9991 R? = 0,9996
Regressao linear obtida da Log I(uA) = 0,7134 log v (mV/s) +  Log i(uA) = 0,4616 log v (mV/s)
figura 2E e 2F (Ipc) 0,8624 +1,129
R2? = 0,9996 R2? = 0,9997
Area geométrica 0,071 cm? 0,126 cm?
Area efetiva 0,117 cm? 0,103 cm?

Os sistemas eletroquimicos podem ser classificados em reversiveis,
irreversiveis e quasi-reversiveis [22]. A reversibilidade do sistema analisado por
voltametria ciclica considera dois processos que podem ocorrer no eletrodo:
transferéncia difusional de massa do analito e transferéncia de carga entre analito
e eletrodo. E possivel observar tanto no ECIPI quanto no SPCE que ocorreu um
aumento de corrente a medida que a velocidade de varredura aumenta, esse
processo € previsto para sistemas reversiveis (figura 2 A e B). Um processo
totalmente reversivel obedece a equacado de Randles-Sevcik, apresentada na

equacéao 1 [23].

Ip=2,69x10° n3/?2 A D'/? ¢ v'/? Equacéo 1

Sendo: Ip = corrente de pico em Amperes; n = numero de elétrons; A = area
do eletrodo em cm?; D = coeficiente de difusdo em cm? * s'; C = concentragdo em
mol * cm3; v = velocidade de varredura de potencial em V * s,

De acordo com a equacao 1, a velocidade de varredura altera Ip, € entao
esperada uma linearidade entre Ip e v*2. A partir da regressao linear da curva de Ip
em fungéo de v*, o coeficiente linear é igual a zero para a varredura anddica e
catddica em processos reversiveis. Quando isso ndo acontece, indicam que
processos adsortivos estdo ocorrendo no eletrodo [23].

Como visto na figura 2B, 2C e na tabela 1 tanto ECIPI quanto SPCE
apresentam uma linearidade entre Ip e v*2. Os coeficientes lineares de SPCE foram
de 9,63 e -10,40 mV/s para a curva de oxidagao e reducao respectivamente, e de
ECPI foram de 25,26 e -26,36 mV/s.
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Outra forma de analisar processos reversiveis, é pela fungao obtida de log
de Ipa e Ipc versus log da velocidade de varredura. A partir da regresséao linear,
novamente é analisado o valor do coeficiente linear, valores proximos a 0,5 indicam
processos controlados por difusdo, valores entre 0,5 e 1,0 sdo processos de difusdo
e adsorgao, e valores proximos a 1,0 indicam processos controlados por adsorgao.
E possivel observar que em ambos os eletrodos, os coeficientes lineares sdo
préximos de 0,5 (figura 2 E e D, e tabela 1).

Desta maneira, todos os dados indicam a presenca de processos
reversiveis, e pode-se utilizar a equagdao 1 para estimar a area efetiva dos
eletrodos. Observa-se na tabela 1 que a area efetiva do SPCE € menor do que a
area geomeétrica, e que no ECIPI o contrario acontece, a area efetiva € maior que
a area geométrica.

Para indicar a reversibilidade do processo redox, alguns critérios podem
ser estudados: AEp, diferenca entre Ep e Ep/2, e razdo entre Ipa/lpc. A analise

desses dados sdo apresentados nas tabelas 2 e 3.

Tabela 2 — Par&metros voltamétricos obtidos da leitura de KsFe(CN)s 5,0mM + KCI 0,5M sobre ECIPI
em diferentes velocidades de varredura a partir da Figura 2A.

v (mV/s) AEp (mV) lpal lpc Epc-Eperz (MV)
20 64,00 + 2,00 1,02 + 0,00 57,89 + 0,65
50 96,00 + 3,06 1,01+ 0,00 68,70 + 3,56
75 116,00 * 5,03 1,00 + 0,01 83,31 + 1,57
100 134,00 * 5,03 0,99 0,01 88,97 + 1,27
150 168,00 * 4,00 0,98 0,01 100,86 + 0,63
200 196,00 + 6,11 097 ¢ 0,00 11291 + 1,53

Tabela 3 — Pardmetros voltamétricos obtidos da leitura de KsFe(CN)s 5,0mM + KCI 0,5M sobre
SPCE em diferentes velocidades de varredura a partir da Figura 2B.

v (mV/s) AEp (mV) loa/loc Epe-Epo2 (MV)
20 117,67 =+ 3,06 0,99 + 0,01 7157 + 142
50 139,67 + 643 097 + 0,01 7867 + 2,80
75 155,00 + 3,46 097 + 0,01 83,57 + 0,70
100 166,33 + 4,16 096 + 0,01 87,20 + 2,14
150 185,67 + 7,02 095 + 0,00 93,10 + 2,13
200 201,67 + 7,02 095 + 0,00 9820 + 195
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Através da equacao de Nernst [24] apresentada na equacgao 2; o valor de
AEp pode ser usado para calcular o numero de elétrons em um processo reversivel.
O minimo de diferenca de potencial (AEp) a ser observado € de 59,2mV, para um

sistema reversivel com transferéncia de 1,0 elétron.

