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RESUMO

O presente trabalho descreve estudos de construcdo de biossensores
modificados com DNA para detecgdo de virus da hepatite C. Utilizaram-se como
superficie eletrodica substratos de ouro oriundos de CDs gravaveis, ja descritos na
literatura. O procedimento de construcdo deste tipo especifico de eletrodo foi
modificado e esta modificacdo foi avaliada por meio de técnicas eletroquimicas, de
microscopias de varredura eletrbnica e de fluorescéncia. Duas propostas de
imobilizagdo foram avaliadas, sendo: a construcdo de monocamadas auto
organizadas com moléculas de &cido mercaptopropiénico, com posterior ligagdo de
material bioldégico via metodologia biotina estreptavidina e a construgdo de
monocamadas a partir de moléculas de DNA modificadas com grupamentos tidis. As
metodologias foram comparadas e a que fez uso do DNA tiolado foi escolhida para
efetuar os procedimentos de imobilizagdo, que foram entdo otimizados. Para
monitorar o sinal de hibridizacdo do genossensor, dois métodos foram estudados,
sendo: detec¢ao via oxidagao da base nitrogenada guanina e deteccao via interacao
do material genético com indicadores eletroanaliticos, sendo este ultimo o que
apresentou melhores resultados, sendo selecionado. Como indicadores foram
avaliados os corantes azul de metileno e azul de meldola e os compostos de cobre
Cu(NOg3)2(en), e Cu(NOs)2(NN),, que foram caracterizados e avaliados por técnicas
eletroanaliticas e espectrofotométricas. Estes foram estudados frente aos processos
de interacdo com o material genético nativo e degradado, por meio do método da
razao molar. O azul de metileno e o Cu(NO3)2(en). apresentaram forte interacao com
o DNA de Calf Thymus, com constantes de interacdo de 1,5 x 10 * e
1,0 x 10 ° L mol ™'. Estes foram utilizados como indicadores eletroanaliticos na etapa
de hibridizagdo, sendo eficientes para detecgdo de gendtipos da hepatite C em

amostras amplificadas de soro sanguineo.



ABSTRACT

This paper describes a studies of biosensors modified DNA construction for hepatitis
C virus detection. It was used gold from recordable CDs as a electrodic substrates
just described in the literature. The procedure of construction of this particular
electrode was modified and this modification was evaluated using electrochemical,
scanning electron microscopy and fluorescence techniques. Two detention proposals
were evaluated: first, the construction of self assembly monolayers with
mercaptopropionic acid and subsequent binding of biological material by streptavidin
biotin method and second, the construction of monolayers from molecules of DNA
modified with thiol groups. The methods were compared and the DNA thiol was
chosen to perform the detention procedures, which were then optimized. To
monitoring the hybridization signal genosensor, two methods were studied,: guanine
oxidation detection and interaction of genetic material with electroanalytical
indicators, the latter being the one with better results, and selected. As indicators
were evaluated the methylene blue and meldola blue dye, and copper compounds
Cu(NOgs)2(en)2 and Cu(NOs3)2(NN)2, which were characterized and evaluated by
spectrophotometric and electroanalytical techniques. These coumpounds were
studied before the interaction process with the native and degraded material by the
molar ratio method. The methylene blue and Cu(NOgs)2(en). showed strong
interaction with the Calf Thymus DNA with constant of 1.5 x 10 *and 1.0 x 10 ®> L mol
1. These were used as indicators of hybridization in electroanalytical step and they
were efficient for detection of hepatitis C genotypes in amplified blood serum
samples.
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1 INTRODUCAO
Nas ultimas décadas, com o rapido crescimento do processo de globalizacao

foi evidenciada uma crescente concorréncia mundial, colocando novas exigéncias
sobre os processos relativos as atividades em que a ciéncia quimica esta inserida,
bem como sobre a utilizagdo de novos materiais aplicados tanto na area que
concerne a quimica, quanto a areas correlatas (CHARPENTIER, 2007; PETERS;
DRUMMER; MUSSHOFF, 2007; HUANG; CHOI, 2007). Dentre estas exigéncias, as
acoOes de controle e monitoramento vém alcancando lugar de destaque na sociedade
atual. A necessidade de medigdes quimicas se estende a muitas aplicacdes, tais
como: alimenticias, medicinais, ambientais, militares, etc. (TAYLOR et al., 2001;
PHILIP et al, 2001; INTERNATIONAL..., 2009; JORDANIA ACREDITATION
SYSTEM, 2007). Os dados assim obtidos devem fornecer subsidios capazes de
corroborar com agbes determinantes para a qual a sociedade atual demanda.
Dispositivos sensores, que possam detectar e quantificar espécies quimicas, em
distintos niveis sdo cada vez mais requisitados para aplicagdo em medicoes e 0s
diversos sensores quimicos vém sendo considerados ferramentas fundamentais
para essas aplicagdes (GOPEL; HESSE; ZEMEL, 1989; TIMMER; OLTHUIS; VAN
DEN BERG, 2005). Sao caracterizados por dimensbes reduzidas, robustez,
facilidade de utilizacdo e capacidade de manipular informagdes de anadlise, de
maneira confiavel e continua (JANATA; JOSOWICZ; DE VANEY, 1994). Levando
em consideracdo a quantidade destes dispositivos, os mesmos podem ser
classificados em funcdo da propriedade medida, sendo: i) sensores o&pticos:
baseados em medias 6épticas, ressonancia de plasma de superficie e de onda
evanescente, ii) sensores piezelétricos: baseados em medida de onda acustica de
volume e de superficie, iii) sensores eletroquimicos: baseados em medidas de
potencial, corrente, carga idnica, efeito de campo e impedancia, e iv) sensores
condutimétricos: baseados em medidas de condutancia. (SCHUETZLE;
HAMMERLE, 1986; JANATA, 1989; SEIYAMA, 1989; YAMAUCHI, 1992; YU; YIN,
2002; THOMPSON, 2006).

O desenvolvimento de sensores tem sido considerado uma area promissora
em estudos de quimica analitica, principalmente por conta dos desafios impostos
quando se efetuam analises em matrizes complexas. Estas matrizes requerem
metodologias rapidas, sensiveis, seletivas, estaveis e reprodutiveis (CRESPILHO;
REZENDE, 2004; LOWINSOHN; BERTOTTI, 2006; SINGH, 2007). Os sensores



eletroquimicos mais utilizados sao os potenciométricos e 0os amperométricos
(BUDNIKOQV et al., 1992). No caso dos sensores que fazem uso da amperometria,
aplica-se um potencial externo ao sistema estudado, que faz com que uma
determinada reagao redox ocorra sobre a superficie de um eletrodo, resultando em
um valor de intensidade de corrente que é uma medida direta da velocidade de
reacdo eletroquimica, que pode ser monitorada e quantificada (STEFAN; VAN
STADEN; ABOUL-ENEIN, 2001; BARD; FAULKNER, 2001). Este potencial aplicado
confere a técnica uma certa seletividade eletroquimica. No caso, como o eletrodo
constitui a superficie em que os processos sao estudados, este pode ser
considerado o transdutor eletroquimico (amperométrico), convertendo reacdes
eletroanaliticas em dados mensuraveis (BRETT, C. M. A.; BRETT, A. M. O, 1994;
BARD; FAULKNER, 2001). Dentre estes sensores, merecem destaque aqueles em
que a superficie eletroativa é propositalmente modificada por espécies quimicamente
ativas, objetivando controlar a natureza da interface eletrodo-solugdo, elevando o
grau de sensibilidade e seletividade do sensor eletroquimico e ampliando a
aplicagdo dos mesmos (PEREIRA; SANTOS; KUBOTA, 2002). As caracteristicas
fisico-quimicas da superficie destes eletrodos sdo alteradas e o eletrodo passa a
responder, analiticamente, de acordo com as caracteristicas do reagente modificador
(INTERNATIONAL..., 1998). Estes eletrodos foram denominados eletrodos
modificados e vieram minimizar as desvantagens dos eletrodos convencionais, tais
como: bloqueio gradual da superficie por adsorcao dos produtos gerados e a nao
diferenciagdo entre compostos com caracteristicas redox similares (FUJIHIRA;
RUSLING; RUBINSTEIN, 2007).

Os biossensores sao parte significativa destes eletrodos modificados, no
qual a modificagdo da superficie eletrodica é efetuada com materiais de
reconhecimento bioldgico, que podem ser enzimas, anticorpos ou até mesmo
material genético, como oligonucleotideos e DNA (EDELMAN; WANG, 1992;
MURPHY, 2006). Este transdutor assim modificado deve ser capaz de detectar um
evento de reconhecimento molecular entre a biomolécula e um analito especifico,
convertendo em sinal elétrico mensuravel. O bioreconhecimento empregado por
estes sensores apresenta seletividade similar aos processos ocorrentes com a
biomolécula, quando a mesma encontra-se in vivo. Aliam-se entdo, a seletividade do
material biolégico com a sensibilidade do transdutor eletroquimico adequado
(DIAMOND, 1998; EGGINS, 2002; MIKKELSEN; CORTON, 2004).



Este tipo especifico de sensor modificado vém sendo estudado e aplicado
em diversas areas do conhecimento, obtendo-se resultados promissores em
deteccao/quantificacao de analitos de distintos interesses (PADDLE, 1996; PATEL,
2002; CASTILLO et al., 2004; ARYA; DATTA; MALHOTRA, 2008). A proposta inclui
uma deteccado rapida e segura, em baixos niveis, que, seguidamente, pode ser
avaliada por metodologias ja validadas, como a cromatografia, por exemplo (BUCK
et al,, 1990; WISE, 1990; CUNNINGHAM, 1998; SADANA, 2002). Os analitos de
interesse ambiental e da area de saude estdo entre os mais estudados pelos
biossensores. Pesticidas, peroxidos, polifendis, metais, virus e bactérias estdo entre
estes e dependendo do analito, distintos sistemas de modificagdo podem ser
indicados para a construgcdo do biossensor, variando-se desde a constituicdo do
transdutor eletrédico e o tipo de material biologico empregado, quanto 0os processos
de imobilizacdo deste material sobre a superficie do eletrodo e as reacdes
monitoradas (WISE, 1991; MATHEWSON; FINLEY, 1992; BOISDE; HARMER, 1996;
KELLER, 1998; MULCHANDANI; SADIK, 1999; ROGERS, 2006; ZACCO et al.,
2007; PUMERA et al., 2007).

No geral, os biossensores podem ser classificados pelo tipo de interacao
existente entre o material biolégico modificador e o analito de interesse.
Biossensores enzimaticos utilizam enzimas como modificadores e sédo baseados nas
reacOes cataliticas tipicas destas, monitorando a quantidade de um produto ou de
um reagente no sistema, bem como reacdes paralelas que possam ocorrer no meio
ou ainda, fazendo uso de mediadores eletroquimicos (SCHELLER; SCHMID, 1992;
USMANI; AKMAL, 1994; ROGERS; MULCHANDANI; ZHOU, 1995; CHAUBEY;
MALHOTRA, 2002). Os imunossensores constituem uma classe especifica de
biossensor que se baseiam nos imunoensaios e nos principios resultantes das
reacbes de afinidade da ligagdo antigeno anticorpo, que é dita como uma reagao
muito especifica e seletiva. No geral, faz-se uso de marcadores para o
monitoramento reacional, visto que os antigenos anticorpos séo eletroquimicamente
inertes. Estes marcadores, na sua grande maioria, sdo enzimas (CASS, 1990;
BLUM; COULET,1991; RICCARDI; COSTA; YAMANAKA, 2002).

Uma subclasse destes biossensores tem chamado a atengdo dos
pesquisadores nas Uultimas décadas. Esta esta baseada em processos de
reconhecimento de genes especificos (complementaridade), no qual o eletrodo é

modificado com material genético, sendo DNA ou seqliéncias especificas de



oligonucleotideos (WANG, 2002; DRUMMOND; HILL; BARTON, 2003). Estes
biossensores foram denominados de genossensores e incorporam uma camada
genética especifica de DNA, imobilizada na superficie de um transdutor como
elemento de reconhecimento, convertendo parametros de interacdo genética em
sinais analiticos mensuraveis (YANG, McGOVEN; THOMPSON, 1997). Sendo
assim, os genossensores eletroanaliticos convertem sinais de interagdo entre bases
nitrogenadas especificas, em sinais elétricos (potenciométricos, amperométricos,
etc.), visto que as técnicas eletroquimicas sado sensiveis, de baixo custo financeiro e
de facil uso e tornam-se entdo, atrativos para a atual industria de diagndsticos
clinicos, principalmente pela real possibilidade de produgdo em massa destes
sensores (PALECEK; FOJTA, 2001). O genossensor trata-se de um forte candidato
a investigagcbes e diagnosticos genéticos, bem como deteccdo de espécies
patogénicas e carcinogénicas, farmacos e seqiéncias de bases de DNA, efetuando
diagnosticos de doengas pelo sequenciamento destas bases (LA-SCALEA;
SERRANO; GUTZ, 1999; BAN et al., 2004). DNA humano, viral e bacteriolégico tém
sido utilizados na construgcdo destes sensores, com variadas aplicacdes, desde
estudos forenses a deteccao de patdgenos, por exemplo (HAHN et al., 2005).

Neste aspecto, o uso de genossensores para diagnésticos na area médica
clinica tem sido importante, principalmente a sua aplicacao na quimica farmacéutica,
como metodologias de alarme, diagnosticando resultados rapidos, precisos e de
baixo custo, monitorando etapas iniciais de controle clinico, que sao fundamentais
para a area da saude (MARQUES et al., 2003; MASCINI et al., 2005). Pacientes
procedentes de etapas iniciais de contaminac¢ao viral, por exemplo, podem ser
rapidamente diagnosticados e 0s processos iniciais de tratamento da virose podem
ser efetuados de maneira mais eficaz, aumentando a possibilidade de eficiéncia do
tratamento especifico proposto, combatendo o agente causador da doenga em suas
etapas primarias do processo de infeccdo (ABAD-VALLE; FERNANDEZ-ABEDUL;
COSTA-GARCIA, 2005).

Atualmente, diversas doengas de carater infecto-contagioso vém causando
preocupacdes em termos de saude publica mundial. Uma destas infecgbes tem
alcangado indices de contaminagdes alarmantes, tanto em nivel de Brasil, quanto de
mundo (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2002a). A virose transmitida pelo virus
conhecido com HCV é chamada de hepatite C e representa uma problematica para a

salide publica. E transmitida por meio de sangue contaminado, porém, ainda nio



existe uma vacina disponivel para este tipo especifico de hepatite (AKAHANE et al.,
1994; MATTHEWS; BINI, 2004). Atualmente atinge cerca de 170 milhdes de
pessoas, das quais 3,2 milhées somente no Brasil (1,5% da populacédo), e 90%
destas pessoas ainda ndao sabem que estdo infectadas. Estima-se que 3% da
populacdao mundial encontra-se infectada com o virus HCV, como por exemplo, de
100 a 140 mil infectados em Portugal (SEEFF, 1997; ERENSQY, 2001).

O diagnostico do HCV tem sido efetuado por testes imunoserologicos que
detectam a presenca dos anticorpos anti HCV em 97% dos casos de individuos
infectados. Porém, em certos casos de infecgbes agudas, falsos resultados podem
ser obtidos (LOK; GUNARATNAM, 1997). Técnicas alternativas de diagnéstico,
baseadas na deteccdo do RNA do virus da hepatite, como investigacdes
eletroquimicas, vém sendo avaliadas e tém sido estudadas com o intuito de
minimizar este problema, obtendo resultados promissores na deteccao desta doenca
(YE et al., 2003). Neste aspecto, estudos iniciais efetuados com genossensores
aplicados na deteccao de virus HCV tém sido reportados na literatura e no Brasil, o
grupo de biossensores do Instituto de Quimica da Universidade Estadual Paulista
vem estudando a construcao e aplicacdo de genossensores possiveis de detectar o
virus (varios gendtipos) em amostras soro positivas amplificadas. O grupo tem
construido genossensores eletroquimicos com eletrodos de grafite e ouro, fazendo
uso de metodologias de imobilizacdo do tipo sol-gel, filmes poliméricos e
monocamadas auto organizadas, monitorando o sinal analitico via enzimas
marcadoras, intercalacdo com complexos e expulsdo de ions cloreto de filmes de
polipirrol (YAMANAKA et al., 2003; RICCARDI et al., 2002, 2004, 2006, 2008;
MARQUES; YAMANAKA, 2007; TAGLIAVINI-SANTOS et al., 2008; ULIANA et al.,
2008).

A aplicacdo de novos materiais na construcdo de genossensores, bem como
0 uso de distintas técnicas de imobilizacdo de DNA, fatores estes associados aos
variados tipos de monitoramento eletroanalitico, constituem uma gama de
potencialidades que podem ser empregadas na area de biossensores, drea esta
que, apesar de ser bem especifica, constitui uma ferramenta bem vasta em diversos

ramos do conhecimento e encontra-se em pleno desenvolvimento investigativo.



2 HEPATITE
Nas ultimas décadas, varios estudos apontaram para a analise de genes

ligados a doencgas infecto-contagiosas, sendo o virus responsavel pela hepatite, um
dos genomas que vem sendo investigados com auxilio de métodos de aplicacoes
moleculares (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2002b; FERREIRA; SILVEIRA,
2004). Por conta do dificil diagnéstico da doenca em estagios iniciais e pela
auséncia de vacina para tipos especificos, a avaliagdo analitica do virus da hepatite
vem alcancando lugar de destaque no ambito da pesquisa cientifica (MERIC et al.,
2002; CASSUTO et al., 2002; YAMANAKA; RICCARDI; COSTA, 2003; YE et al.,
2003; RICCARDI et al., 2004; YAMANAKA et al., 2004).

Do ponto de vista cientifico, hepatite vem designar qualquer degeneragao do
figado, que pode ser ocasionada por variadas possibilidades. No caso especifico da
acao dos virus, estes parasitam as células hepaticas, objetivando a reprodugéo,
atacando o figado e destruindo estas células. O virus do tipo C (HCV) vem ocasionar
a infecgéo virdtica aguda conhecida como hepatite C, que é transmitida por meio de
sangue contaminado e enfatiza-se o fato de ainda néo existir uma vacina disponivel
para este tipo especifico de hepatite (ERENSOY, 2001; MATTHEWS; BINI, 2004;
AKAHANE et al., 2004). A o virus da hepatite do tipo C teve seu genoma publicado
primeiramente por Choo e colaboradores (1989). Anteriormente, esta virose era
estudada e denominada como hepatite ndo A, ndo B. E causada por um virus de
RNA (Figura 1) da familia flaviviridae, que possui genoma de fita simples medindo
9,7 kilobases de comprimento. Apresenta seis genétipos distintos (1 a 6),
subdivididos em grupos (a, b, ¢, etc.), e dentro de um mesmo genétipo e subgrupo,
podem-se ter ainda variagbes do HCV, denominadas quasispecies, devido a
replicacdo imperfeita do virus, que resulta em pequenas mutagdes constantes
(SIMMONDS et al., 1994; CONTE, 2000a).



Figura 1. Desenho de representacdo do virus da hepatite C (SECKO, 2009).

O HCV n&o é considerado um virus socialmente transmissivel, sendo o
contato direto com o sangue e derivados de sangue contaminados, a sua mais
significativa forma de transmissdo. A infeccdo esta associada principalmente a
transfusdées sanguineas, transplante de érgaos, processos de hemodidlise, uso de
drogas injetaveis, dentre outros (BALDESSAR, 2007). O HCV foi tido como o agente
causador de 90% dos casos de hepatite C péds transfusional, visto que a doenga
somente foi conhecida no final da década de oitenta e que varios individuos foram
infectados durante procedimentos de transfusdo de sangue efetuados até o inicio
dos anos noventa (STRAUSS, 2001). Estes individuos devem ser avaliados para
contaminagédo com HCV. No Brasil, desde 1993 os candidatos doadores de sangue
devem, obrigatoriamente, passar por testes soroldgicos anti HCV. Atualmente, por
conta de medidas como esta, os casos de contaminagao pds tranfusional tornaram-
se raros (ALTER, 1997). O risco de transmiss&o sexual € minimo e a contaminag¢ao
por contato com material cortante/perfurante deve ser considerada como fator de
risco, como nos casos de material para tatuagem, alicates de unha ou laminas de
barbeiro, por exemplo. Procedimentos odontolégicos e de acupuntura também
podem apresentar riscos de contaminacdo. A transmissao vertical mae crianca é
rara, porem, a gravidez ndo € contra indicada em casos de mulheres infectadas
(TENGAN et al., 2001; TEIXEIRA; MARTINS FILHO; OLIVEIRA, 2005).

A hepatite C, como toda hepatite viral, apresenta um quadro de distribuicao
universal e magnitude variavel de acordo com a regiao do pais. Os numeros da

doenca em todo o mundo sdao alarmantes. Por ocasido da



Conferencia Internacional de Consenso sobre Hepatite C, estimou-se que 3% da
populacdo mundial encontra-se infectada com o virus HCV e que 90% destas
pessoas ainda nao sabem que estao infectadas. A prevaléncia, com base em dados
de pré-doadores de sangue, pode variar entre indices como 20% no Egito, 1,5% no
sul da Europa e de 6,5% na Africa equatorial (CONTE, 2000b; ERENSQY, 2001).

Hoje atinge cerca de 150 milhdes de portadores crbnicos, dos quais 3,2
milhées somente no Brasil (1,5% da populagdo), sendo este o maior indice de
prevaléncia da América do Sul e uma incidéncia sete vezes maior que a do virus da
AIDS (STRAUSS, 2001; HEPATITIS C INFORMATION CENTRAL, 2009). Porém,
ainda nao existem estudos capazes de estabelecer sua real prevaléncia no pais,
visto que a vigilancia epidemioldgica das hepatites virais, no Brasil, baseia-se na
notificagdo de casos suspeitos. O numero de notificagbes nao reflete a real
incidéncia da infeccdo, pois, a grande maioria dos acometidos apresenta forma
assintomética, sendo entao, dificilmente captados. Alguns trabalhos tém buscado
informacdes a cerca da distribuicdo do genoétipo no Brasil (CODES et al., 2003;
SILVA et al., 2005). Campiotto e colaboradores (2005) efetuaram um estudo da
distribuicdo geografica de gendtipos de virus da hepatite C, no Brasil, que
determinou uma frequéncia genética estatisticamente diferente para cada regiao do
pais, porém, com genoétipo do tipo 1 mais freqlente em cada regiao, sendo a regiao
norte a de maior incidéncia para este genétipo.

De maneira geral, a evolugao da hepatite C é lenta e progressiva. O tempo
de incubagdo mostra-se variavel, que pode ser de um a treze meses, sendo oito, em
média. Cerca de 20% dos individuos pacientes curam-se ou tem doenca cronica de
natureza benigna e o restante 60% denotam evolugdo cronica. Dentre estes, um
total de 20% desenvolvem cirrose hepatica, mas que pode ser passivel de
transplante. Alguns casos podem evoluir para hepatocarcinéma (STRAUSS, 2001).

2.1 Deteccao, Diagndstico e Tratamento da Hepatite C.

O quadro clinico dos doentes com hepatite aguda do tipo C €& bem
semelhante ao dos outros tipos de hepatite virdtica, necessitando de testes
serologicos para efetuar a etiologia da doenga em cada caso particular de infecgéao
(MATTHEWS; BINI, 2004). Esta infeccdo com HCV possui um periodo de incubacao
médio de 7 a 8 semanas, no qual o anticorpo para o virus pode ser detectado em

80% dos doentes. Ap6s este periodo, o curso da hepatite C tem evolugcao clinica



flutuante, o que dificulta a sua confirmacao pelos testes serolégicos atuais, que séo
baseados na presenca do anticorpo anti HCV (LOK; GUNARATNAM, 1997). Dentre
estes, destacam-se os imunoenzimaticos (EIA), que sdo simples e relativamente
baratos e detectam a maioria dos casos de infeccdo. O teste rotineiramente utilizado
€ o ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay), que vem adquirindo
sensibilidade com a evolucdo dos mesmos, da primeira para as segundas, terceiras
e quartas geracdes do teste (BRANDAO et al., 2001). O ELISA costuma apresentar
resultados negativos nos primeiros meses apds a contaminagdo, o que pode ainda
falsear um resultado negativo para doadores de sangue. Os imunoensaios
enzimaticos nao diferem entre uma infecgdo aguda ou crénica, ativa ou curada (LE
POGAM; 1998; GERMER et al.,, 1999; ERENSOY, 2001). O uso de testes
suplementares, como RIBA (Recombinant Immunoblot Assay) e INNO-LIA (Line
Immuno Assay) tém sido pratico para auxiliar na confirmagdo da infecgéo,
descartando falsos positivos em populagdes de baixo risco (GRETH, 1997).
Técnicas alternativas, para a deteccao direta do acido nucléico do HCV, baseadas
na biologia molecular vém ganhando espago, embora ainda menos acessiveis e
mais onerosas. Verificam a viremia do doente de modo qualitativo, em estagios
recentes de contaminacao (FAGUNDES et al., 2008; GARCIA et al., 2008). A técnica
de reacao de polimerase em cadeia (PCR) e suas variagdes tém auxiliado como
ferramenta complementar para o monitoramento terapéutico (CANTALOUBE, 1997;
PRATT; CORNELY, 2004; PAPAXANTHOS-ROCHE, 2004). A partir de um material
genético simples, o processo pode gerar em questao de horas, bilhées de moléculas
similares, material que pode ser utilizado na deteccao de niveis baixos de infeccao
viral. Atualmente, pesquisas envolvendo sensores baseados no monitoramento da
hibridizagdo da material genético (genossensores), em conjunto com as técnicas de
PCR, podem ser ferramentas auxiliares na analise de virus da hepatite
(HERMANSON, 1996; CASTRO et al., 2001).

Os métodos de detecgao de seqiéncias do DNA estao sendo desenvolvidos
de forma rapida e ampla em inumeras areas (GONCALVES et al, 2005). A quimica
eletroanalitica tem feito uso da técnica tradicional, imobilizando o DNA simples em
suporte soélido, seguido de monitoramento do processo de hibridizagdo (associagao
de duas fitas de DNA complementares através de pontes de hidrogénio entre as
bases nitrogenadas que os formam) para determinacdo de seqiéncias especificas

de bases nitrogenadas. Baixo custo, simplicidade de andlise, medida em tempo real,



rapidez e seletividade sdo os atrativos apresentados pela técnica (PIVIDORI;
MERKOCI; ALEGRET, 2000; MIKKELSEN, 2005). Por conta do dificil diagnostico
da doenca em estagios iniciais e pela auséncia de vacina especifica, a avaliacdo
analitica do virus da hepatite vem alcancando lugar de destaque nestes trabalhos de
pesquisa (CASSUTO et al., 2002; YAMANAKA, RICCARDI; COSTA, 2003; YE et al.,
2003; RICCARDI et al., 2004; YAMANAKA et al., 2004).

O tratamento da hepatite C tem por objetivo deter a progressdo da doenca
hepatica inibindo a replicacao do virus, o que pode levar a uma reducao da atividade
inflamatdria, impedindo a evolugéo para casos de cirrose ou carcinoma (STRAUSS,
2001; ARAUJO et al.,, 2007). Os medicamentos disponiveis atualmente sdo o
interferon, o peginterferon e a ribavirina, que tem apresentado baixa eficacia
terapéutica, atingido os objetivos propostos em menos da metade dos pacientes,
além de provocarem fortes efeitos colaterais, como depressdo, fadiga, insénia,
arritmias, queda de cabelo e até aborto (CONTE, 2000b; MATTHEWS; BINI, 2004;
PRADO et al., 2008). Como ainda nao se tem uma vacina especifica para a hepatite
C, fortalece-se a idéia da importancia de pesquisas que possam propiciar testes
confirmatoérios mais rapidos, eficientes e confidveis, detectando e diagnosticando a
doenga de modo mais preciso, acarretando em um monitoramento do individuo
contaminado em estagios iniciais da infec¢ao, ou seja, em estagios de facil controle.
Deve-se levar em conta, também, o fator econémico, visto que os gastos com o
tratamento deste individuo logo no inicio da virose torna-se de menor custo para a
saude publica. Calcula-se que entre os anos de 2010 e 2019, a hepatite C podera
causar um prejuizo de 54 bilhdes de dolares por perda de vida util (TEIXEIRA;
MARTINS FILHO; OLIVEIRA, 2005).

3 ESTRUTURA DO DNA.

A descoberta da estrutura tridimensional do acido desoxirribonucléico pelos
cientistas James D. Watson e Francis H. C. Crick, publicada na revista nature em
1953, tem sido considerada um dos grandes eventos da ciéncia do século 20, devido
ao impacto que esta descoberta causou no meio cientifico, desde as influencias
basicas em disciplinas consolidadas até o nascimento de novas areas do
conhecimento, passando pelas informacées que esta estrutura forneceu,
viabilizando uma gama de descobertas seqlienciais (WATSON; CRICK, 1953). A

estrutura macromolecular é baseada em duas cadeias helicoidais antiparalelas,



dispostas sobre o0 mesmo eixo central (Figura 2). Cada cadeia polimérica é
constituida de um numero de nucleotideos (adenilato, timidilato, guanilato e citidilato)
dispostos em um esqueleto baseado em moléculas de aglcar (desoxirribose) e
fosfato, alternados, sendo que, para cada molécula de agucar existe ligada (ligacao
do tipo fosfodiéster) uma base nitrogenada. Enfim, cada unidade monomérica de
DNA é constituida de uma molécula de desoxirribose, uma de fosfato e outra de uma
base nitrogenada. As duas cadeias se mantém ligadas por forgas e atragdes entre
as bases nitrogenadas que compdéem o material. Essas ligagdes sdo propostas
basicamente da seguinte maneira: a cada molécula de guanina, encontra-se ligada
uma molécula de citosina e a cada molécula de timina, uma de adenina, que,
somente se fortalece pela caracteristica peculiar da disposicdo antiparalela das
cadeias, que assim se tornam complementares, devido as pontes de hidrogénio
entre estas bases (ADAMS; KNOWLER; LEADER, 1992; NELSON; COX, 2006).

A) OH B)

Figura 2. A) Fita simples constituida do esqueleto aglcar fosfato ao qual estao ligadas as
bases nitrogenadas especificas. B) Estrutura molecular do acido
desoxirribonucléico, segundo Watson e Crick (1953).

A seqliéncia em que as bases encontram-se dispostas caracteriza um acido
nucléico. Biologicamente, esta seqiéncia carrega consigo informag¢des que podem
ser transmitidas de geracdo a geracao de individuos. As informagcdes podem ser
copiadas a partir da formacao de uma nova cadeia de DNA, ou seja, a separagao de

uma dupla hélice em suas duas cadeias fornece dois moldes sobre os quais se pode



construir duas novas cadeias com a mesma seqléncia da cadeia mae. Este
processo €& conhecido como replicacdo do DNA. Atualmente, a estrutura
tridimensional de Watson e Crick é conhecida como forma B do DNA (DNA-B),
considerada a mais estavel em condicdes fisioldgicas, ou seja, uma estrutura padrao
para estudos iniciais de propriedades do DNA (DELVIN, 1992).

Dentre as varias propriedades quimicas inerentes ao DNA, pode-se citar
como uma das mais importantes, a capacidade de desnaturacdo reversivel, que
consiste na separacdo da dupla hélice, por condicbes extremas de pH ou
temperatura, no qual sdo separadas as duas fitas pelo rompimento das pontes de
hidrogénio, sem quebra das ligacbes covalentes existentes. Da mesma maneira,
quando as condi¢cbes de extremidade sdo revertidas, as fitas se unem novamente,
formando a dupla hélice anterior. Este processo de re-ligacdo € conhecido como
renaturacdo. Pode ocorrer em duas etapas (i: colisdes aleatorias e ii: reanelamento),
se as fitas estiveram completamente separadas, ou em uma uUnica etapa, caso as
fitas ainda se encontrem unidas por uma pequena quantidade de pares de bases
(doze ou mais) (BERG et al., 2004).

Outra caracteristica quimica de interesse estda na capacidade de duas fitas
complementares formarem pares, o que pode ser usado para deteccdo de
sequéncias especificas de DNA em espécies distintas, pela formacdo de DNA
hibrido. Uma seqléncia especifica pode entao ser detectada em presenca de muitas
outras seqliéncias diferentes em um mesmo material de analise, caso se tenha uma
fita complementar a esta sequéncia para hibridizar com ela. Esta complementar
pode estar marcada de alguma forma (com enzimas, ou por radioatividade, por
exemplo), podendo ainda ser de mesmo material genético, de diferente material ou
mesmo sintetizada em laboratorio. Este procedimento de hibridizagdo constitui a
chave para a biologia molecular moderna, levando a detecgbes especificas como a
identificacdo de um unico individuo dentre uma populagado, bem como a predi¢cao de
uma doenga muitos anos antes dos sintomas da mesma serem detectados
(STRYER, 1995; BERG et al., 2004).

Alteracbes espontaneas na estrutura do DNA, particularmente ao longo da
distribuicdo suas bases nitrogenadas, podem ocorrer de forma lenta, porém
fisiologicamente significativas. Caso alguma destas alteragdes possa produzir
variagdes permanentes na estrutura do DNA, mudancas ocorrerao também a cerca

das informacdes genéticas transferidas para a préxima geracao de individuos. Neste



caso especifico, estas alteracbes sdo chamadas de mutacdes, que também podem
ocorrer de forma ndo espontanea, ou seja, sob a acao de fatores externos, como a
radiagdo UV ou por acao de radicais livres, por exemplo (DELVIN, 1992; PRATT;
CORNELY, 2004; NELSON; COX, 2006).

3.1 Deteccao de DNA

Varios esforgos tém sido efetuados no sentido de estudar as variadas
deficiéncias e alteragbes genéticas ocorridas no DNA. Estas altera¢cdes podem levar
a mutagbes genéticas, cancer e morte da célula. Neste aspecto, a detecgcao de
bases especificas seqlenciais de acidos nucléicos € de suma importancia para o
rapido diagnéstico destes problemas. Os estudos de sequenciamento genético ja
estdo bastante avancados e este conhecimento esta diretamente relacionado ao
entendimento da estrutura e do comportamento da molécula de DNA (PASSAGLIA,
20083).

Os métodos de deteccao de seqliiéncias de DNA estao sendo desenvolvidos
de forma rapida e ampla, em inimeras areas (ROBYT; WHITE, 1987; FINI et al.,
1990; BISHOP; RAWLINGS, 1997; RAPLAY, 1999). A quimica analitica tem feito
uso da técnica tradicional, utilizando o DNA de fita simples como sonda de
investigacao, seguido de monitoramento do processo de hibridizacdo, que ocorre
com grande especificidade e afinidade (CUNNINGHAM, 1998). Um grande interesse
tem sido apresentado nos estudos baseados em metodologias eletroanaliticas para
determinacao de seqiiéncias especificas de bases nitrogenadas pelo monitoramento
do processo de hibridizagdo (PALECEK; FOJTA, 2001). As vantagens sao: o baixo
custo, o formato simplificado de anadlise, a medida em tempo real, a rapidez e a
seletividade (MIKKELSN, 1995; BERNEY, 2000; PIVIDORI; MERKOGI; ALEGRET,
2000). Na maioria dos formatos, a sonda que se utiliza para detectar a sequéncia
especifica de DNA se encontra analiticamente marcada, sendo esta marcagéo o
fator responsavel pelo sinal analitico monitorado. Este processo de marcacéo pode
ser efetuado com moléculas fluorescentes ou com enzimas, por exemplo
(DIAMOND, 1998). Na é&rea de eletroanalitica, o processo de monitoramento da
hibridizacdo tem sido efetuado por meio de sondas marcadoras, por uso de
indicadores eletroativos e também diretamente pelos processos de oxidacdo da

molécula de DNA. Estas trés variacbes apresentam suas préprias peculiaridades,



devendo ser escolhida, cada uma, de acordo com o objetivo proposto, tipo de

material eletrédico empregado e material genético disponivel (PIVIDORI, 2000).

4 ELETROATIVIDADE DO DNA

O comportamento eletroquimico do DNA vem sendo estudado hd mais de
quatro décadas, desde que a sua eletroatividade foi descoberta, em 1960, com
estudos iniciais em eletrodos de mercurio. Esta eletroatividade reside em pontos
estruturais da molécula, sendo basicamente relativa aos processos sofridos pelas
bases nitrogenadas, mais precisamente da guanina, da adenina e da citosina, visto
que estes processos ainda ndo estdo bem descritos para a base timina, e que as
moléculas de acgucar e de fosfato sdo eletroquimicamente inertes (BRETT;
SERRANO, 1995). A Figura 3 mostra os pontos estruturais nas moléculas, que séo

passiveis de sofrer processos redox.
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Figura 3. Esquema ilustrativo do acoplamento das bases nitrogenadas que compde o DNA.
Sitios de oxidacao e reducdo nas moléculas de guanina, citosina e adenina.



Os primeiros estudos foram efetuados basicamente em termos de
comportamento e estrutura do material genético (PALANTI, MARRAZZA; MASCINI,
1996; PALECEK, 2002). Desde entdo, uma gama de técnicas eletroquimicas, bem
como distintos suportes eletrodicos tem sido utilizados para a elucidacado de varios
aspectos relativos a estrutura do DNA. A literatura relata que a guanina é a base que
mais facilmente se oxida, ou seja, que apresenta picos de oxidagdo em menores
regibes de potencial quando comparada as outras bases nitrogenadas. Este
potencial pode variar de valor quando se varia a superficie eletrédica a qual o
material genético estd sendo avaliado (PIVIDORI, 2002). Em eletrodos de grafite, o
DNA desnaturado tem apresentado dois picos anddicos quando estudado por
voltametria de pulso diferencial, sendo + 0,89 e + 1,17 V, em pH 7,0, relativos a
oxidagdo da guanina e adenina, respectivamente. Os processo de redugdo das
bases guanina, citosina e adenina ocorrem a potenciais bem negativos, sendo
possiveis basicamente em estudos com eletrodos de mercurio. As bases timina e
uracila podem ser oxidadas em condi¢cdes de potenciais muito elevados e em meio
de solvente ndo aquoso. (PALANTI; MARRAZZA; MASCINI, 1996). A maioria dos
processos oxidativos destas moléculas é irreversivel, dependente do pH e pode
apresentar forte carater adsortivo sobre os suportes eletrédicos (STEENKEN, 1989).