0,0592
n

RT ~
AEp = |Epe — Epa| = 23— = V (a 25°C) Equagéo 2

Sendo: R = constante dos gases em J * K'* mol'; T = temperatura
termodinamica; n = numero de elétrons; F = constante de Faraday (95465) em C *
mol-'.

Quando existe uma limitagdo cinética na transferéncia eletrbnica AEp
aumenta a medida que a velocidade de varredura também aumenta. Esse
comportamento € observado em sistemas quase-irreversiveis onde ocorrem
reacgoes de transferéncia de massa e transferéncia de carga, que se aproximam do
resultado esperado pela equacao de Nernst. Geralmente, em menores velocidades
se comportam como reversiveis e em maiores se aproxima de irreversiveis. As
tabelas 1 e 2 apresentam esse comportamento descrito, onde ha o aumento de
AEp nos eletrodos ECIPI e SPCE respectivamente a medida que aumenta a
velocidade de varredura.

Como a concentracdo do analito é diretamente proporcional a corrente
observada, a divisao da corrente de pico anddica pela corrente de pico catédica
igual a 1,0; indica que todo o material inicialmente reduzido foi oxidado na
varredura. E possivel observar que nos eletrodos ECIPI e SPCE (tabelas 2 e 3),
que a razéo de corrente anddica e catodica (Ipa/lpc) permaneceu proxima a 1,0 e
com desvios baixos.

A diferenca entre Ep e Ep/2 é outra forma de analisar a reversibilidade do
processo redox principalmente em processos que consomem a especie
eletrogerada e o pico reverso ndo € observado. De acordo com a equacéo 3,
espera-se que a diferengca entre Ep e Ep/2 seja de 56,6 mV para processos

totalmente reversiveis.

RT 56,6 ~
|Epe — Epejz| = 2,2 — ===V (a25°) Equacgéo 3

n
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O comportamento observado em AEp, € novamente obervado em Ep-Ep/2:
em menores velocidades se comportam como reversiveis e em maiores
velocidades se distanciam um pouco dos processos reversiveis.

Apesar de alguns valores experimentais serem maiores do que o esperado
para processos totalmente reversiveis, o ECIPI pode ser classificado como
reversivel ou quasi-reversivel, produzindo respostas eletroquimicas satisfatérias
comparado ao SPCE, e torna-se uma plataforma ideal para o trabalho a ser

realizado em velocidade de varredura menor que 100mV/s.

3.3 Caracterizacao MEV e Espectroscopia Raman

A ampliacao 500x e 200x para SPCE (figura 3A) e ECIPI (figura 3D)
respectivamente, mostra em termos visuais a diferenca entre a superficie dos
eletrodos SPCE e ECIPI. O SPCE é plano, em comparagao com o ECIPI que
apresenta ranhuras derivadas do movimento do laser para a gravagdo. Com as
ampliagdes de 1000x (figura 3B) e 5000x (figura 3C) é possivel visualizar a
presenca de algumas granulosidades na superficie do SPCE. Ja nas ampliagbes
de 2000x (figura 2E) e 5000x (figura F) de ECIPI, mais deformidades sao
observadas

A anaélise de MEV corrobora com os valores observados na tabela 1. A area
efetiva de ECIPI maior do que a area geométrica pode ser explicada pela
deformidade observadas na figura 2F, essas deformidades sao obtidas pelo laser
que incide no material polimérico, o laser realiza um processo de queima em altas
temperaturas para a formacao do grafite. Por isso quanto mais rugosa a superficie

do eletrodo mais area fica disponivel para as reacdes de oxirredugao.
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Figura 3 — Imagens obtidas por MEV para: SPCE (A, B e C) e ECIPI (D, E e F). Ampliacao de 500x
(A); 1000x (B); 5000x (C e F); 200x (D) e 2000x (E).