A oxidacao da guanina, em eletrodos de carbono vitreo e grafite pirolitico
tem sido reportada como uma reacgao irreversivel, envolvendo quatro elétrons,
acompanhada da formagéao do intermediario 8 oxoguanina (8-oxoG). Primeiramente
uma reagao lenta envolvendo dois elétrons e dois prétons H* (ataque nucleofilico na
ligacdo -N(7)=C(8)-), produzindo a 8-0xoG, seguido da oxidacdo (2e/2H") desta, na
posicdo —C(4)=C(5)—. No caso, para o eletrodo metélico de ouro, o procedimento
inicial € semelhante, produzindo a 8-oxoG e posteriormente, os demais processos de
oxidagcado envolvem reacgdes de desprotonacdo de espécies formadas e suas
subsequentes hidratagdes (PALANTI, MARRAZZA; MASCINI, 1996). A Figura 4
apresenta uma proposta para um mecanismo de oxidagdo da guanina sobre eletrodo
de ouro. A disposi¢ao das bases na molécula pode influenciar no sinal eletroanalitico
obtido. Assim, o DNA nativo (dsDNA), o desnaturado (ssDNA) e o degradado
apresentam, cada um, comportamento caracteristico. Para o DNA de fita dupla, o
fato das bases estarem ligadas entre si e dispostas na regido central da molécula,
colaboram para um processo de oxidacao, do ponto de vista molecular, mais dificil e

consequentemente o sinal de corrente € menor, em comparagdo com a oxidacao de



uma fita simples de DNA. Em contra partida, o DNA degradado pode apresentar
valores distintos, levando em consideracdo o grau de degradacdo do material
(JELEN, FOJTA; PALECEK, 1996).

Figura 4. Mecanismo proposto para oxidacdo da base guanina sobre superficie eletrédica
de ouro (FERAPONTOVA, 2004).

5 GENOSSENSORES ELETROQUIMICOS.

Recentes avancos em sintese de oligonucleotideos, em conjunto com a atual
microeletrénica vém atuar de sobre maneira no desenvolvimento de biossensores
baseados no reconhecimento de genes especificos (BERNEY, 2000). Os
genossensores incorporam uma camada genética imobilizada na superficie de um
transdutor, como elemento de reconhecimento, convertendo parametros de



interacdo genética em sinais analiticos mensuraveis (CUNNINGHAM, 1998;
EGGINS, 2002). Sendo assim, os genossensores eletroquimicos convertem sinais
de interagdo entre bases nitrogenadas especificas, em sinais elétricos
(potenciométricos, amperométricos, etc.) (Figura 5). Estes sensores tém sido
utiizados em investigagbes eletroquimicas como técnica altamente sensivel, de
baixo custo financeiro, de facil uso, portati e compativel com as atuais
microtecnologias, principalmente pela real possibilidade de produgdo em massa
(PALECEK, 2002). Estes genossensores sao atrativos para as investigacoes e
diagnosticos genéticos, bem como deteccdo de espécies patogénicas, analitos de
interesse clinico, espécies carcinogénicas, farmacos e seqiéncias de bases de DNA
(humano, virus, bactéria, etc.) (LA-SCALEA; SERRANO; GUTZ 1999; WANG, 2002).
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Figura 5. Principio de funcionamento de um genossensor eletroanalitico.

A construgcdo de um genossensor eletroquimico envolve, no geral, os
seguintes passos: escolha do transdutor, imobilizagdo do DNA e monitoramento
eletroquimico do processo de hibridizacao (transducéo do sinal). Cada passo deve
ser otimizado, objetivando a melhor performance do genossensor. Para se alcangar
uma sensibilidade e seletividade especifica é requerido um processo maximo de
hibridizacao eficiente, com o minimo de adsorcdo ndo especifica sobre a superficie
do eletrodo (PIVIDORI; MERKOGCI; ALEGRET, 2000.).

Os transdutores amperométricos apresentam uma relagdo direta entre a
intensidade de corrente e a concentragdo da espécie eletroativa, independéncia do
volume da solugcdo e possibilidade de automacao e miniaturizacdo. Estdo entre os



mais empregados na construgdo de biossensores. Como transdutores, tém sido
utilizados os eletrodos de carbono, ouro, grafite pirolitico, carbono vitreo, pasta de
carbono e fibra de carbono. Os eletrodos do tipo convencional, micro eletrodos ou
eletrodos impressos tem sido considerados ferramentas promissoras na investigacao
eletroquimica de material genético (LUCARELLI et al., 2004; DE-LOS-SANTOS-
ALVAREZ et al., 2004). No caso especifico dos eletrodos de ouro, se tem trabalhado
com 0s convencionais comerciais ou com eletrodos a base de ouro depositado sobre
suportes plasticos, vidros, impressos ou fotolitografados. A superficie do ouro tem
sido apresentada como uma plataforma viavel para imobilizagao de biomoléculas por
meio de ligagbes covalentes de grupamentos do tipo tiol, técnica conhecida como
imobilizag&o por ligagdo com monocamadas auto montadas (ULLMAN, 1996).

5.1 Processos de Imobilizacao

Uma vez escolhido o transdutor e efetuada sua caracterizado deve-se
escolher o processo pelo qual o material genético sera imobilizado sobre 0 mesmo.
A literatura tem relatado que o controle da superficie quimica é essencial para a alta
atividade, orientacao, acessibilidade e estabilidade do material biolégico confinado
(VELIKY; McLEAN, 1994; STEFAN, 2001; MIKKELSEN, 2004). Dentre as etapas de
construcdo de um biossensor, 0 processo de imobilizacdo do material bioldgico
constitui um ponto crucial e determinante, desempenhando um passo extremamente
importante na confecgdo do sensor biolégico. A cinética de hibridizacao dos acidos
nucléicos na superficie de um suporte solido esta diretamente relacionada a
acessibilidade do DNA a este suporte. Alguns autores enfocam a necessidade de
ligar o material genético por uma das extremidades da cadeia, o que condiciona a
uma estrutura ligada flexivel, no que diz respeito as trocas na conformag¢do quando
ocorre 0 processo de hibridizagdo. Ligagdes aleatérias na superficie do eletrodo
podem levar a modificagbes quimicas das bases componentes do material genético,
0 que, consequentemente, pode ocasionar o decréscimo na especificidade da
camada de reconhecimento (PIVIDORI; MERKOGCI; ALEGRET, 2000).

Diversos métodos tem sido empregados objetivando uma melhor
imobilizagdo, podendo haver uma dependéncia com o tipo de transdutor escolhido,
bem como o tipo de material genético que se quer ligar ao eletrodo (LUCARELLI,
2004). As técnicas tém utilizado DNA simples, de dupla e de tripla hélice

imobilizados na superficie do sensor. O material genético mais usual consta de uma



cadeia curta de oligonucleotideos que é capaz de hibridizar uma sequéncia alvo
especifica. Dentre os variados métodos de imobilizacdo podem-se destacar os
processos efetuados por adsorgao, imobilizagao por ligagdo covalente, complexacao
com avidina estreptavidina, matrizes poliméricas e monocamadas auto montadas.
(LA-SCALEA, 1999; PIVIDORI, 2002).

Para os procedimentos de imobilizagao por adsorgdo, dois tipos podem ser
descritos:

i) Adsorcao fisica: o método usual é efetuado por aplicacdo de um volume
especifico da solugéo trabalho sobre a superficie do eletrodo, seguido de secagem
desta solugao, ocasionando a retencéao do material genético. Basicamente, a técnica
nao requer reagentes especiais ou modificagdes no material genético, porém, pode
levar a uma baixa eficiéncia da hibridizacdo, por ser um procedimento de
imobilizacdo estritamente aleatério, além de ocasionar perda do material por
lavagem do sensor, devido aos fracos processos de interacdo entre o DNA e a
superficie do eletrodo.

i) Adsorgao eletroquimica: também conhecido como método de adsorgao
em potencial controlado, que requer um pouco mais de instrumentacao, visto que se
baseia na aplicagdo de um potencial positivo especifico no eletrodo de trabalho, que
vem favorecer os processos de adsor¢cao do material genético sobre o mesmo, visto
que o DNA é um polianion. A estabilidade da imobilizacao é devido as interacdes
eletrostaticas entre o esqueleto acucar-fosfato, negativamente carregado e a
superficie do eletrodo (carga positiva). Geralmente, o potencial aplicado é de + 0,5
V, que implica em uma adsor¢cdo sem destruicdo da molécula de DNA. Pode-se
imobilizar tanto sondas de captura, para processos de hibridizagdo, quanto dsDNA,
para efetuar estudos de detecgdo de pequenas moléculas.

O processo de imobilizar material genético por formagdo de complexos
estabelece ligagdes mais fortes entre a superficie do sensor e o material genético,
tendo vantagens, como o baixo nivel de perda de material por lixiviagdo, porém,
possiveis processos de fragmentacdo ou mudangas de conformagédo da molécula
podem ocorrer. Dentro desta proposta, a metodologia mais utilizada tem sido o uso
do conjugado avidina biotina, que sao proteinas que formam um complexo de
estrema estabilidade. Biotina (vitamina H) € uma pequena molécula que se liga com

uma alta afinidade com a avidina ou com a estreptavidina, podendo ser removida



somente sob condicbes experimentais extremas (Figura 6). Ja a estreptavidina é

uma proteina que possui quatro sitios de ligacao idénticos.
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Figura 6. A) Interacdo estreptavidina biotina. B) Representacdo da imobilizacdo do DNA
pela técnica de (@) biotina (4) estreptavidina.

A técnica consiste inicialmente na fixacdo de uma das moléculas na
superficie do eletrodo. Este procedimento pode ser efetuado por adsorcdo, por
exemplo, ou até mesmo por mistura em pasta de carbono. Seguidamente, imobiliza-
se a molécula de oligonucleotideo modificada com a outra molécula, que por sua vez
estara disposta sobre a superficie do eletrodo de forma orientada e com uma certa
estabilidade, visto que, por esta técnica, a imobilizacdo nao é fortemente afetada
pelos valores variantes de pH, temperatura ou acdo de solventes orgéanicos e
agentes desnaturantes (LA-SCALEA, 1999; KURAMITZ et al., 2003; WILLIAMS et
al., 2003; DE-LOS-SANTOS-ALVAREZ et al., 2004; LUCARELLI, 2004). A técnica
vem sendo estudada para detec¢do de RNA de HCV pelo grupo de eletroanalitica do
Instituto de Quimica da Unesp de Araraquara, apresentando resultados satisfatérios
(YAMANAKA; RICCARDI; COSTA, 2003; YAMANAKA et al., 2004; RICCARDI et al.,
2004).

5.2 Monocamadas Auto Montadas.

A superficie de ouro merece destaque quando se pensa em material

metdlico empregado como superficie eletrdédica, devido a sua elevada pureza,



possibilitando efetuar trabalhos em ampla faixa de potencial na regiao positiva,
permitindo ainda o controle e a modificacdo de sua superficie de trabalho. Uma
técnica bastante empregada atualmente tem sido baseada na adsorcao irreversivel
de alcanos funcionalizados sobre uma superficie metalica ordenada, sendo a
aplicacédo de tidis sobre a superficie de eletrodos de ouro, uma préatica preferida
recentemente, devido a formagao de uma estrutura altamente ordenada. Com uma
superficie eletrédica bem estruturada, fica mais facil se efetuarem estudos
posteriores relativos ao sistema de deteccao analitica. (PALANTI; MARRAZZA;
MASCINI, 1996; AKRAM; STUART; WONG, 2004; GOODING; PRAIG; HALL, 1998;
FREIRE; PESSOA; KUBOTA, 2003). A superficie do ouro tem sido apresentada
como uma plataforma viavel para imobilizacdo de material genético via modificagéo
da superficie do ouro por monocamadas auto organizadas (SAM, do inglés self
assembled monolayers) (LA-SCALEA, 1999; LUCARELLI, 2004; DE-LOS-SANTOS-
ALVAREZ et al., 2004; SENARATNE; ANDRUZZI; OBER, 2005; CARVALHAL,
2005). A imobilizagdo pelo método de SAM tem melhorado a reprodutibilidade dos
sensores devido a distribuicao homogénea do material biolégico sobre o transdutor
(GOODING; HIBBERT, 1999; GOODING, 2001). Esta técnica consiste na
modificacdo do eletrodo pela deposicdo de monocamadas de moléculas funcionais,
sendo formadas espontaneamente pela simples imersdo do eletrodo em solugao
contendo a molécula anfétera ou ainda pela aplicacdo de um potencial especifico
(Figura 7).

Figura 7. Processo ilustrativo de formagédo de monocamadas auto organizadas.



A adsorcao da molécula ocorre por conta da interacdo entre 0s grupos
funcionais do adsorvente com o adsorbato, seja por forgcas ou interagdes
hidrofébicas e apds a modificacao, a extremidade da monocamada passa a governar
as propriedades do eletrodo. A aplicacdo desta técnica na confeccdao de
biossensores apresenta potencialidades no que diz respeito ao aumento da
sensibilidade e da estabilidade em fungcao da faixa de potencial trabalhada, além de
fornecer um micro ambiente bastante favoravel ao material bioldégico imobilizado,
permitindo a orientagdo deste material na superficie da monocamada, podendo levar
a uma orientacao do centro de oxi-redugéo para com a superficie do eletrodo, o que
pode propiciar estudos de monitoramento de transferéncia eletrénica diretamente do
sitio catalitico de enzimas, por exemplo. (FREIRE; PESSOA; KUBOTA, 2003;
MENA; YANEZ-SEDENO; PINGARRON, 2005; CAMPUZANO et al., 2006). Os
alcanotidis tém sido investigados para construcdo de SAM em ouro objetivando
estudos em bioeletroquimica, como superficies alternativas de ancoramento de
material biolégico em eletrodos de ouro, como citocromo C, peroxidase, glicose
oxidase e imunoglobulina G. (LI; CHENG; DONG, 1996; DONG, 1997; JIANG et al.,
1997; GOODIN; HIBBERT, 1999; GOODING et al., 2001).

A estrutura da monocamada depende do substrato de ligacdo e da sua
morfologia. A natureza do acoplamento e as forcas de interacdo podem influenciar
nesta estrutura. E importante ressaltar que o processo de acoplamento ocorre muito
rapidamente, mas a organizacao morfolégica € um processo lento, que pode durar
em torno de horas ou até dias. A caracterizacdo e a determinagdo da organizagao
estrutural das monocamadas podem ser efetuadas por diversas técnicas (FREIRE;
PESSOA; KUBOTA, 2003). Mendes et al. (2004) investigaram a transferéncia
eletrénica entre a monocamada e o K4sFe(CN)s, em superficie de ouro policristalino,
utiizando as técnicas de voltametria ciclica e espectroscopia de impedancia
eletroquimica, discutindo também os efeitos do pH do meio e do comprimento da
cadeia carbénica que forma a monocamada. Chah et al. (2002) efetuaram estudos
de ionizacdo e reprotonagdo de monocamadas de acido mercaptopropidnico pela
técnica de ressonancia plasmoénica de superficie (SPR) e Piwonski et al. (2005)
estudaram a morfologia de monocamadas por microscopia de tunelamento. Yu
(2001) estudou a aplicacdo de monocamadas de alcanotiois de cadeias longas da
superficie de CD gravaveis, por espectroscopia de infravermelho, voltametria ciclica

e microscopia de efeito tunel, comparando os resultados assim obtidos com o



estudados para filmes finos de ouro comercializados, indicando que este substrato é
bastante viavel como suporte para modificacdes com monocamada auto montadas.

Recentemente, sensores modificados com DNA tem feito uso da modificacao
por SAMs construidas a partir do préprio material genético, ou seja, efetua-se a
monocamada com moléculas de oligonucleotideos sintetizados com grupamentos
tibis em uma das extremidades (PIVIDORI et al., 2000; LU et al., 2004; WIRTZ, et
al., 2004; BRIONES et al., 2005; SAKAO et al., 2005; ABAD-VALLE, FERNANDEZ-
ABEDUL; COSTA-GARCIA, 2005). Com este tipo de monocamada, cada molécula
de ti6l adsorvido na superficie de ouro contém uma molécula analitica de interesse
(sonda), o que nao pode ser afirmado para o genossensor construido por formagao
de SAM em mais de uma etapa. Estes fazem uso da modificagdo com ti6l para
posterior ligacdo do material genético sobre esta, desta forma, ndo se pode afirmar
que toda a extremidade da monocamada esté ligada a um oligonucleotideo, ou que
todo oligo foi ligado a monocamada, obtendo-se perdas mais significativas de
material de trabalho, além de oferecer processos adsortivos ndo especificos em
maior intensidade (BIEBRICHER et al., 2004).

6 MONITORAMENTO DOS PROCESSOS DE HIBRIDIZAGAO.

No processo de monitoramento da formacdo da dupla fita, utiliza-se o
eletrodo modificado com ssDNA especifico, que por sua vez, vem identificar uma
seqléncia de bases complementares a partir da formacdo da dupla fita hibrida,
sendo o processo de identificagdo considerado bastante eficaz e especifico, mesmo
em presenca de variadas sequéncias nado complementares (FOJTA, 2002). O
processo de hibridizagdo deve ser efetuado sob condi¢bes controladas. O
monitoramento deste processo pode ser efetuar direta ou indiretamente. O
monitoramento direto € baseado nos processos redox sofridos pelas seqiéncias
especificas de DNA, sobre tudo da molécula de guanina (Figura 8). Leva-se em
conta os distintos comportamentos eletroanaliticos entre ssSDNA e dsDNA, assim, o
sinal obtido para a oxidagdo do DNA sobre o eletrodo modificado com fita simples
difere do obtido pelo eletrodo apds o processo de hibridizagao, visto que o eletrodo
apresenta entdo um DNA de fita dupla sobre a superficie. Neste caso, o sinal
monitorado pode diminuir, ou ainda aumentar, de acordo com as seqiéncias alvo.

Caso o material genético investigado seja totalmente pareado com a fita sonda, o



sinal eletroanalitico tende a cair, ja que as bases estao dispostas na parte interior da

molécula hibridizada, dificultando os processos oxidativos.
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Figura 8. Esquema de monitoramento direto do processo de hibridizagdo via oxidacdo da
guanina (PIVIDORI, 2002).

No caso da fita alvo ser muito maior que a fita de investigacéo, pode ocorrer
de ter excesso de bases oxidaveis sobrando, sem ser pareada, conseqlientemente,
um aumento de sinal sera obtido (THORP, 1998; PIVIDORI, 2002). Kerman e
colaboradores (2003) efetuaram estudos de detecgdo e monitoramento do sinal da
guanina em + 0,73 V, utilizando a técnica de voltametria de onda quadrada, usando
eletrodo de ouro modificado com monocamada de cisteina.

Para o monitoramento indireto, faz-se uso de indicadores eletroativos e
ainda de sondas marcadas com enzimas. O procedimento com indicadores é
descrito da seguinte maneira: inicialmente, o eletrodo modificado com ssDNA é
mergulhado em uma solugdo que contém a seqiéncia alvo a ser detectada, um
polinucleotideo, por exemplo. Neste ponto, o processo de hibridizagdo ocorre, sendo
entdo, o eletrodo modificado transferido para uma outra solugdo, contendo o
indicador especifico de hibridizacdo. Este deve apresentar atividade elétrica
monitoravel e também, capacidade de interagir com o DNA (PALECEK; FOJTA,
2001). Deste modo, a variagcdo nas medidas eletroquimicas produzidas pela
alteracdo no sequenciamento genético vem confirmar e constatar o processo de
hibridizagdo (Figura 9). Na hibridizacdo é de suma importancia a escolha do
indicador eletroquimico. La Scalea et al. (1999) apresentam um resumo destes
agentes e suas aplicagbes. Estes componentes interagem em distintas maneiras

com o material genético, tendo preferéncia para o dsDNA. Uma desvantagem do



método esta nos processos de adsorcao nao especificos, que podem influenciar nos

resultados destes genossensores.
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Figura 9. Esquema de monitoramento do processo de hibridizagdo via indicadores
eletroativos (PIVIDORI, 2002).