A partir da analise de MEV, foi analisado o espectro de EDS, que indica a
presencga de outros atomos além de carbono (S e Cl) para o SPCE (Figura 4A). Ja
no ECIPI, observa-se que o unico material presente € o carbono (Figura 4B).
Sabendo entdo da pureza do material formado, fez-se a analise da espectroscopia
Raman para o ECIPI.

O espalhamento de Raman provou ser uma ferramenta eficiente para o
ECIPI, detectando o conjunto de picos presentes em materiais carbonaceos: D, G,
2D [25]. A figura 4C apresenta o espectro Raman para o material de carbono
formado. Sao observadas duas vibragoes principais em 1347 cm™' (banda D) e 1590
cm’ (banda G), que correspondem ao espalhamento de carbono sp?
desordenados, que induzem defeitos (heteroatomos, vacéancias, bordas) e/ou
grupos funcionais oxigenados, e vibragdes do dominio de carbono sp? (C=C),
respectivamente [26,27].

A razdo da intensidade da banda D para a banda G € uma medida de

desordem/defeitos [26]. A razdo apresentada aqui € de ID/IG = 0,847. Esse valor
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indica uma maior desordem, e consequentemente mais sitios ativos presentes na

interface do eletrodo.

Figura 4 — Espectro de EDS dos eletrodos: SPCE (A) e ECIPI (B). E Espectro Raman de ECIPI (C).
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3.4 Modificagao de eletrodos

Com a caracterizacao do ECIPI, o préximo passo foi modificar a superficie
do eletrodo de trabalho a fim de auxiliar a imobilizagdo da molécula de

biorreconhecimento. Os eletrodos foram modificados com rodamina 6G (figura 5).
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Figura 5 — Voltamogramas ciclicos de KsFe(CN)s/KsFe(CN)s 5,0mM + KCI 0,5M a 75mV/s (A) e
conversao do voltamograma em carga versus tempo (B). Sobre: ECIPI (-) virgem e (-) modificado
com R6G.
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E notavel a diferenca entre os voltamogramas do eletrodo virgem e
modificado. A area da curva de carga versus tempo (figura complementar 1) nos
mostra que o eletrodo virgem (3.988,75 + 183,14uC) passa a ter uma area maior
(6.073,67 +165,78uC) apos a eletrodeposicdo da R6G, indicando assim a
modificagao da superficie de trabalho. Sobre os eletrodos modificados, novamente

foi realizada a leitura no eletrélito suporte (KCI) (figura 6).

Figura 6 — Voltamogramas ciclicos de KCI 0,5M a 75mV/s. Sobre: ECIPI (-) virgem e (-) modificado
com acido citrico e R6G.
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A auséncia de resposta faradaica na leitura do eletrdlito suporte sobre
eletrodos virgens na figura 6 (—) ja nao € mais observada sobre os eletrodos

modificados como mostrado na figura 6 (-). O que corrobora com a leitura do
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KsFe(CN)s/KaFe(CN)s realizada na figura 5 (- ), indicando a modificacédo da

superficie do eletrodo de trabalho.

3.5 Imobilizagao da anti-glicoproteina S em eletrodo modificado e detec¢ao da

proteina S

A modificagdo do eletrodo de trabalho permite o principal passo da
preparacao de um biossensor: a imobilizacdo da molécula de biorreconhecimento.
Assim, é apresentado na Figura 7 a ligagao do anticorpo (Anti-glicoproteina S de
SARS-CoV-2).

Figura 7 — Perfil de area da curva carga versus tempo de ECIPI: virgem; modificado e modificado +
anticorpo. Dados obtidos a partir da converséo de voltamogramas ciclicos de KsFe(CN)s/KsFe(CN)s
5,0mM + KCI 0,5M a 75mV/s em graficos de carga versus tempo. O inset apresenta o grafico de
carga versus tempo de ECIPI: modificado (-) e modificado + anticorpo (-).
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E visivel na figura 7 que a area da curva de carga versus tempo fica menor
ao imobilizar o anticorpo. Area da curva do eletrodo modificado de 6.073,67
+165,78uC; cai para 5.678,25 +169,07 uC ao adicionar o anticorpo. No capitulo

complementar é apresentado a leitura controle (figura complementar 1), em que o
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grafico da area sob a curva de carga versus tempo, demonstra que apenas o
eletrodo em que foi adicionado anticorpo, apresenta uma area menor, comprovando
assim a sua imobilizacao.

Sabendo que € possivel realizar a imobilizacdo do anticorpo, analisamos a
seguir a deteccdo da proteina S através da formagdo do complexo antigeno-

anticorpo. A figura 8 apresenta o grafico da area sob a curva de carga versus tempo.