6.1 Intercaladores

O DNA é uma biomacromolécula que oferece diversos sitios de ligagao para
uma variedade de outras moléculas. Estas ligacdes podem acarretar em mudancas
na estrutura do DNA e em suas fungdes. Existem trés tipos basicos de processos de
interacao de moléculas/ions com o DNA (Figura 10):

i) Interagao eletrostatica ndo especifica entre a molécula/ion com a parte
externa do DNA de dupla hélice;

ii) Ligacdo com os sulcos (maior ou menor) da molécula, interagindo com as
bordas dos pares de bases;

i) Intercalagéo planar entre os anéis aromaticos dos pares de bases.

A intercalagdo é um termo usado em quimica para a inclusédo reversivel de
uma molécula (ou grupo) entre duas outras moléculas (ou grupos). As ligagdes
eletrostaticas ou com os sulcos da molécula, geralmente ndo acarretam em
mudangas na estrutura do DNA, porém, a intercalacdo entre a dupla hélice pode
causar tor¢gées angulares na estrutura do esqueleto agucar-fosfato ou ainda separar
alguns pares de bases para que a molécula possa intercalar. Os trés processos
podem ser observados ao mesmo tempo, como no caso de algumas

metaloporfirinas. As moléculas grandes possuem preferéncia pelos sulcos maiores



do DNA, sendo os sulcos menores, bem como o0s espacos planares disponiveis
entre a dupla hélice, preferidos pelos ligantes pequenos (IHMELS; OTTO, 2005).

Figura 10. Processo de intercalacdo. Molécula pequena ligada entre os pares de bases.
Interacdo de uma molécula grande com o sulco maior do DNA (IHMELS; OTTO,
2005).

As bases nitrogenadas ficam situadas, na dupla hélice, dentro de um arranjo
quase co-planar, permitindo que moléculas planares policiclicas intercalem entre
dois pares de bases. Forcas como: atragdo eletrostatica, interagdo dipolo-dipolo,
interacdes dispersivas e m-stacking, das moléculas intercaladoras, atuam no
processo de interacdo com os anéis aromaticos das bases. Porém, forcas de Van
der Waals e hibrofdébicas governam as intercalagdes de maneira mais eficiente
(WEMMER, 2000).

Apesar das constantes de formagao entre os complexos e o DNA estarem na
ordem de 10 "*a 10 "8, ou seja, muito menores que as constantes de formagao entre
os componentes do DNA, o processo de intercalacdao envolve uma pequena
mudanga de conformagdo na molécula, desenrolando e/ou alongando a mesma,
podendo resultar em mudanga na estrutura das moléculas de ribose, entre os
carbonos C2' e C3', que pode aumentar os espagos entre os fosfatos e diminuir a
densidade de carga ao longo da dupla hélice. A intercalagdo de uma molécula
pequena impede que este processo ocorra novamente com outra molécula, por
razbes estéricas, ou mesmo pela reducdo do potencial eletrostatico no sitio de
intercalacao. O processo de intercalacado, com relacao as pontes de hidrogénio entre
as bases, pode ocorrer de modo axial, paralelo ou perpendicular. A determinagéo de

como esta ligacdo entre o intercalador e o DNA esta efetuada constitui uma



ferramenta de avaliacdo qualitativa e quantitativa deste processo de associacao. A
variacbes nas propriedades de absorcdo e emissao de luz podem auxiliar na
elucidacao destes processos (WEMMER, 2000; PIVIDORI, 2002; IHMELS; OTTO,
2005).

O estudo de interagdes entre o DNA (nativo e desnaturado) imobilizado e
compostos de interesse, também vém sendo citados na literatura (BRABEC, 2000;
LU et al., 2002; IHMELS; OTTO, 2005; BOAL; BARTON, 2005). Os intercaladores
eletroativos tém sido muito apreciados para interacdo com DNA, seja para pesquisas
de deteccéo de pontos de mutagéo, quanto para estudos de interagéo, visto que eles
podem aumentar consideravelmente o sinal eletroanalitico monitorado, além de
apresentarem reagdes reversiveis em potenciais mais baixos, minimizando o efeito
de interferentes (MARTINEZ; CHACON-GARCIA, 2005).

Neste contexto, merecem destaque os trabalhos efetuados com complexos
metalicos (Co(bpy)s*, Co(phen)s*®, Fe(phen),™ e Fe(bpy)."), compostos corantes
(azul de metileno e azul de nilo) e drogas (daunomicina, doxorubicina, distamicina).
Alguns complexos de cobre apresentam afinidade para com a dupla fita de DNA,
podendo servir de indicativo de hibridizagcdo e pontos de mutacéao, visto que estes
complexos tém afinidade por bases nitrogenadas especificas constituintes de DNA
(CARTER, RODRIGUEZ; BARD, 1989; LABUDA et al., 1999; LIU et al., 1999; LIU et
al., 2002; NAVARRO et al.,, 2003; ITO et al, 2005; IHMELS et al., 2005;
HERNANDEZ-SANTOS, GONZALES-GARCIA; COSTA-GARCIA, 2005; LU et al.,
2004; 2002).

6.2 Marcacao Enzimatica.

Uma das técnicas mais utilizadas para o monitoramento da etapa de
hibridizagdo é a metodologia de marcacdo enzimatica. Diversas estratégias tém sido
utilizadas, baseando-se na marcagdo de uma sonda de DNA com uma enzima
especifica, que posteriormente pode ter sua atividade enzimatica monitorada e
associada ao material genético alvo. A literatura tem relatado o uso de enzimas do
tipo glicose oxidase, fosfatase alcalina e, na maioria dos estudos, a enzima
peroxidase. As atividades s&do avaliadas frente a um substrato especifico, reacao
que pode ser mediada, sendo a resposta do mediador relacionada com a deteccao
analitica (IKEBUKURU, KOHIKI; SODE, 2002). A Figura 11 apresenta um esquema



de monitoramento pelo método da marcacao enzimatica desenvolvido por PIVIDORI
(2002).

Figura 11. Esquema de uma determinagdo baseada no monitoramento do processo de
hibridizagéo via marcacédo enzimatica com peroxidase.

As peroxidases (EC 1.11.1.7) estdo entre as enzimas mais utilizadas em
estudos analiticos, devido ao seu mecanismo catalitico de acdo ja se encontrar
bastante estudado na literatura. Sdo de facil aplicacdo e manuseio, possuindo um
baixo custo quando comparadas com outras enzimas empregadas para 0s mesmo
propésitos. S&o metaloenzimas do tipo oxiredutases, catalisando diferentes reacdes
oxidativas para uma variedade de substratos, podendo utilizar, por exemplo, o
peréxido de hidrogénio como receptor de elétrons (reducao de H.O, para agua). As
peroxidases sdo de facil obtengcdo e apresentam reacdes de conjugacéo ja
dominadas pela biologia molecular, 0 que permite a sua conjugacao tanto no formato
direto simples, quanto no composto, ou seja, a mais de uma molécula. Ela apresenta
ainda uma forte afinidade com seus substratos, além de elevada atividade a ser
monitorada. A enzima apresenta estabilidade em pH entre 5.0 e 9.0, sendo a faixa



6tima de trabalho para a HRP, por exemplo, esta entre 6.0 a 7.5, com atividade
préxima de 84% (DUNFORD, 1999; HERMANSON, 1996).

7 NOVOS MATERIAIS PARA CONSTRUGCAO DE BIOSSENSORES.

Nas Uultimas décadas, a literatura tem relatado diversas propostas de
renovacoes aplicadas na area de sensores modificados com material biolégico. Além
dos eletrodos do tipo convencional, uma gama de micro eletrodos, eletrodos
impressos, dentre outros, tém sido empregados como ferramentas promissoras na
construcao de biossensores aplicados em investigagdes eletroquimicas (MARQUES
et al., 2004; PEREIRA et al.,, 2006). A busca de novos suportes visa ampliar as
possibilidades de emprego de distintos materiais na constru¢cdo destes sensores
especificos, objetivando minimizar problemas basicos, como a renovagdo de
superficie, por exemplo, bem como maximizar as potencialidades de imobilizacdo de
biomoléculas e as suas distribuicdes espaciais sobre as superficies modificadas. A
aplicacdo em analise de campo também é um dos objetivos buscados por estes
novos sensores especificos. Materiais hibridos e em escala nanométrica vem sendo
utiizados na construcdo de biossensores eletroquimicos, com resultados muito
interessantes em termos de versatilidade e detec¢ao analitica (HE; TOH, 2006).

Entende-se por nano materias aqueles que compreendem materiais de
tamanho menor que 100 nm, apresentando uma ou mais dimensdes (particulas, pés,
tubos ou fios) (NALWA, 2002). No que compete a tecnologia dos biossensores de
DNA a aplicagdo de materiais em escala nanométrica vem contribuindo com o
avanco desta tecnologia de detecgdo analitica (HUANG; CHOI, 2007). Nano
particulas de ouro podem ser conjugadas com moléculas fluorescentes, aumentando
a sensibilidade da deteccao de sensores Opticos, por exemplo. Estas particulas de
ouro podem ser conjugadas com o préprio material genético investigativo e ainda
serem conjugadas com elementos indicadores, como o ferroceno. Esta proposta de
aliar estas particulas com compostos metalicos pode ser de grande valia quando se
faz uso de métodos de stripping, por exemplo. O uso da ligagdo com tiol também
torna a proposta da construcdo de biossensores com nano particulas de ouro uma
técnica promissora. Silicas dopadas com complexos metdlicos podem ser utilizadas
como indicadores do processo de hibridizacao (HE; TOH, 2006).

A descoberta dos nano tubos de carbono tem sido considerada a abertura

de uma nova fronteira na quimica e na fisica do carbono e sua aplicagdo na



construcdo de biossensores vem somar consideravelmente no desenvolvimento
desta area, principalmente devido as diversas possibilidades de funcionalizagao, que
tornam este material bastante atrativo e versatii (HERBST et al., 2004; LI;
THOSTENSON; CHOU, 2008). Uma modificacdo simples aplicada a eletrodos pode
ser efetuada, por exemplo, pela incorporagdo de um pequeno volume de uma
dispersdao de nano tubos de carbono a um eletrodo de carbono vitreo. A
possibilidade de acoplamento de indicadores redox a estes tubos vem sendo
aplicada, com ganho na etapa eletrocatalitica de determinagdes eletroquimicas.
Outra técnica descrita € a confecgdo de materiais hidridos, como a combinag¢ao dos
nano tubos com polimeros condutores, que aliam caracteristicas tais como:
estabilidade, reprodutibilidade, maior numeros de sitios ativos, forte aderéncia e
homogeneidade (AGUI, YANEZ-SEDENO; PINGARRON, 2008). Uma aplicagdo
importante esta na construcdo de biossensores enzimaticos que fazem uso do
monitoramento direto da transferéncia eletrénica entre o sitio catalitico da enzima e o
suporte eletrodico, abrindo a possibilidade de preparo de biossensores sem
mediadores (KATZ; WILLNER, 2004). Também podem ser utilizados para ampliar o
sinal de deteccdo direta dos processos de oxidacdo da guanina em genossensores
eletroanaliticos baseados no monitoramento direto do processo de hibridizacao
(TROJANOWICZ, 2006).

Uma classe especifica de nano particulas de grande interesse para a classe
de biossensores sdao os chamados quantum dots (QDs), que sdo particulas semi
condutoras tridimensionais confinadas em uma estrutura de 1 a 10 nm. S&o
constituidos basicamente de clusters cristalinos em um niumero que vai de centenas
a milhdes de atomos. Este material pode agregar moléculas como a avidina ou
distintos alcanotiolados, que podem servir de ancoramento para imobilizacdo de
inumeras biomoléculas. Apresentam flexibilidade e cinética de associagcao rapida,
tendo vantagens na construgcéo de sensores que vao de aumento da sensibilidade a
altas taxas de reacdo para multi ensaios, como no caso dos imunossensores
(MERKOCGCI et al., 2005).

Considerando os novos materiais aplicados, devem-se destacar as micro
esferas, também conhecidas como beads, que sao particulas com diametro de 10 a
400 um, muito utilizadas em ensaios de deteccdo em fluxo, combinando as
vantagens da quimica em fase sdélida com a atual micro fluidica. Podem ser

materiais condutores, como particulas de grafite, ou ndo, como o vidro. Sao



passiveis de funcionalizagdo, podendo ser suporte para variadas imobilizacdes de
biomoléculas (MERKOCI et al., 2005; WANG et al., 2003).

7.1 Eletrodos Compositos.

A literatura relata o uso de transdutores rigidos na construgdo de
biossensores eletroquimicos, denominados eletrodos compdsitos, que constituem
eletrodos confeccionados a partir da mistura de resina epdxi com material condutor,
como o po6 de grafite, por exemplo. Este material fica disperso na matriz polimérica,
ou agrupado em zonas do material. Cada componente individual mantém sua
prépria natureza, enquanto que o compdsito final apresenta qualidades quimicas,
mecanicas e fisicas diferentes de ambos os materiais componentes. A rigidez do
material implica em vantagens fisico-mecanicas e aumenta a robustez do material.
Com o material eletrédico disperso em uma superficie polimérica, este pode se
comportar como um arranjo de micro eletrodos, agregando fenémenos de superficie
mais ricos quando comparado com eletrodos de superficie continua (CESPEDES,
MARTINEZ-FABREGAS; ALEGRET, 1996).

Este tipo de eletrodo tém sido aplicado na construcdo de genossensor
eletroanalitico para a deteccdo de distintos analitos. A sua aplicacdo tem sido
relacionada ao uso do monitoramento da atividade de enzimas, como a HRP, como
indicadores do processo de hibridizacao (PIVIDORI, MERKOGCI; ALEGRET, 2000;
2001; CASTANEDA et al., 2007; LERMO et al., 2007; 2008; PIVIDORI et al., 2007).
Um outro tipo bem caracteristico de eletrodo compésito rigido € o eletrodo
magnético, que na verdade € uma variagao do anteriormente citado. Faz uso de um
im& inserido no corpo de eletrodo. Este é utilizado em conjunto com a técnica das
micro particulas magnéticas. Em uma primeira etapa, utilizam-se particulas
magnéticas modificadas com moléculas de interesse, como a estreptavidina, por
exemplo. Estas particulas magnéticas possuem tamanho caracteristico (2,8 um) e
podem servir de suporte para imobilizar o material biologico (DNA biotinilado).
Posteriormente, todos os processos de hibridizacdo, bloqueio e lavagem ocorrem em
solucdo, sobre a superficie das particulas e, por fim, o eletrodo magnético é
colocado em contato com as mesmas, que sao atraidas pelo ima interno. O eletrodo
€ entao transferido para a solucao trabalho e a etapa eletroquimica é efetuada. Este

tipo de metodologia aumenta a area superficial de trabalho, aumentando assim, o



sinal analitico e diminuindo os limites de deteccao (ERDEM et al., 2006; ZACO et al.,
2007; LERMO, 2007).

7.2 CDtrodos.

Nos dultimos dez anos, um novo tipo de sensor eletroanalitico foi
desenvolvido pelos grupos de pesquisa dos Professores lvano Gutz e Llcio Angnes,
ambos do Instituto de Quimica da USP de S&o Paulo. Este sensor é baseado no uso
de CDs compactos gravaveis para a construcao de eletrodos (ANGNES et al., 2000;
RICHTER et al.,, 2003). A idéia inicial partiu da informacdo de que estes CDs
possuem em sua constituicdo uma fina camada metalica de ouro ou prata, de alta
pureza e uniformidade, depositada por sputtering, a qual geralmente possui uma
espessura de 50 a 100 nm e &rea total da ordem de 100 cm?® Os eletrodos
confeccionados a partir desses materiais foram denominados de CDtrodos,
possuindo comportamento eletroquimico semelhante aos eletrodos convencionais,
com performances compativeis, apresentando superior versatilidade, facilidade de
obtencao, boa repetibilidade e um custo bem mais baixo. Estes foram inicialmente
aplicados em estudos de quantificacbes de mercurio, cobre e acido ascoérbico, por
técnicas eletroanaliticas convencionais (RICHTER et al., 2000; RICHTER et al.,
2001; MUNOZ; MATOS; ANGNES, 2001a, 2001b; RICHTER; PEDROTTI; ANGNES,
20083).

A confeccao dos CDtrodos de ouro, por exemplo, consiste inicialmente na
rapida remogao das camadas poliméricas da superficie do CD, pela agdo de acido
nitrico concentrado, o que da acesso a camada metalica, seguido de lavagem com
agua destilada e secagem da superficie com nitrogénio gasoso. Posteriormente,
mascaras de tonner sdo prensadas, a uma temperatura de aproximadamente 100
°C, na superficie do CD, delimitando assim a area de trabalho, regido ndo coberta do
CD. Recobre-se com esmalte e encaixa-se o contato elétrico (fio comum) com

auxilio de fita de teflon. Um esquema ilustrativo é apresentado na Figura 12.



Figura 12: Esquema ilustrativo da confecgdo de CDtrodos: |) area recortada do CD; )
mascara de tonner prensada a superficie do CD; lll) contato elétrico revestido
com fita de teflon.

Estes CDtrodos apresentam a possibilidade de serem modificados com tio-
compostos, empregando a técnica de SAM, possibilitando a ancoragem de DNA
sobre a superficie do transdutor modificado, permitindo a confeccao de eletrodos

descartaveis para analises de materiais biolégicos.

8 JUSTIFICATIVA

A hepatite C é uma infecgao virdtica praticamente assintomatica que pode
ser tornar grave e levar a morte, portanto € importante destacar a necessidade do
diagnostico precoce da doenga nas primeiras etapas de desenvolvimento, visando
as devidas medidas de tratamento. Considerando-se que as terapias atuais sao
poucos eficazes, associando-se a este fato a inexisténcia de uma vacina e que ha
uma enorme escassez de dados referente a doenca no Brasil, sdo de fundamental
importancia estudos que possam contribuir com a rapida detec¢do da doenga no
organismo humano. Dentre estes estudos, a construgcdo de genossensores para
diagnostico de viremia vem alcancando dados satisfatorios e promissores, fazendo
uso da atual microtecnologia e da biologia molecular. Este estudo de tese de
doutorado vem colaborar com esta premissa, desenvolvendo um genossensor para

a deteccao de HCV sobre suportes eletrddicos alternativos, avaliando processos de



imobilizacdo de DNA e de monitoramento da etapa de hibridizagao, sendo aplicado

em amostras reais de soro sanguineo.

9 OBJETIVO GERAL

Desenvolver um genossensor amperomeétrico para detec¢cdo do c-DNA do
virus da hepatite C, com base na imobilizacdo de DNA pelo método de
monocamadas auto montadas em eletrodo de ouro e avaliagdo do monitoramento do
processo de hibridizacdo via oxidagdo da guanina e por interagdo com compostos

indicadores eletroanaliticos.

10 Objetivos Especificos

i) Construcéao e caracterizagao de CDtrodos de ouro.

ii) Avaliagdo da molécula de modificacdo do eletrodo, bem como a
avaliacao desta modificacao;

iii) Estudos de viabilidade de imobilizacdo de biomoléculas sobre o
eletrodo modificado;

iv) Estudos de caracterizacao eletroquimica e espectrofotométrica dos
indicadores eletroativos;

V) Avaliacdo eletroanalitica e espectrofotométrica do DNA;

Vi) Estudos de interacdo do DNA com compostos indicadores;

vii) Estudos referentes aos processos redox da guanina;

viii) Aplicagdo do(s) indicador(es) escolhido(s), na construcdao do
genossensor;

iX) Avaliagao da viabilidade dos genossensores em padroes;

X) Aplicagdo em amostras reais.

Complementando os objetivos especificos da referida tese, buscando
intercambio internacional e consequiente aprimoramento profissional foi efetuado um
estagio de doutoramento sanduiche de seis meses na Universidade Autbnoma de
Barcelona-UAB, com o conceituado grupo de pesquisa do Prof Dr Salvador Alegret,
sob a superviséo da Prof? Dr* Maria Isabel Pividori.



11 EXPERIMENTAL
11.1 Equipamentos

As medidas eletroquimicas foram efetuadas empregando-se sistemas de
potenciostato/galvanostato fAUTOLAB tipo lll, interfaciado a um computador, em
um sistema convencional de trés eletrodos mergulhados em uma célula de 10 mL de
volume maximo, com medidas efetuadas a temperatura ambiente. Como eletrodos
de trabalhos, foram utilizados eletrodo de ouro convencional, de area geométrica
0,0078 cm 2 e eletrodos de CDs gravaveis de ouro. O eletrodo de referéncia constou
de um eletrodo de prata, cloreto de prata, saturado em KCI (Ag/AgClsa) € o contra-
eletrodo, um fio de platina. A célula eletroquimica foi colocada em uma gaiola de
Faraday, com 25 x 20 x 20 cm, construida com placas de circuito impresso,
conectada a um sistema de terra préprio para o equipamento.

As medidas espectrofotométricas foram efetuadas com espectrofotdmetro
Hewlett Packard-8453, interfaciado a um computador, empregando cubetas de
quartzo de 1 cm de caminho 6ptico cada, com 3000, 400 e 50 pL de volumes. Para
obtencao de micrografias de varredura eletrénica foi utilizado o equipamento scanning
electron microscope (SEM) JEOL-JSM-T330. Para estudos de microscopia de
fluorescéncia foi utilizado um equipamento da marca Leica MZ FLIII fluorescence
stereomicroscope. Para etapas de limpeza em ultra-som, utilizou-se um equipamento
de marca lunic, modelo USC-700. Empregou-se o sistema Milli-Q Ultra Pure Water
System da marca Millipore, para a obtencdo de agua ultrapura. Para etapas de
tratamento quimiométrico de dados foi utilizado o programa MINITAB statistical

software release 13.1.

11.2 Reagentes

Conjugado enzima horseradish peroxidase (EC 1.11.1.7) biotinilada tipo VI-
A, estreptavidina, albumina de soro bovino (BSA), &cido citrico
(HOC(COOH)(CH2.COOH),), acido 3-mercaptopropiénico (HSCH.CH.CO.H), DNA
de Calf Thymus (D1501), guanosina 5" monofosfato disédio (C1oH12NsNaxOgP), azul
de meldola (C1¢H1sCIN3S.3H.O) e detergente tween 20 foram obtidos da Sigma—
Aldrich. Fosfato de potassio monobasico (NaH2PO,), fosfato de potédssio dibésico
(NazHPQ,), citrato de sodio (HOC(COONa)(CH,COONa),.2H20), cloreto de sédio
(NaCl) e acido sulfurico (HoSO4) foram de marca pela Mallinckrodt. Peréxido de
hidrogénio (H20,), acetato de sédio (CH;COONa), hidréxido de sédio (NaOH), etanol



absoluto (CH3CH.OH) e ftalato de potassio (CsHsKOH4) foram fornecidos pela
Merck. Ferricianeto de potassio (KoFe(CN)g]), acido acético (CHsCOOH) da Synth. 1-
etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida (CsH17N3) foi obtido da Fluka. Acido nitrico
(HNO3), acido perclorico (HCIO4), azul de metileno (C1sH15CIN2O), obtido pela Acros.
Complexos de cobre Cu(NO3)2(NN)2 e Cu(NOs)o(en), fornecido pelo grupo de
pesquisa do Prof Dr Anténio Eduardo Mauro, do Departamento de Quimica
Inorganica do IQ-UNESP de Araraquara. Oligonucleotideos 5’-biotinilados de 18-mer
(VHC 1: biotina-CGC TCA ATG CCT GGA GAT), foram fornecidos pela Life
Technology, Gaithersburg, MD, USA. Sondas de oligonucleotideos de HCV tipo 1, 18
mer, (5 CGC TCA ATG CCT GGA GAT) e complementar, sonda de captura tiolada
(5°SH-CTG GAG ATT TGG GCG TGC-3’) e com fluoresceina (5°'SH-CTG GAG ATT
TGG GCG TGC-FLU) foram obtidas da Bioneer. Alumina para polimento
metalografico (0,05u) da Arotec.

As solucdes tamponantes foram preparadas com agua ultrapura e estocadas
em geladeira, a 4 °C, por no maximo 15 dias. As solugbes de oligonucleotideos

foram armazenadas a - 202 C.

12 METODOLOGIA
12.1 Eletrodos de Trabalho Utilizados.

O superficie de ouro foi selecionada como substrato eletrodico para a
construcéo dos eletrodos de trabalho, sendo empregados dois tipos distintos: o
eletrodo de ouro convencional e eletrodos confeccionados a partir de CDs gravaveis
de ouro. O eletrodo de ouro convencional foi utilizado no sentido de se obter dados
comparativos com os eletrodos construidos com CDs, em etapas de trabalho em que
esta comparacéo se julgou relevante.

A limpeza do eletrodo foi efetuada seguindo procedimentos descritos na
literatura por Mendes et al (2004). O eletrodo foi inicialmente polido com alumina
0,05 um em suspensao, sendo lavado com agua destilada. Posteriormente foi
submetido a ultrasom, por cinco minutos, em frasco contendo etanol absoluto, sendo
novamente lavado com agua destilada. Este foi entdo, colocado em contato com
solugéo piranha (7:3 v/v de HxSO4/H202) por dez minutos, sendo novamente lavado
com agua destilada. O eletrodo mecanicamente limpo foi entéo ciclado em solugéo
0,5 mol L™ de H,SO,, entre os potenciais de 0,0 e + 1,5 V, em velocidade de



varredura de 100 mV s’ (vs Ag/AgCl saturado em KCI), até obtencdo de
comportamento estavel do voltamograma (aproximadamente 30 ciclos).

Para a construcao dos CDtrodos de ouro foram adquiridas duas marcas de
CDs gravaveis, sendo: Mitsuo Archive Gold CD-R 100 ®, comprados diretamente do
fabricante e MAM-A Inkjet ®, gentilmente cedidos pelo Prof Dr. Lucio Anges. Os
eletrodos foram construidos de acordo com o0s seguintes procedimentos:
primeiramente, a remogdo da camada de policarbonato da superficie do CD foi
efetuada pela acdo de acido nitrico concentrado, gotejado sobre a mesma, em
capela. Esta remogdo deu acesso direto a camada metalica de ouro. Logo em
seguida, o excesso de acido foi retirado com agua destilada e a superficie do CD foi
seca com nitrogénio gasoso. Posteriormente, a area de trabalho foi delimitada sobre
esta superficie e o contato elétrico (fio elétrico comum ou lamina de cobre) foi
conectado ao CD, com auxilio de fita de teflon. Uma capa fina de parafiime foi
enrolada sobre esta fita.

Dois tipos de CDtrodos foram construidos, sendo estas construcdes distintas
na etapa de delimitacdo da area de trabalho. Para o primeiro, a area de trabalho foi
delimitada por mascaras de tonner desenhadas em computador e posteriormente
impressas com impressoras laser, em folhas de papel parafinado e posteriormente
prensadas, a uma temperatura de aproximadamente 100 °C, sobre a superficie do
CD. A area nao recoberta pela mascara determinou a superficie eletrédica de
trabalho. As bordas do CDtrodo foram recobertas com esmalte. Este procedimento
foi anteriormente esquematizado na Figura 12. O segundo tipo foi desenvolvido pelo
grupo de pesquisa em biossensores do Instituto de Quimica da UNESP de
Araraquara. A delimitacdo da area foi efetuada com fita costumeiramente utilizada
em ensaios de galvanoplastia. Com auxilio de um perfurador de rolhas foi feito um
orificio fita, o qual, depois de colocada sobre o CD, delimitou a area de trabalho do
eletrodo. A Figura 13 representa um esquema ilustrativo da constru¢do do CDtrodo.
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Figura 13. Esquema ilustrativo da confecgdo de CDtrodo de ouro com uso de fita de
galvanoplastia.

Para a limpeza e ativacdo da superficie de ouro dos CDtrodos foram
efetuadas ciclagens sucessivas em solugdo 0,5 mol L™ de H,SO,, no intervalo de
potencial entre 0,0 e + 1,5 V, em velocidade de varredura igual a 100 mV s™ (vs
Ag/AgCl saturado em KCI). Para as etapas de caracterizagdo dos eletrodos de
trabalho foram efetuados ensaios pelas técnicas eletroanaliticas de voltametria
ciclica, bem como pela metodologia de microscopia de varredura eletronica,
objetivando analisar a estrutura de superficie eletrddicas.

12.2 Procedimentos de Imobilizacao Propostos.

Conforme comentado na fundamentacao tedrica da tese (item 5.2), a
superficie de ouro é suscetivel aos processos de formacdo de monocamadas auto
montadas de moléculas tioladas. Partindo desta premissa, esta metodologia de
trabalho foi proposta para a modificagdo da superficie do eletrodo. Dois tipos de
monocamadas foram inicialmente sugeridas, sendo: uma SAM classica, com uso de
um modificador e posterior ligagcdo de material biolégico sobre a mesma e uma SAM
construida com material biolégico previamente modificado com tiol em uma das
extremidades.

Para a etapa classica, a molécula de acido mercaptopropiénico (MPA) foi
selecionada como molécula base para os estudos de construcdo da SAM. O MPA
tém sido avaliado em diversos trabalhos com SAM, sendo uma alternativa viavel
para imobilizagdo de moléculas bioldégicas em substratos de ouro. Possui uma
estrutura contendo trés carbonos, tendo a molécula de tiol em uma das
extremidades e um grupo carboxila na outra, sendo este grupo passivel de formagéao

de ligacdo amida com moléculas de interesse. Desta forma, o tiol € responsavel pela



interacdo do MPA com a superficie de ouro, enquanto que a carboxila se encarrega
da ligacdo com a biomolécula, efetuando assim uma imobilizagdo que é descrita
como eficiente, estavel, organizada e orientada, o que é fundamental quando se
estudam biomoléculas que necessitam interagir com uma molécula alvo, visto que o
sitio de ligacao se disponibiliza de maneira reprodutiva para toda a camada bioldgica
imobilizada (BIEBRICHER et al, 2004). Inicialmente foram efetuados ensaios de
caracterizagao eletroanalitica do MPA em solugdo, empregando-se voltametria
ciclica e voltametria de pulso diferencial, objetivando avaliar os processos de oxi-
reducdo do mesmo sobre a superficie de ouro. Estes ensaios forneceram dados
iniciais para o pré-entendimento da estabilidade da monocamada. Posteriormente,
foram propostos os estudos de construgdo da monocamada, em que se buscou
definir as variaveis: tempo de preparo, concentracdo do reagente modificador e
solvente apropriado. A viabilidade da monocamada em imobilizar moléculas
biolégicas foi avaliada pela imobilizagdo da molécula estreptavidina (STA) sobre a
mesma e posterior ligagdo do conjugado enzima HRP-biotina, seguido do
monitoramento da atividade enzimatica da peroxidase. Em uma segunda etapa, foi
estudada a construgao da monocamada via molécula de oligonucleotideo modificado
com tiol em uma das extremidades. Da mesma forma, ensaios de concentracdo e
tempo de preparo foram efetuados para determinar as condigdes otimizadas. A
monocamada assim construida foi avaliada via microscopia de fluorescéncia. Os
dados foram comparados e a metodologia de modificacdo do eletrodo foi

selecionada.

12.3 Estudos de Caracterizacao e Interacao DNA-Compostos Indicadores
Eletroativos.

Dentro dos objetivos propostos neste trabalho consta a avaliagdo de
moléculas passiveis de efetuar o processo de interagdo com o DNA de fita dupla.
Para tanto foram selecionados quatro compostos a serem estudados, sendo: dois
complexos metalicos e dois compostos corantes. Os complexos, baseados em cobre
como centro metalico, foram sintetizados pelo grupo do Prof. Dr. Antonio Eduardo
Mauro, do IQ-UNESP, sendo o Cu(NOz3)2(NN). e o Cu(NO3)2(en).. As moléculas de
azul de metileno e azul de meldola foram selecionadas como compostos corantes,
sendo baratos e de facil obtengdo. Para estudos iniciais, o0 DNA Calf Thymus foi

selecionado como fonte de material genético a ser estudado. Inicialmente, o



comportamento espectrofotométrico dos compostos em estudo foi avaliado, sendo
posteriormente, efetuados estudos eletroquimicos. Apods as etapas de caracterizacao
foram entdo realizados os estudos de interacdo entre o DNA nativo e degradado e

as referidas moléculas, pelas técnicas anteriormente citadas.

12.4 Avaliacao Eletroanalitica da Oxidacao da Guanina.

Para efetuar o estudo relativo ao comportamento eletrédico da guanina em
solucdo foi utilizada a molécula de guanosina, que se caracteriza como um
monémero de DNA que contém a base citada. O objetivo inicial foi avaliar o
comportamento eletroquimico da guanosina, visando o0 entendimento do
comportamento da guanina, visto que, embora as estruturas destas duas moléculas
se diferenciem, os processos oxidativos referentes as duas moléculas residem no

mesmo ponto estrutural, que € o nitrogénio da posicao 7 da base.

12.5 Construcao e Aplicacao dos Genossensores.

Depois de otimizadas as etapas do procedimento de imobilizacao e possivel
método de monitoramento do processo de hibridizacdo, os genossensores foram
avaliados empregando-se padrdes de oligonucleotideos e em amostras reais. Estas
amostras amplificadas foram obtidas a partir de rotina laboratorial, sendo fornecidas
inicialmente pelo ndcleo de atendimento a comunidade, da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da UNESP de Araraquara e posteriormente pelo Laboratério do
Grupo de Estudos das Hepatites da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP.

12.6 Estdgio de Doutorado Sanduiche.

No referido estagio foram efetuados estudos de treinamento de construgédo
de eletrodos compésitos, bem como atividades de deteccdo analitica com a
metodologia de particulas magnéticas. Foi proposto um novo eletrodo compdésito
baseado em grafite e nano particulas de ouro, que foi utilizado para detecg¢do de
bactérias. Os dados relativos a esta etapa de trabalho ndo estdo descritos nesta

tese, porém, o artigo resultante deste referido estagio encontra-se em apéndice.



13 RESULTADOS
13.1 Estudos Iniciais de Caracterizacdao do CDtrodo.

Inicialmente, a técnica de micrografia de varredura eletrénica foi definida
para investigar a superficie de ouro dos CDs gravaveis. O CD foi atacado com acido
nitrico, para retirada das camadas poliméricas, como descrito anteriormente. Uma
area de 2 cm? foi delimitada por corte com tesoura e o CD assim constituido foi
analisado. O CD de ouro, na qual a avaliagédo foi efetuada, foi o de marca Mitsui®.
Observa-se, pela Figura 14, as raias bem definidas da regidao delimitada do CD,
onde as informacgdes digitais sdo gravadas. Estas raias apresentam, no geral, 0,1
um de profundidade, com 0,4 um de largura interna, sendo 1,3 um de largura da
parte superior da raia. As micrografias demonstraram que a superficie do CD

apresentou-se bem ordenada.

Figura 14. Micrografia de varredura eletrénica da superficie do CD de ouro. A) aumento de
2 mil vezes, B) aumento de 5 mil vezes.

Uma vez investigada a topografia da superficie, as etapas de construgéo do
CDtrodo foram iniciadas. A confeccao de eletrodos, a partir de CDs gravaveis, no
geral, foi simples e rapida, de facil aprendizado. Deve-se tomar cuidado para evitar o
contato das maos com a superficie do material, visto que as moléculas de gordura
contidas na pele podem sujar a superficie de trabalho. Comparando-se os dois tipos
de CDtrodos empregados neste trabalho, o CDtrodo construido com fita de
galvanoplastia apresentou-se de preparo mais rapido quando comparado com 0O

construido com mascaras de tonner, justamente por esta mascara necessitar de



auxilio de impressora e prensa, com temperatura e pressdo controlados e tempo

definido, o0 que ndo se fez necesséario com o CDtrodo de fita.

A

-y

Figura 15. CDtrodos confeccionados pela técnica de A) mascara prensada e por B) fita de
galvanoplastia.

=

A fita de galvanoplastia também se torna adequada para estudos efetuados
em meio contendo alcool, visto que, para os CDtrodos de tonners, a mascara foi
parcialmente retirada neste meio, modificando a &rea de trabalho do eletrodo,
inviabilizando os estudos. A etapa de limpeza proposta, com uso de acido sulfurico
foi eficiente, ativando a superficie de ouro. Uma etapa de 15 ciclos consecutivos, na
faixa de potencial de 0,0 a + 1,5 V foi suficiente para que os respectivos
voltamogramas apresentassem comportamento repetitivo. A Figura 16 apresenta o
15 2 ciclo de um processo de limpeza de um determinado CDtrodo preparado, com
caracteristicas representativas de um eletrodo de ouro em meio &cido sulfdrico
descrito na literatura, ou seja, picos relativos aos processos de formacao e remocao
de 6xidos sobre a superficie de ouro (CAMPUZANO; PEDRERO; MONTEMAYOR,
2006).
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Figura 16. Voltamograma ciclico para CDtrodo de ouro em meio de &cido sulfdrico 0,5 mol
L™, apés 15 ciclos. v=100 mV s™.

A partir da construgéo e limpeza eficientes do eletrodo de trabalho, buscou-
se caracterizar o mesmo frente a um composto padrdo, objetivando verificar os
processos oxidativos do mesmo sobre o material eletrédico. Para tanto, fez-se uso
de uma solucdo de KsFe(CN)s. A Figura 17 apresentra o comportamento
voltamétrico sobre o CDtrodo de ouro em solucao de &cido sulfarico. Observa-se o
par redox caracteristico aos processos de oxidagao e redugao do composto. A razao
de pico apresentada (lpa/lpc) para o sistema foi de 0,99, sendo um valor proximo a
unidade e a diferenca obtida entre os valores relativos aos potenciais de oxidacéo e
reducdo foi de 77 mV, indicando processos reversiveis sobre a superficie do
eletrodo. Posteriormente, foi efetuado um estudo de variagdo da velocidade de
varredura. Observa-se uma excelente relacdo de linearidade da dependéncia da
corrente de pico para com a raiz quadrada da velocidade de varredura, o que

evidencia transporte de massa governado por difuséo.
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Figura 17. A) Voltametria ciclica em CDtrodo. KsFe(CN)s 1 mmol L' em tampao fosfato pH
7,3. B) Relacao de linearidade entre a corrente de pico anddica e catodica para
com a raiz quadrada da velocidade de varredura.

Observou-se entdo que os CD apresentaram-se como excelente plataforma
para a construgdo de eletrodos de ouro, visto que o seu comportamento
eletroquimico foi semelhante aos eletrodos de ouro convencionais. Para esta
primeira etapa de caracterizagdo, os dois tipos de CDtrodos estudados
apresentaram 0s mesmos resultados, indicando que as diferencas efetuadas na
construgao dos eletrodos ndo afetaram o desempenho dos mesmos, em termos de
reprodutibilidade frente aos processos eletroquimicos efetuados na superficie de
ouro do CD.