Figura 8 — Perfil de area da curva carga versus tempo de ECIPI: virgem; modificado; modificado +
anticorpo e modificado + anticorpo + antigeno. Dados obtidos a partir da conversdo de
voltamogramas ciclicos de KsFe(CN)s/KsFe(CN)s 5,0mM + KCI 0,5M a 75mV/s em graficos de carga
versus tempo. O inset apresenta o grafico de carga versus tempo de ECIPI: modificado + anticorpo
(-) e modificado + anticorpo + antigeno (-).
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A figura 8 mostra o aumento da area da curva ao acrescentar o antigeno
(6.153,00 £114,06 uC), comparado a leitura do eletrodo modificado com anticorpo
(5.678,25 +169,07 pC). Novamente, no capitulo complementar € apresentado a
leitura controle (figura complementar 1), em que o grafico da area sob a curva de

carga versus tempo, demonstra que apenas nos eletrodos em que foi adicionado
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antigeno, a area da curva é maior, sendo assim, € possivel afirmar que detectamos

a formagao do complexo antigeno-anticorpo.

3.6 Deteccédo da proteina S de SARS-CoV 2 em saliva

A partir da detecgdo do complexo antigeno-anticorpo, foi analisado sé é
possivel deteccdo desse mesmo complexo em amostras de saliva, apresentado na

figura 9.

Figura 9 — Perfil de area da curva carga versus tempo de ECIPI: virgem; modificado; modificado +
anticorpo; modificado + anticorpo + saliva negativa e modificado + anticorpo + saliva + antigeno.
Dados obtidos a partir da conversao de voltamogramas ciclicos em graficos de carga versus tempo.
Voltametria ciclica de KsFe(CN)s/KsFe(CN)s 5,0mM + KCI 0,5M a 75mV/s. O inset apresenta o
grafico de carga versus tempo de ECIPI: modificado + anticorpo + saliva negativa (-) e modificado
+ anticorpo + saliva + antigeno (-).
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A figura 9 mostra que a area da curva ao acrescentar o antigeno em
amostra de saliva € menor (5.316,25 +46,43 uC), comparado a leitura do eletrodo
com saliva negativa (5.604,33 +19,65 uC), demonstrando assim a detecgdo da

formacao do complexo antigeno-anticorpo em amostras de saliva.
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Varios sensores fabricados em substratos flexiveis séo relatos na literatura
para a deteccdo de SARS-CoV-2 [28-31]. E até o momento, dois eletrodos
fabricados em substrato de poliimida sdo relatados: um biossensor de efeito de
campo (FET) baseado em nanotubos de carbono [32], e um sensor multiplex que
detecta antigenos de SARS-CoV-2, anticorpos e proteina C-reativa [33]. Apesar de
eficiente, a preparacao do sensor multiplex € demorada devido aos longos tempos
de incubagdo das amostras. Sendo assim, o nosso trabalho é o primeiro estudo
relatado de sensores eletroquimicos fabricados em substrato de poliimida que

demanda pouco tempo de preparacgao e detecgao.

4. CONCLUSAO

Foi possivel nesse trabalho caracterizar o eletrodo gravado em poliimida
por técnicas eletroquimicas que demonstram ser um eletrodo satisfatério para a
construcdo de um biossensor comparado ao eletrodo comercial (SPCE). Através
da analise de MEV e Raman é possivel comprovar que o material formado pela
gravacgao do laser em poliimida trata-se de um grafite de alta pureza.

A rodamina é eficiente na modificacdo do ECIPI, e através dessa
modificagdo € possivel imobilizar o anti-glicoproteina S e promover a detecgao da
glicoproteina S. Além disso também é possivel detectar a formagcado do complexo
anticorpo-proteina em amostras de saliva. Assim, podemos afirmar que o eletrodo
proposto € uma plataforma eficiente para a constru¢cdo de um biossensor par
SARS-CoV-2. Mais estudos sédo necessarios para verificar o limite de detecg¢ao do

sistema proposto.
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Figura complementar 1 — Perfil de area da curva carga versus tempo de ECIPI: virgem; modificado;
modificado + anticorpo; modificado + agua; modificado + anticorpo + antigeno e modificado +
anticorpo + agua. Dados obtidos a partir da conversdo de voltamogramas ciclicos de
KsFe(CN)s/KaFe(CN)s 5,0mM + KCI 0,5M a 75mV/s em graficos de carga versus tempo.
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