13.2 Caracterizacao Eletroquimica da Monocamada de MPA

Inicialmente os estudos de caracterizacdo do comportamento eletroquimico
do composto MPA foram efetuados com eletrodo de ouro convencional. A técnica de
voltametria ciclica foi primeiramente empregada. Voltamogramas ciclicos foram
obtidos em meio de tampao fosfato, pH 7,2. Pela Figura 18 observam-se ja no
primeiro ciclo voltamétrico, dois picos de oxidagdo do composto, sendo o primeiro
em + 0,72 e o segundo em + 0,89 V. Quando a varredura reversa foi efetuada um
pico de reducao foi observado a potenciais proximos de + 0,60 V. Para a segunda
varredura, o primeiro pico de oxidagdo anteriormente pronunciado ndo mais foi
formado e apenas o segundo pico € apresentado. Para varreduras subsequentes, o
comportamento evidenciado foi o mesmo obtido para a segunda varredura, apenas

com menores valores de intensidade de correntes de pico.
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Figura 18. Voltamogramas ciclicos em eletrodo de ouro convencional. Solugéo 0,03 mol L
de acido mercaptopropiénico em meio de tampao fosfato pH 7,2.

Estes picos relativos ao MPA foram observados em regides de potencial
muito préximas da oxida¢ao do ouro. Para melhor estudar a oxidagdo do MPA foram
selecionados cinco tampdes usualmente empregados em sistemas de deteccdes
biolégicas, buscando aquele que melhor separasse esse processos oxidativos
citados. Solugbes tampao acetato, citrato, citrato-fosfato, fosfato e ftalato-hidroxido
de sodio foram selecionados. Todos foram preparados a partir de seus sais,
segundo protocolos descritos em Methods in enzymology (COLOWICK; KAPLAN,
1955), sendo avaliados em pH 5,7, valor coincidente entre os cinco tampdes
biolégicos, visando minimizar o efeito de diferentes valores de pH no sinal
eletroanalitico. O eletrodo de ouro foi entdo mergulhado em solucdo tampéo e o
sinal eletroquimico foi registrado entre os valores de 0,0 a + 1,2 V.

A Figura 19 apresenta o comportamento voltamétrico dos tampdes
selecionados frente ao eletrodo de ouro. Observa-se que a solugao tampao citrato-
fosfato desloca a regido de formagao de 6xidos para potenciais mais positivos (+ 0,9
V) quando comparado com as demais solugdes. Os tampdes apresentaram dois
picos caracteristicos, sendo um de pequena intensidade de corrente na regido de
potencial proxima a + 0,2 V, que pode ser atribuido a oxidagdo do Au metalico para
Au (I) e 0 segundo pico em regides que variaram de potenciais de + 0,7 a + 0,9 V,

de acordo com o tampao especificado. Este segundo pico, de maior intensidade, é



relativo ao processo de oxidacdo do Au (l) para Au (ll), formando 6xidos mais

estaveis.
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Figura 19. Voltametria de pulso diferencial. Avaliagdo do comportamento do eletrodo de
ouro convencional nas solucbes tampao pH 5,7. Acetato, citrato, citrato-fosfato,
fosfato e fitalato-hidréxido de sédio. v =10 mV s, amplitude de pulso = 25 mV.

O passo seguinte foi avaliar o comportamento de solugdes tampao de
citrato-fosfato em diferentes valores de pH, sendo estudada a faixa de 5,0 a 7,0,
visto que a literatura cita que as monocamadas com MPA s&o estaveis nesta faixa
de pH. A valores de pH mais acidos, a formacao de 6xidos na superficie do eletrodo
€ deslocada para potenciais mais positivos, enquanto que em valores de pH mais
basicos, a formagdo predomina em potenciais menos positivos. De acordo com o
comportamento demonstrado na Figura 20, o pH em torno de 6,0 foi o escolhido

para se iniciar os estudos com o eletrodo de ouro.
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Figura 20. Voltamagras de pulso diferencial. Eletrodo de ouro em solucao tampao citrato-
fosfato, em diferentes valores de pH. v = 10 mV s, amplitude de pulso = 25
mV.

Segundo Mendes et al. (2004), a baixos valores de pH, a transferéncia
eletrbnica aumenta nas monocamadas de &cido mercaptopropibnico em ouro,
devido a total protonagdo do grupamento carboxilico terminal, a valores mais
elevados, facilita-se a desprotonacdo do terminal, carregando o mesmo,
negativamente, podendo entdo, oferecer repulsdo para espécies em solucao,
dificultando a transferéncia eletrdnica. A faixa de pH étima para se trabalhar com o

MPA entédo, pode ser considerada entre 6,0 e 8,0.

13.2.1 Modificagdo com MPA

O processo de adsorcdo da monocamada de alcanotiol pode ser
considerado uma adicao oxidativa da ligacao enxofre-hidrogénio para a superficie do
ouro, seguida de eliminagao redutiva do hidrogénio. Quando a superficie esta limpa,

o proton provavelmente termina como uma molécula de H, (ULMAN, 1996).
R-S-H + Au,’ —» R-S'Au* Au,’ + % H,

De acordo com a literatura, o uso de etanol leva a formacdo de uma
monocamada bem mais definida e consequentemente mais organizada, sendo a

superficie modificada de forma mais uniforme, minimizando a formacado dos



chamados “buracos” e "ilhas" (FREIRE et al, 2003). Por este motivo, os estudos
iniciais de modificagdo com MPA foram efetuados em meio alcodlico. Buscando
definir as condicoes de tempo de preparo da monocamada e quantidade de alcool
na solugdo trabalho, efetuou-se estudo quimiométrico de planejamento fatorial 2 2.
Foram selecionados os tempos de 2 e 16 horas, bem como 25 e 75% de alcool na
solugéo, como valores maximos e minimos a serem trabalhados. O eletrodo de ouro
convencional foi modificado com monocamada de MPA (10 mmol L), adicionando-
se 0 mesmo em solucao trabalho pelo tempo pré-estabelecido. Depois de
modificado, o eletrodo foi lavado com agua destilada e em seguida avaliado pela
técnica de voltametria ciclica, em solugdo de K;Fe(CN)s (1 mmol L7). A resposta
analisada foi em termos de razdo de pico e de diferenca de potencial de pico. A
Tabela 1 apresenta os valores de resposta obtidos para o estudo de planejamento

experimental.

Tabela 1: Dados do planejamento fatorial. Valores de resposta para planejamento fatorial 2°.

Ensaio Etanol (%) Tempo (h) AE, (mV) lpa/lpe
A4 + + 125 0,91
A, - - 111 0,85
Az + - 110 0,92
Ay - + 92 0,95

Os sinais positivos indicam os niveis altos (maiores valores) e os sinais
negativos, os niveis baixos (menores valores) avaliados. A andlise dos valores de

resposta é facilitada pelos graficos do pareto e pelo grafico dos efeitos principais.
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Figura 21. A) Grafico do Pareto e B) dos efeitos principais entre tempo de incubacao e
quantidade de etanol. Resposta relativa a razao de pico.

O gréfico do Pareto (Figura 21A) indica que o tempo de preparo da
monocamada e a interagao entre este tempo e a quantidade de etanol séo os efeitos
mais importantes. Considerando-se a diferengca de potencial de pico, os efeitos
principais sdo: a porcentagem de etanol e a interacdo entre o tempo e esta
porcentagem, como demonstrado na Figura 22. O grafico dos efeitos principais para
a resposta baseada na diferenca de potencial de pico indica que a porcentagem de
etanol influencia mais que o tempo de preparo da monocamada, comportamento

contrario ao apresentado para a razao de pico.
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Figura 22 . A) Grafico de Pareto e B) dos efeitos principais entre tempo de incubacao e
qguantidade de etanol. Resposta relativa a diferenca de potencial de pico.

Comparando-se os graficos relativos as duas respostas (AEp, lha/lpc), 0S
efeitos sdo mais pronunciados para a diferenga de potenciais de pico. As superficies
de respostas para os dois parametros sao apresentadas na Figura 23. Comparando-

se estes resultados com os graficos de pareto e dos efeitos principais, pode-se dizer



que um tempo maior de preparo da monocamada, associado a uma baixa
concentracao de alcool, no meio de preparo, podem levar, tanto a um baixo valor de
diferenca de potenciais de pico, quanto a um valor mais préximo da unidade, para o
parametro razdo de corrente de pico. Esta condicdo de trabalho indicou que,
possivelmente, a transferéncia eletronica sobre a superficie de ouro modificada pelo
MPA néao estaria sendo alterada. A literatura relata que o tempo de 2 h de incubacgao
do eletrodo de ouro com a solugédo contendo o &cido mercaptopropidnico é suficiente
para a formacdo da monocamada, porém, um tempo maior, em torno de 16h se faz
necessario para o rearranjo e auto organizacdo da monocamada (FREIRE;
PESSOA; KUBOTA, 2003).

Figura 23. Superficies de resposta: A) razdo de pico e B) diferenca de potencial de pico.
Valores obtidos para porcentagem de etanol (25 e 75%) e tempo de preparo da
monocamada de acido mercaptopropidnico (2 e 16h).

Ap6s estes estudos, outra modificagdo da superficie do eletrodo
convencional foi efetuada. O eletrodo limpo foi imerso em 150 uL de solugéo
etandlica (25% v/v) de MPA na concentracdo definida de 10 mmol L', a temperatura
ambiente, por 16 h (overnight). Posteriormente foi lavado com etanol, para remogéao
de excesso de moléculas fisicamente adsorvidas. Depois de efetuada a modificagao,
o eletrodo foi avaliado pela técnica de voltametria de pulso diferencial frente a
solucao tampao citrato-fosfato pH 6.0. Voltamogramas de pulso diferencial foram
tracados entre os potenciais de 0,0 e + 1,2 V, objetivando avaliar a estabilidade da

mono camada auto montada na superficie do eletrodo.



A Figura 24 apresenta o voltamograma de pulso diferencial do eletrodo de
ouro modificado com MPA em tampao. Observa-se um pico de oxidacdo em
aproximadamente + 0,70 V. Campuzano et al. (2006) sugerem que este pico esteja
relacionado a oxidacdo da monocamada de MPA presente na superficie do eletrodo
indicando que a intensidade de corrente de pico decresce com sucessivas
varreduras, 0 que evidencia um processo de desinstabilidade irreversivel, resultando
na remogcao da monocamada da superficie do eletrodo. Este comportamento

também foi observado no presente estudo.
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Figura 24. Voltamograma de pulso diferencial. Eletrodo de ouro convencional modificado
com acido mercaptopropidnico em solugdo tampéao citrato-fosfato pH 6.0. v =10
mV s, amplitude de pulso = 25 mV.

13.2.2 Monocamada de MPA sobre o CDtrodo.

Para completar os estudos anteriormente efetuados para a superficie do
eletrodo convencional foi proposta uma avaliagdo microscépica da superficie de ouro
do CD modificado com monocamada de acido mercaptopropiénico. A superficie
delimitada (2 cm?®) foi modificada com MPA (10 mmol L', 16 h). Dois tipos foram
utilizados, sendo o primeiro modificado em solugdo contendo 25% e o segundo, 75%
de etanol. As micrografias foram entdo efetuadas e estdo apresentadas na Figura
25. Estas aqui apresentadas diferem das anteriormente mostradas na Figura 14.
Estas diferencas podem indicar que o ouro foi modificado de forma significativa com
a monocamada de MPA. Pode-se observar que, quando os CDs foram modificados

por distintas solucbes etandlicas, evidenciaram distintas micrografias, ou seja,



diferentes superficies, o que corrobora com a proposta da influencia da quantidade

de etanol no meio modificador.
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Figura 25. Micrografia de varredura eletrdnica da superficie do CD de ouro modificado com
monocamada de acido mercaptopropiénico. Aumento de 5 mil vezes. A) 75% de
etanol, B) 25% de etanol.

Partindo deste principio, 0 uso de alcool na solugcdo de preparo da
monocamada parece realmente distribuir de maneira uniforme as moléculas de MPA
sobre a superficie de ouro e a associagéo do tempo de preparo com a quantidade de
alcool em solucdo pode levar a diferengas nas estruturas da monocamada. No
periodo em que esta etapa de trabalho estava sendo realizada, a confeccdo dos
CDtrodos foi efetuada a partir da metodologia das mascaras de tonner, ou seja,
material susceptivel ao ataque alcodlico, o que acarretaria em perda da mascara e
consequente variagdo da area de trabalho delimitada. Com isto, 0s ensaios iniciais
de modificacao sobre o CD, aqui apresentados, foram efetuados em meio aquoso. O
CDtrodo foi modificado com o MPA, por gotejamento da solugdo trabalho na
superficie ativa do eletrodo, nas mesmas condigcbes de concentracdo e tempo
trabalhadas anteriormente para o eletrodo convencional, a temperatura ambiente.
Foi efetuada em seguida uma andlise do comportamento da monocamada sobre a
superficie do CDtrodo, em meio de tampao citrato-fosfato pH 6,0, por voltametria de
pulso diferencial. De acordo com a Figura 26, pode se perceber um comportamento
semelhante ao demonstrado pela monocamada de MPA na superficie de ouro
convencional, com pico anddico na regido de + 0,70 V, relativo a oxidacado da

monocamada de MPA.
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Figura 26. Voltamograma de pulso diferencial em solugao tampéo citrato-fosfato pH 6,0. (—)
CDtrodo de ouro. (—) CDtrodo modificado com acido mercaptopropidnico.
V =10mV s™, amplitude de pulso = 25 mV.

A Figura 27 apresentam voltamogramas ciclicos do CDtrodo modificado com
MPA, em solucao tampao citrato-fosfato pH 6.0. O grafico apresentou pico relativo a
oxidagdo da monocamada em valores préximos + 0,70 V, concordante com o0s
dados obtidos anteriormente e para a varredura seguinte, esse pico nao foi
detectado, indicando que a oxidacao da monocamada é um processo irreversivel,

como citado anteriormente.
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Figura 27. Voltamograma ciclico em tampao citrato-fosfato pH 6.0. CDtrodo de ouro
modificado com acido mercapropropibnico. (—) primeira varredura, (—)
segunda varredura.



13.2.3 Estudo da Area de Cobertura.

Uma vez caracterizada a monocamada de MPA sobre a superficie de ouro,
buscou-se efetuar um estudo para avaliar o grau de cobertura desta monocamada,
ou seja, quanto da superficie de ouro o MPA poderia estar recobrindo. Uma
cobertura eficiente é estabelecida pelo compromisso entre a concentragdo do
modificador, o tempo de preparo da monocamada e 0 solvente utilizado para este
proposito. Campuzano et al. (2006) estudaram o grau de cobertura de
monocamadas de MPA empregando voltametria ciclica. Foi evidenciado um pico
caracteristico da monocamada em potenciais proximos de + 1,0 V, em meio de acido
sulfarico. A porcentagem de cobertura foi calculada em 40%, para um tempo de 15 h
de modificacdo em meio contendo 24% de alcool etilico. Porém, seus dados, quando
efetuados estudos de espectroscopia de impedancia eletroquimica, indicaram um
grau de 90% de cobertura.

A informacdo da quantidade de material sobre o eletrodo é de suma
importancia para a investigagao, visto que a superficie modificada nao deve ser
totalmente recoberta pela monocamada, quando se pensa em estudos para
construcdo de biossensores, pois esta modificacdo excessiva pode até passivar a
superficie do eletrodo. Partindo destas informagdes, buscou-se neste estudo um
tempo menor de preparo da monocamada, objetivando a modificacdo parcial da
superficie do ouro.

O CDtrodo limpo foi entdo modificado como segue: ao CDtrodo, adicionou-
se 50 pL de solugdo 10 mmol L de &cido mercaptopropionico e o conjunto foi
deixado em repouso por 2h, a temperatura ambiente. Posteriormente o eletrodo foi
lavado com agua destilada. A técnica de voltametria ciclica foi entdo utilizada para
avaliar o grau de cobertura. Primeiramente o CDtrodo limpo foi mergulhado em
solucdo de H,SO, 0,5 mol L', previamente deaerada (nitrogénio, 5 min) e os
voltamogramas ciclicos foram entdo registrados nestas condigcdes. O CDtrodo foi
entdo lavado e posteriormente modificado como descrito anteriormente, sendo
assim, novamente avaliado pela técnica de voltametria ciclica em meio de acido
sulfurico.

A Figura 28 apresenta os voltamogramas ciclicos em meio de &cido
sulfarico, relativos ao CDtrodo limpo e modificado com MPA. Observa-se, para

ambos, voltamogramas com comportamentos caracteristicos de eletrodos de ouro



em meio de acido sulfarico, com picos anddicos relativos a regiao de formacgao dos
oxidos de ouro (acima de + 0,90 V) e picos catodicos relativos a reducao desta
camada de 6xidos, em torno de + 0,70 V. E possivel observar que o voltamograma
do CDtrodo modificado com MPA apresentou-se com picos menores que os relativos
ao eletrodo sem modificacdo. Isto se deve por conta da monocamada aderida a
superficie de ouro, que ocupou uma area especifica da superficie do CD, o que
levou entdo, a uma menor formacao de éxidos, por conta de uma menor area agora
disponivel para estes processos.
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Figura 28. Voltamogramas ciclicos em meio de &cido sulfarico 0,5 mol L, tracado com (—)
CDtrodo e (—) CDtrodo/MPA.

A quantidade de material depositado nesta superficie de ouro pode ser
estimada pela razao entre a corrente de pico, relativo ao processo de reducado dos
oxidos formados, antes e apos a modificagdo (CAMPUZANO et al., 2006). A
integracédo desta corrente obtida fornece os dados de tempo do processo eletrédico
descrito e para estas condi¢oes, estes dados fornecem a carga antes e apds a
modificacdo da superficie. A razdo entre estas pode fornecer a quantidade de
material depositado na modificacdo da superficie. O presente estudo evidenciou
uma estimativa em torno de 35% de cobertura da superficie do CDtrodo pelo acido
mercaptopropibnico.

O processo voltamétrico efetuado para determinar o grau de cobertura
implica em ciclos que podem estar deteriorando parte da monocamada, entao,

possivelmente este dado para a cobertura com MPA pode estar subestimado,



podendo chegar a valores em torno de 50%. Para estudos que fazem uso da técnica
de monocamadas como ponte de ligacdo para moléculas biolégicas sobre superficie
de ouro, este grau de cobertura aqui obtido foi considerado satisfatério, visto que a

total modificacdo pode implicar na inativacao da superficie eletrddica.

13.2.4 Estudo da Viabilidade da Monocamada para Imobilizagdo de Biomoléculas.

Uma vez que a modificagdo na superficie de ouro foi caracterizada,
objetivou-se avaliar a capacidade desta monocamada de MPA em imobilizar
moléculas bioldgicas. Efetuou-se, entdo, um estudo com a enzima peroxidase
imobilizada sobre o ouro do CD. Esta enzima vem sendo bastante estudada na
literatura, para a constru¢ao de biossensores e o grupo de eletroanalitica do instituto
de quimica da UNESP de Araraquara também vem aplicando a enzima em suas
atividades de pesquisa. Estudos apresentados na literatura relatam a imobilizacao
de enzimas sobre monocamadas, porém, embora esta monocamada seja
organizada, isto nao indica necessariamente que a enzima seja imobilizada sempre
com a mesma orientacao do sitio ativo, visto que a ligacdo amida formada entre o
MPA e a enzima se da por conta dos residuos de aminoacidos em sua estrutura, que
por sua vez estdo dispostos por toda a superficie espacial da molécula. Partindo
deste principio, buscou-se a metodologia de ligagcdo covalente entre biotina e
avidina, j& comentada anteriormente na revisao bibliografica (item 5.1). Além de ser
uma técnica bem difundida na literatura, também vem sendo estudada pelo grupo de
eletroanalitica do IQ/UNESP (PIVIDORI; MERKOGCI; ALEGRET, 2000; KURAMITZ et
al., 2003; WILLIAMS, 2003, RICCARDI et al., 2006).

Pretendeu-se abordar uma metodologia de imobilizacao via formacao de
monocamada de MPA, acoplando-se moléculas de estreptavidina sobre a
monocamada, objetivando-se ligar posteriormente o0 conjugado molecular
peroxidase-biotinilada. Esta proposta pode viabilizar uma imobilizagdo mais
orientada do sitio ativo da enzima, visto que a ligacdo entre a estreptavidina e a
biotina ocorre também, de forma orientada (Figura 29)(BIEBRICHER, 2004). O
monitoramento da atividade enzimética via substratos, como o peroxido de
hidrogénio, pode ser efetuado, o que pode auxiliar no entendimento do processo de

imobilizagao proposto. Uma vez que o comportamento desta enzima ja estda bem



estabelecido na literatura, esta imobilizacdo pode evidenciar se a mesma pode ser

viavel para a ligacdo de material genético sobre a superficie do eletrodo de ouro.

! @)

Figura 29. Esquema estrutural de imobilizacdo da enzima HRP, via métodologia (4)
esteptavidina (@) biotina, sobre monocamada auto organizada de acido
mercaptopropibnico.

A modificacdo foi efetuada com MPA 10 mmol L™ em solugdo aquosa, por
gotejamento sobre a superficie eletroativa do CDtrodo. Esta solucao foi deixada em
contato com o ouro por 2 horas, a temperatura ambiente. Posteriormente, foi
efetuada a ligacdo da STA na monocamada, fazendo uso de carbodiimida (EDC),
reagente especifico para ativacdo de grupos funcionais. Foi adicionada solugao de
STA (0,1 mg mL™), contendo 6 mmol L' de EDC, na superficie do CD/MPA. O
conjunto foi deixado em repouso por uma hora, a 4 °C. Logo apéds, sobre o CDtrodo
previamente modificado foi adicionada solugdo de HRP biotinilada, na concentragéao
de 132 Ul/eletrodo e deixado em repouso durante 30 min, a 4 °C. Entre todas as
etapas de modificacdo do eletrodo foram efetuadas lavagens com solugdo tampéao
fosfato pH 7,0, objetivando-se retirar excesso de material adsorvido do meio.

A Figura 30 compara o comportamento do CDtrodo sem modificacdo com o
modificado com HRP, em solugédo tampao fosfato pH 7,0, em presencga de perdxido
de hidrogénio, na faixa de potencial entre - 0,20 a + 0,50 V. Observa-se uma
mudanca no comportamento voltamétrico apdés a imobilizacdo da HRP, pela
presenca de picos relativos a processos redox, sendo Epa= + 0,21 V e E,c = + 0,10
V, 0 que sugere que a modificacdo foi efetuada de forma adequada, visto que o
mesmo sinal nao foi inicialmente apresentado para o CDtrodo ou para o

CDtrodo/MPA. De acordo com a literatura, quando imobilizada, a HRP pode efetuar



a transferéncia direta de elétrons com o eletrodo, através do mecanismo entre o
centro ativo da enzima e o substrato doador de elétrons ao qual ela esta imobilizada.
O eletrodo substitui o substrato doador de elétrons em um ciclo comum da reagéo do
peréxido. Enzimas imobilizadas no eletrodo podem ser oxidadas pelo peréxido e

entdo reduzidas por elétrons provenientes do eletrodo (FREIRE et al., 2003).
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Figura 30. Voltamogramas ciclicos em solugdo tampao fosfato pH 7,0, tragado com (—)
CDtrodo limpo e com (—) CDtrodo modificado com HRP em presenga de
peréxido de hidrogénio.

O mecanismo reacional geral de deteccdo eletroanalitica do H,O, em
eletrodos modificados com HRP pode ser descrito por duas reagdes, sendo:

HRP(Fe**) + H,0. — E1 + H,0
E1 + 2e” + 2H* — HRP(Fe*') + H.0

HRP (Fe®*) denota o estado de oxidagdo inicial da HRP imobilizada na
superficie do eletrodo. E1 € o composto intermediario que representa a enzima no
estado de oxidacao + 5. A primeira reacao envolve transferéncia de dois elétrons do
grupo prostético ferriheme da HRP pelo H.O.. A segunda reagdo representa a
transferéncia eletrénica entre o eletrodo e a forma oxidada da HRP. No entanto, em
geral, a transferéncia eletrénica direta entre materiais eletrodicos comuns e esta
enzima é um processo lento, sendo a transferéncia eletrbnica mediada € mais

eficiente na redugdo bioeletrocatalitica de peroxido em eletrodos modificados com



HRP. Desta forma, um ensaio mediado foi proposto, sendo utilizado o acido 5-
aminosalicilico (5-ASA) como mediador. Este tem sido amplamente estudado pelo
grupo de pesquisa em biossensores do IQ UNESP de Araraquara, sendo a reducao
do complexo formado entre o sitio catalitico da enzima e o mediador, o principio do
processo de monitoramento na reacdo em estudo (ESHKENAZI et al., 2000;
ULIANA, 2009). O eletrodo foi modificado com citado anteriormente e o
monitoramento da concentracdo de peroxido foi efetuado pela técnica de
amperometria a potencial constante, sendo este potencial de -0,050 V (ULIANA,
2009). A Figura 31 apresenta a curva analitica para a variagdo da concentracao de
peroxido de hidrogénio. Observa-se uma linearidade de sinal de corrente com
relacdo ao aumento da concentragdo de perdéxido no meio contendo o mediador 5-
ASA (concentracdo fixa em 0,005 mol L ™).

-1,0x10°4  Y=2,2x10°+55x10* X
R= 0,998
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Figura 31. Curva analitica para o monitoramento da concentracido de peréxido de
hidrogénio em CDtrodo modificado com enzima HRP, utilizando-se o &cido 5-
aminosalicilico como mediador eletroanalitico.

O procedimento de imobilizacdo da enzima HRP proposto pela formagao de
monocamadas de 4cido mercaptopropibnico evidenciou que a enzima foi
satisfatoriamente imobilizada de forma orientada sobre a superficie do CDtrodo de
ouro, mantendo sua atividade catalitica, de acordo com os dados obtidos para as
medidas de transferéncia eletrdnica direta e mediada. Assim, evidencia-se que esta
metodologia de imobilizacdo pode ser aplicada para a imobilizacdo de sondas
especificas de DNA biotinilado sobre a superficie de ouro do CDtrodo.



13.3 Estudos Iniciais com Sonda de HCV Tiolada.

Esta etapa de trabalho objetivou avaliar o uso de sondas de
oligonucleotideos modificadas com grupamentos tidéis para a construcdo de
monocamadas de oligonucleotideos sobre a superficie do eletrodo de ouro. Para
tanto, foi adquirida uma sonda de seqiiéncia especifica do virus da hepatite C do
gendtipo 1, modificada por uma molécula de hexanotiol (HS-5 CGC TCA ATG CCT
GGA GAT 3). Inicialmente buscou-se estimar e avaliar o grau de cobertura da
superficie pela monocamada proposta. O estudo foi baseado na variagcdo de
voltamogramas ciclicos obtidos em solugdo KsFe(CN)s, antes e apbés a modificagao
com a monocamada de oligotiol. Esta modificacao foi efetuada gotejando-se solugéao
de oligotiol (em concentracdo definida) sobre a area de trabalho do eletrodo. Este
eletrodo foi entdo colocado em conjunto de placas de Petri, em tempos
determinados. Etapas de lavagem foram efetuadas com tampao fosfato pH 7,2, por 3
min sob agitagdo constante. O objetivo do estudo foi avaliar a porcentagem de
cobertura da superficie de ouro a partir dos dados de concentracdo da sonda e o
tempo de preparo da monocamada. As concentragdes de 0,5 e 1,0 umol L™ de HS-
DNA HCV 1 e os tempos de 30, 60, 90 e 120 min foram definidos para os estudos
iniciais A porcentagem de cobertura da superficie foi obtida pela razao entre a area
do segundo voltamograma (apdés modificacdo - Az) e a éarea do primeiro
voltamograma obtido (antes da modificacdo - A1), de acordo com a férmula a seguir:

Cobertura (%) = [(A2/A+) -1]x100

A Figura 32 apresenta o grafico dos voltamogramas ciclicos para a modificacao
com 0,5 umol L™ de HS-DNA HCV 1 e o tempo de 30 min, no qual foi obtido o valor
de 32% de cobertura. O gréfico de barras apresentado na Figura 33 compara os
resultados obtidos para o estudo, nos tempos e concentracdes avaliadas.
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Figura 32. Voltamogramas ciclicos para K;Fe(CN)s em ouro, (—) antes e (—) ap6s a
modificacdo com monocamada de HS-DNA HCV 1 (0,5 umol L™, 30 min).

No geral, foram observadas duas condi¢gbes caracteristicas a serem
consideradas: i) para valores menores de tempo, os graus de cobertura da
superficie, tanto para a concentragdo de 1,0 quanto para 0,5 pumol L' foram
aproximados, indicando que as concentracbes trabalhadas nao foram fatores
determinantes na porcentagem de area coberta. Pode-se enfatizar que a
porcentagem de cobertura ndo apresentou dependéncia com a concentragdo do
oligonucleotideo para o tempo de 30 min de modificacao. ii) Para valores de tempo
maiores, a concentragao tornou-se um parametro muito importante para definir o
grau de cobertura da superficie de ouro. Tanto para 90, quanto para 120 min, as
modificagdes levaram a valores de 86% de cobertura. Uma porcentagem de
cobertura em torno de 30 a 40 % tem sido considerada boa para a construgéo de
monocamadas em biossensores eletroanaliticos, visto que uma cobertura de grau
maior, como a de 85%, por exemplo, pode ser fator limitante para a analise, no
sentido de que esta modificagdo pode dificultar os processos faradaicos sobre a
superficie do eletrodo de trabalho, bem como limitar os processos de hibridizacdo da
fita dupla, pelo impedimento estérico. Estas duas condi¢cdes foram selecionadas para

estudos futuros (Figura 33).
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Figura 33. Porcentagem de cobertura da superficie de ouro em fungdo do tempo e da
concentracao do modificador HS-DNA HCV 1.

Para melhor entendimento da distribuicdo espacial das moléculas de oligotiol
sobre a superficie do eletrodo foi proposta uma avaliagdo via investigacdo pela
metodologia de microscopia de fluorescéncia, objetivando caracterizar a camada de
material genético imobilizada sobre a mesma. Para tanto foi adquirida uma outra
sonda tiolada, similar a trabalhada anteriormente, porém, com uma modificacdo na
extremidade 3', que foi constituida de uma molécula de fluoresceina (FLU). A
molécula de tiol, na extremidade 5' foi responsavel pela adsor¢cdo do DNA no
eletrodo enquanto a molécula de fluoresceina (3') foi excitada e seu sinal de
fluorescéncia foi monitorado. O procedimento de imobilizacdo foi efetuado em
solugéo tampao fosfato, com 1,4 umol L™ de sonda, por duas horas a 42° C. Duas
etapas de lavagem foram efetuadas, com tampao, por 10 min, a 42 ° C. As Trés
condicdes especificas foram avaliadas, sendo: A) CD limpo, sem modificacao,
mergulhado em solugdo tampao, para controle; B) CD limpo, sem modificacao,
mergulhado em solugdo contendo somente fluoresceina, na concentracao de 10,4
mg L, para ensaio em branco e C) CD modificado com a sonda de trabalho. A

Figura 34 apresenta as microscopias de fluorescéncia para as condigdes citadas.



Figura 34. Microscopia de fluorescéncia das superficies de ouro. A) CD em tampéao fosfato,
B) CD com fluoresceina e C) CD modificado com HS-oligo HCV-FLU.

Para a condicdo do ensaio controle (A), nenhuma fluorescéncia foi obtida,
indicando que o meio nao influenciou no sinal analitico. Para o ensaio em branco
(B), que foi efetuado em meio de fluoresceina, também nenhuma fluorescéncia foi
obtida, o que indicou que as moléculas de fluoresceina ndo adsorveram sobre a
superficie do CD. Por fim, para o ensaio com sonda de HS-oligo-FLU, foi observado
uma distribuicdo de fluorescéncia por toda a superficie do CD, sugerindo que o
ensaio foi eficiente para a modificagcdo do CD com monocamada tiolada.

O que se pode ressaltar € que pontos especificos, de maior intensidade
fluorescente foram obtidos para o estudo, o que indica que pode estar havendo a
formacao das chamadas "ilhas", que podem se formar quando se efetuam estudos
com monocamadas, por conta das forcas de atragcdo entre as moléculas
modificadoras (Figura 35). Para evitar essa formagao de ilhas, a solugédo trabalho
empregada na qual o eletrodo & modificado pode conter uma porcentagem de alcool
etilico, o que distribui de modo mais uniforme as moléculas pela superficie do
eletrodo, como ja observado em resultados anteriormente apresentados. Uma
alternativa seria o uso dos chamados espacadores, como o 11-mercapto-1-
undecanol (MCU), que também sao moléculas tioladas, mas que tem por funcao
ocupar os espacos entre o DNA tiolado, distribuindo melhor a monocamada de
material genético. Estes, porém, também podem representar um aumento no grau
de cobertura da superficie do CD (PEETERS et al., 2008).



Figura 35. Sinal de fluorescéncia de sonda HS-oligo HCV-FLU sobre CD. Formagao de
aglomerados.

Comparando-se esta etapa de construgdo da monocamada, com a etapa
anterior efetivada com MPA, conclui-se que ambas as metodologias sdo eficazes
para a modificacdo do eletrodo de CD de ouro. A etapa efetuada com HS-DNA
corrobora com uma imobilizacdo de material genético de forma mais eficiente, no
sentido em que cada molécula que modificar a superficie do eletrodo conta com uma
molécula de oligonucleotideo, o que nao fica evidente para a modificagdo com MPA,
visto que nem toda molécula de MPA estard necessariamente ligada a uma de DNA,
por exemplo, com isto, um gasto menor de reagente pode ser alcangcado com a
modificagdo por sondas tioladas. Deve-se enfatizar que se utiliza uma Unica
molécula no processo, evitando perdas de material e minimizando interferentes, pelo

fato da metodologia ser efetuada em uma unica etapa.

13.4 Estudo Eletroanalitico da Molécula de Guanosina.

A guanina € uma das duas bases purinas presentes na estrutura basica dos
acidos nucléicos, sendo, do ponto de vista eletroquimico, a que apresenta menor
valor de potencial de redox dentre as quatro bases nitrogenadas que compde o DNA
(STEENKEN, 1989). Devido a este fato, acredita-se que ela seja a chave para o
entendimento dos processos de oxidacdo do DNA, por varios tipos de agentes
oxidantes e radicais livres e seu estudo pode fornecer informagdes importantes a
cerca dos mecanismos responsaveis pelos danos causados na molécula, bem como

na localizagao especifica deste dano.



Uma das propostas iniciais de avaliacdo da confirmacdo do processo de
hibridizacdo sofrido pelo material genético imobilizado sobre a superficie do
genossensor foi 0 monitoramento do sinal de oxidacao da base nitrogenada guanina
contida neste material. A intensidade de sinal de corrente relativa aos processos de
oxidagdo da base guanina pode ser obtida de forma distinta para o DNA de fita
simples em relacdo ao material de fita dupla (hibridizado), uma vez que estes
materiais genéticos apresentariam também em quantidades diferentes de bases,
levando assim, a sinais eletroanaliticos também distintos. Esta diferenca entre as
intensidades de corrente pode ser utilizada para confirmar se o processo de
hibridizagdo ocorreu ou n&o ocorreu sobre a superficie eletrddica, indicando,
consequentemente, um sinal positivo/negativo, que pode ser utilizado para
construcdo de biossensores de diagnéstico. Para esta etapa de investigacéao

também se fez uso da molécula de guanosina monofosfato.

13.4.1 Estudo da Guanosina em Solucao

A Figura 36 apresenta a férmula estrutural da guanosina. A oxidagao
eletroquimica da guanosina leva a formagdo da 8-hidroxiguanosina e tem sido
efetuada em diferentes superficies eletrodicas, sendo a de carbono a mais utilizada,
nas formas de carbono/grafite, grafite pirolitico, carbono vitreo e pasta de carbono.
Os processos oxidativos da molécula de guanosina, como para a guanina, sao
altamente dependentes da natureza do agente oxidante, bem como do material que

constitui o eletrodo.

Figura 36. Formula estrutural do anion molecular guanosina monofosfato.



A troca de carbono/grafite para eletrodos metdlicos afeta os caminhos e a
cinética de oxidacao desta base nitrogenada, bem como os processos de adsorcao
nestas superficies (FERAPONTOVA, 2004). Inicialmente, o CDtrodo foi limpo pelo
protocolo estabelecido em etapas descritas anteriormente. Primeiro, objetivou-se
uma avaliagdo do comportamento da guanosina em tampao fosfato. Como primeira
etapa de avaliacado foi efetuada uma varredura por voltametria ciclica, do CDtrodo
limpo em solugdo de tampéao fosfato pH 7,1, seguida da obtengédo do voltamograma
da guanosina em meio do mesmo eletrélito. Pela Figura 37 pode se observar os
voltamogramas obtidos para o CDtrodo e para a guanosina. Constatou-se que o
sinal de corrente relativo a oxidagdo da guanosina encontrou-se a valores préximos
do potencial de + 1,0 V, como descrito na literatura. O pico apresentou-se de forma
alargada, o que sugere complicagdes cinéticas no processo de oxidacao da

molécula.
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Figura 37. Voltametria ciclica para CDtrodo de ouro. (—) Tampao fosfato pH 7,1 e (—)
guanosina monofosfato 1,0 mmol L' em pH 7,1.

Foi entdo avaliado o grau de adsor¢cdo da guanosina sobre a superficie de
ouro, efetuando-se varredura ciclica com ferrocianeto de potassio, antes e apos
ciclagem em solugdo contendo guanosina. Como demonstrado na Figura 38, o
comportamento eletroquimico do composto em estudo nao foi alterado, apenas uma

pequena variagdo no sinal de corrente catodica foi observada.
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Figura 38. Voltametria ciclica em meio de tampao fosfato pH 7,2. Ferrocianeto de potassio
1,5 mmol L', (—) antes e (—) apds ciclagem em solugdo de guanosina
monofosfato.

Este resultado indica que os processos redox descritos pela molécula de
guanosina, avaliados pela técnica de voltametria ciclica, ndo afetaram de forma
consideravel a superficie do eletrodo de ouro, no que diz respeito a inativacao desta
superficie, nas condi¢des pré-determinadas.

Considerando-se o fato de que se trabalha com seqiiéncias curtas de
oligonucleotideos imobilizadas sobre a superficie do genossensor eletroquimico,
este material genético é constituido de um numero reduzido de moléculas de
guanina, o que infere na necessidade de uso de uma técnica eletroquimica sensivel
para obteng&o de baixos sinais de corrente. Partindo desta premissa, escolheu-se a
técnica de voltametria de pulso diferencial para dar continuidade a investigacao dos
processos oxidativos da molécula de guanosina. Os procedimentos iniciais foram
tomados, como anteriormente descritos, sendo primeiramente obtido o
voltamograma de pulso diferencial para o eletrélito, seguido do voltamograma para a
guanosina em eletrdlito suporte. A Figura 39 apresenta os resultados, sendo o pico
de oxidacdo da molécula de guanosina foi observado em potencial de + 1,1 V. E
importante enfatizar que este pico foi observado entre dois picos de oxidacado de

ouro no referido eletrdlito (tampéo fosfato pH 7,1).
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Figura 39. Voltametria de pulso diferencial em CDtrodo de ouro. (—) Tampao fosfato pH 7,1
e (—) guanosina 0,01 mol L™ em pH 7,1. v = 5 mV s™'. Amplitude de pulso = 50
mV.

Foi entdo construida uma curva analitica para a guanosina em pH 7,1.
Observou-se uma excelente linearidade (R=0,999) entre o aumento da concentracao
e 0 aumento da corrente de pico anddica (Figura 40B). Um ensaio de repetitividade
foi efetuado, com cinco replicatas, em nivel baixo de concentragéo, descrito na curva
analitica (0,17 x 10 ® mol L™"). A média de sinal de corrente de pico obtida foi de
0,552 pA, com desvio padrao de 0,015 pA. A partir destes dados foram calculados
os limites de detecgdo e de quantificagdo, sendo de 10,0 x 10 ° e 30,4 x 10 ® mol L°
1

, respectivamente, para a seguinte equagdo: I/JuA = - 0,0179 +

4,9317[guanosina/mmol L™].
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Figura 40. A) Curva analitica para a oxidagdo da guanosina sobre eletrodo de ouro. B)
Regido de linearidade.



Como teste para investigar a deteccdo da base guanina em solugcao foi
efetuada a avaliacdo da deteccao desta base contida na molécula de DNA de fita
dupla. Para esta etapa, o DNA Calt Thymus (ct-DNA) foi adquirido, por ser um tipo
de DNA de cadeia muito longa, descrito na literatura e de preco mais acessivel. Para
o preparo do ct-DNA, uma porcao de aproximadamente 0,010 g foi pesada em micro
tubo do tipo eppendorf, sendo entdo diluida com agua deionizada, em overnight. A
concentracao foi reavaliada por espectrofotometria UV-Vis, pelo sinal de absorbancia
a comprimento de onda de 258 nm. O voltamograma de pulso diferencial em tampéao
fosfato foi inicialmente obtido e posteriormente o DNA foi adicionado a célula de
trabalho na concentracdo final de 30 pg mL" e o voltamograma foi novamente
obtido. Na Figura 41 estdo apresentados os dois voltamogramas de pulso

diferencial.
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Figura 41. Voltamograma de pulso diferencial em CDtrodo de ouro. (—) Tampéao fosfato pH
7,1 e (—) DNA de Calf Thymus 30 ugmL™", em pH 7,1. v = 5 mV s". Amplitude
de pulso = 50 mV.

Pode se observar que nenhum sinal de corrente de pico foi observado em
valores de potencial préximos de +1,1 V, porém, um pico de oxidacao foi registrado
em potencial de + 0,680 V. Segundo a literatura, este pico pode ser relacionada a 8
oxo-guanina (7,8-di-hidro-8-oxoguanina ou 8-oxoG), que € um intermediario da
oxidagdo da guanosina (posicdo C 8) em processos de lesdo oxidativa de DNA.
Enfatiza-se que a oxidagdo desta molécula ocorre mais facilmente que a da propria
guanina (OLIVEIRA BRETT; PIEDADE; SERRANO, 2000). Como o estudo foi



efetuado com ensaios repetidos para o0 mesmo eletrodo, acredita-se que esta
superficie tenha sido modificada com a guanina, por adsorcdo, que, pode ter sofrido
processos de oxidacao, porém, somente o produto gerado (8-oxoG) foi detectato. A
partir da Figura 41 pode se evidenciar que este pico, que pode ser referente a
8-0x0G, esta sobrepondo o primeiro pico relativo a formagao de 6xidos de ouro,
indicando que a intensidade de corrente ndao esta unicamente relacionada a

oxidagao do intermediario. A Figura 42 apresenta a estrutura da 8-oxoG

Figura 42. Férmula estrutura da molécula de 8 oxoguanina.

O mesmo estudo foi entdo efetuado para o DNA de Calf Thymus degradado,
ou seja, uma solucao contendo quantidade de bases nitrogenadas livres em solugao.
Inicialmente o DNA de Calf Thymus foi pesado e seguidamente sofreu um ataque
com solugdo 0,5 mol L™ de 4cido perclérico, o que ocasiona a quebra das ligagdes
do esqueleto agucar-fosfato. A solugao assim trabalhada foi neutralizada com NaOH
9 mol L'. Um sobrenadante escuro foi observado, sendo separado por
centrifugacao. Posteriormente o valor de pH foi ajustado. Para esta solugao trabalho
foi possivel observar um pequeno sinal de pico de oxidagdo em potencial proximo de
+ 1,1 V, relativos a oxidacao da molécula de guanina (Figura 43). A metodologia de
degradagcédo do DNA pode ter sido muito agressiva e ter implicado em uma solugéao
muito degradada, entdo, o baixo sinal obtido pode ter sido devido a presenca de
pouco material genético para oxidar, o que pode justificar o baixo sinal. Estudos
posteriores indicaram, porém, que os valores de corrente de pico e de potenciais de

pico ndo foram repetitivos.
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Figura 43. Voltamograma de pulso diferencial em CDtrodo de ouro. Tampao fosfato pH
7,1(—) e DNA de Calf Thymus degradado, em pH 7,1 (—). v=5mV s"'. Amplitude
de pulso = 50 mV.

Devido ao baixo sinal obtido, foi efetuada, entdo, uma investigacdo da
oxidacao da guanosina em potencial fixo, pela técnica de amperometria a potencial
fixo, visando encontrar um sinal distinguivel entre a guanosina e o eletrélito. Aplicou-
se um potencial de + 1,07 V, por 60 s, em célula contendo solugéo trabalho (tampao
fosfato pH 7,1 ou guanosina em tampao fosfato). Os graficos da Figura 44
demonstram que o sinal obtido para a guanosina, em + 1,07 V foi de diferente

intensidade com relacéo ao sinal obtido para o eletrdlito.
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Figura 44. Cronoamperogramas. Sinal de corrente em fungdo do tempo para (—) solucéo
de tampao fosfato pH 7,1 e (—) solu¢éo de guanosina monofosfato 6,67 mmol L.
Potencial aplicado E = + 1,07 V, tempo de aplicagao de potencial, t = 60 s.

A partir destes dados, foi obtida uma curva analitica referente a
concentracdo de guanosina e o sinal de corrente, em potencial fixo. A curva
apresentou linearidade com R=0,997, porém, com um alto sinal de background
(Figura 45).
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Figura 45. Curva analitica para a oxidagao da guanosina sobre eletrodo de ouro, obtida por
amperometria a potencial fixo.



Posteriormente, a técnica foi aplicada para deteccdo de sinal de DNA
degradado (Figura 46). Um sinal distinto para o DNA foi obtido, porém, este mesmo
sinal ndo foi reprodutivo e ndo se obteve linearidade para com o aumento da
concentracdo da solucdo de DNA degradado, comportamento este ja descrito

anteriormente para a técnica de pulso diferencial.
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Figura 46. Cronoamperogramas. Sinal de corrente em funcdo do tempo para (—) solugéao
de tampéo fosfato pH 7,1 e (—) DNA de Calf Thymus degradado, em pH 7,1.
Potencial aplicado E = + 1,07 V, tempo de aplicagéo de potencial, t =60 s.

Os estudos eletroanaliticos empregados nesta referida etapa de analise
evidenciaram que, embora a guanosina apresente comportamento oxi-redutivo
semelhante ao da guanina, a andlise de seus processos oxidativos nado foi suficiente
para delimitar uma metodologia de monitoramento da base guanina contida na
estrutura do DNA. Este fato pode ser explicado por conta da guanina livre em
solucdo nao apresentar os mesmos impedimentos estéricos e cinéticos da mesma
base inserida na estrutura do DNA. Esta suposi¢cdo corrobora com os dados aqui
obtidos, como, 0s baixos sinais relativos as avaliagdes do DNA Calf Thymus, bem
como a falta de repetitividade e linearidade encontrada nos dados analisados pelas
metodologias eletroanaliticas aplicadas a este material genético, sobre superficie

eletrédica de ouro.



13.4.2 Comportamento Eletroquimico dos Compostos Indicadores

Os trabalhos de investigacdo do comportamento eletroquimico das
moléculas passiveis de interagirem com o DNA nativo foram iniciados com os
complexos de cobre. Solugdes aquosas foram preparadas e os compostos foram
avaliados pela técnica de voltametria ciclica, em meio de tampé&o fosfato pH 7,2. A
Figura 47 apresenta os voltamogramas para os dois complexos de cobre em estudo.
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Figura 47. Voltamogramas ciclicos em CDtrodo de ouro: comportamento eletroquimico dos
complexos (A) Cu(NOs),(en), (0,88 mmol L) e (B) Cu(NO;)»(NN), (0,02 mol L™)
em solucao tampéo fosfato pH 7,2.

Pode-se observar para os dois graficos, comportamento voltamétrico
semelhante para os dois compostos, apresentando um pico de oxidagdo definido,
seguido de um possivel "ombro". Para o composto Cu(NOs3)2(en),, denota-se um
pico de oxidagdo em -0,04 V e dois picos de reducédo em + 0,11 e - 0,30 V. Para o
outro complexo de cobre estudado, um pico de oxidacdao em + 0,07 V e dois de
reducdo, em + 0,12 e - 0,32 V. Observa-se para os picos de reducdao, uma menor
intensidade para o primeiro pico de varredura reversa, enquanto o segundo
apresentou-se melhor pronunciado. Este comportamento foi demonstrado para
ambos os complexos. Os dois compostos apresentaram carater adsortivo sobre a
superficie do eletrodo de ouro. Aplicando-se sucessivos ciclos, foi observado o
aumento da intensidade de corrente a cada novo ciclo, porém, somente para o
complexo Cu(NO3)>(NN). é que foi observado deslocamento do potencial de pico. O
aumento de corrente de pico se estabilizou apos varios ciclos subseqlentes, o que
pode ser indicativo de processos de rapida adsorgcdo do complexo na superficie do



eletrodo, fator que pode evidenciar transferéncia de carga lenta. Para avaliacao
inicial deste processo de adsorcao foi efetuado ensaio voltamétrico com K4Fe(CN)e
em meio de tampao fosfato. O sinal foi medido antes e apds os processos oxidativos
do complexo de cobre sobre a superficie de ouro e o procedimento de lavagem foi
efetuado com agua destilada. Para o complexo Cu(NOs)2(en). (Figura 48) pode se
observar que a intensidade de corrente relativa ao ferrocianeto de potassio diminuiu
apos os processos redox sofridos pelo eletrodo, com um novo par redox denotado a
regides de potenciais negativos. Este par redox sugere que o complexo foi adsorvido
sobre a superficie do eletrodo de ouro e mesmo apds processos de lavagem com
agua destilada, ndo pode ser removido.

4,0x10°
2,0x10°

0,0

|/ A

-2,0x10°1

-4,0x10° 1

T T T T T T
-0,25 0,00 0,25 0,50

E/Vvs Ag/AgCI__

Figura 48. Voltametria ciclica para CDtrodo de ouro em meio de tampéo fosfato pH 7,3.
KsFe(CN)s 1 mmol L', (—) antes e (—) apds ciclagem com complexo
Cu(NOs)z(en)2.

Pela Figura 49, percebe-se que o complexo Cu(NO3)2(NN), também
adsorveu sobre a superficie do eletrodo, apresentando par redox pronunciado e
alterando o comportamento dos processos redox do ferrocianeto, que, no caso, nao
apresentou par redox definido. Possivelmente, este complexo interage com a
superficie do eletrodo de maneira mais forte que o complexo anteriormente descrito,
modificando a superficie do eletrodo. YANG et al. (2001) estudando a interacao do
cobre em eletrodos de ouro modificados com monocamadas de L-cisteina, pela
técnica de voltametria adsortiva de redissolucdo, obteve pico anddico relativo a

oxidacao do cobre | a cobre Il em potencial de 280 mV vs. Ag/AgCl. Os autores



evidenciaram também fortes processos de adsor¢cdo do cobre sobre o eletrodo

modificado.
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Figura 49. Voltametria ciclica para CDtrodo de ouro em meio de tampao fosfato pH 7,3.
KsFe(CN)s 1 mmol L', (—) antes e (—) apés ciclagem com complexo
Cu(NO3)2(NN)o.

Seguidamente, foram iniciados o0s estudos dos comportamentos
voltamétricos dos compostos corantes. O azul de meldola € um corante cati6nico
(C1gH15CIN20.xZnCl;) de massa molar 310.78 g/mol. O azul de metileno é um
corante catiénico soluvel em agua ou em alcool, de férmula molecular (C16H1sCIN3S)
e massa molar 319.85 g/mol. A sua forma oxidada, que possui coloragdo azul, é
facilmente reduzida a forma incolor, chamada de azul de leucometileno. As formulas

estruturais estdo apresentadas na Figura 50.

N g N -
v DN N
N NN
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A N B
Figura 50. Formulas estruturais dos cations A) azul de metileno e B) azul de meldola.

A Figura 51 apresenta os voltamogramas ciclicos para os compostos azul de

meldola (A), que apresentou pico anddico em — 0,06 V, com sinal de pico catédico



em - 0,11 V, e para o azul de metileno (B), que apresentou pico anddico e catddico
em — 0,15 e — 0,21 V, respectivamente. O azul de metileno apresentou melhor
carater reverssivo, com diferenca entre os potenciais de pico foi de 61 mV e a razéao

de pico de aproximadamente 1.
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Figura 51. Voltamogramas ciclicos: comportamento dos corantes. A) azul de meldola, 25
mmol L. B) azul de metileno 5 umol L.

A diferenca de comportamento entre os picos do voltamograma do azul de
meldola denota um comportamento adsortivo sobre a superficie do eletrodo, que foi
confirmado pelo estudo de velocidade de varredura, no qual, acima de 80 mV s, o
sinal de corrente de pico obtido foi praticamente o mesmo. Esta adsor¢do parece
envenenar a superficie de ouro, pois quando foram aplicarados ciclos sucessivos, 0
sinal de corrente decaiu com o aumento do nimero de ciclos. O material adsorvido
nao foi totalmente removido por lavagem com agua destilada. Ao serem aplicados
ciclos sucessivos para a molécula de azul de metileno em solucéo trabalho, n&o foi
observada variagao no sinal de corrente para os respectivos voltamogramas.

Para avaliar o grau de interacdo do azul de metileno com o ouro do CD, foi
efetuado estudo com K4Fe(CN)g, como descrito anteriormente para os compostos
estudados, ou seja, antes e apds o estudo com azul de metileno. A Figura 52
apresenta os voltamogramas referidos. Observa-se uma diminuigdo na intensidade
de corrente apds a medida efetuada depois da avaliacdo com o azul de metileno,
com leve deslocamento de potenciais de pico catédico e anddico. Isto implica em
perda de area eletrédica, por suposta adsorcdo do composto. Esta adsorcéao foi

facilmente removida com agua destilada. Ja para o azul de meldola, ndo foi



observado deslocamento de potencial de pico anddico, apenas diminuicdo da
corrente de pico. Enfatizar que o azul de metileno apresentou carater adsortivo muito
baixo quando comparado com o azul de meldola, visto que a adsor¢cao sofrida pelo
eletrodo de ouro em presenca deste somente foi retirada por auxilio de solucéao

alcoolica (20%,).

2,0x10’5~A B

2,0x10°

1,0x10°4
< o0
~~

-1,0x10°4

1,0x10°4

0,0

|/ A

-1,0x10°4
-2,0x10°4

5
-3,0x10° 20410

: : T T T -3,0x10°4
0,2 0,0 0,2 0,4 06 !

T T T

-0,25 0,00 0,25 0,50

E/Vvs Ag/AgCI_, E/Vvs Ag/AgCI_,

Figura 52. Voltamogramas ciclicos em CDtrodo de ouro. K;Fe(CN)s 8 mmol L™, (—) antes e
(—) apos ciclagem com A) azul de metileno e B) azul de meldola. Meio de tampéo
fosfato pH 7,2.

No geral, todos os compostos aqui avaliados apresentaram picos de
oxidagao possiveis de serem monitorados em estudos eletroanaliticos, em baixos
valores de potenciais. Para a constru¢do de genossensores de mono uso, que é o
proposito deste estudo, ndo se faz necessario, em primeira mao, a regeneracao
deste componente, ou seja, que o mesmo apresente carater reversivel. Os
compostos apresentaram adsorgées sobre o ouro, porém, este fator ndo se faz
limitante no presente trabalho, a menos que os processos de adsorcdo se facam
presentes pelos simples contato com a superficie de ouro, visto que, na etapa em
que o sensor se encontra mergulhado em solugdo contendo o composto indicador

de interesse, ndo se efetuam medidas amperométricas.

13.5 Etapa Eletroanalitica de Estudos DNA x Compostos Indicadores
Depois de estabelecidos os comportamentos voltamétricos dos complexos
metalicos e corantes, buscou-se efetuar estudos eletroanaliticos que investigassem

as interagdes entre estes compostos e o DNA. Esta etapa de trabalho foi iniciada



com o estudo dos corantes. Azul de metileno e azul de meldola foram avaliados via
voltametria ciclica, em auséncia e presenca de DNA nativo na solucdo trabalho. De
acordo com o a Figura 53, observou-se que os voltamogramas dos compostos em

estudo foram alterados pela adicdo do material genético no meio.
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Figura 53 . Voltamogramas ciclicos. A) azul de metileno 0,1 mmol L™ e B) azul de meldola
25 mmol L' em (—) auséncia e (—) presenca de DNA Calf Thymus
2,73 ug mL™". Tampao fosfato pH 7,3.

Para o azul de metileno, o comportamento voltamétrico apresentado foi
aproximadamente o mesmo, porém com intensidade de corrente menor que a
intensidade inicial, indicando que menor quantidade do corante esteve disponivel
para processos de oxidagao, ou seja, que o DNA possivelmente interagiu com parte
significativa do azul de metileno em solugdo. Para o azul de meldola, o
voltamograma ciclico apresentou uma pequena alteragdo no comportamento, bem
como decaimento do sinal de corrente. Posteriormente o0 mesmo ensaio foi efetuado
para a adicdo de DNA em solugdo contendo complexos de cobre. De acordo com a
Figura 54, o comportamento foi distinto do apresentado para os corantes. Para o
grafico da Figura 54A, apenas um leve incremento na corrente de pico catddica foi
observado, porém, para a Figura 54B, observa-se um deslocamento de potencial de
pico, tanto anddica quanto catddica, para o composto em estudo quando em
presenca de DNA em solucgéao.

Estes dados enfatizam a idéia da interacdo dos compostos aqui estudados
com o DNA de Calf Thymus, presumindo um possivel comportamento semelhante

para quando se efetuasse a etapa com material genético especifico de hepatite C.
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Figura 54. Voltametria ciclica em meio de tampéao fosfato pH 7,2. Sinal dos complexos A)
Cu(NO3)2(en),, e B) Cu(NO3)>(NN), em (—) auséncia e (—) presenca de Calf
Thymus DNA (2,86 pgmL). v=50mVs™.

13.6 Caracterizacao Espectrofotométrica dos Compostos Indicadores
Eletroanaliticos.

A partir dos dados obtidos inicialmente pelas técnicas voltamétricas de
analise, partiu-se para uma avaliagdo analitica pela técnica de espectrofotometria
UV-Vis, objetivando caracterizar os compostos estudados, bem como suas possiveis
interagdes com o DNA. A Figura 55A apresenta o espectro do DNA nativo (duplo),
em meio de tampao fosfato pH 7,0, na regido de ultravioleta, indicando banda de
absorcdo em 258 nm. Esta banda é relativa as bases nitrogenadas presentes na
estrutura do DNA. O mesmo foi entdo avaliado segundo o grau de pureza, que pode
ser obtido pela razao dos valores de absorbancia nos comprimentos de onda 260 e
280 nm. O valor encontrado para esta razao foi de 1,8 que é considerado um valor
caracteristico para DNA de fita dupla puro, sem contaminagbes por proteinas ou
outros materiais (MANCHESTER, 1996). Em seguida foi tragada uma curva analitica
em meio de tampéao fosfato pH 7,2, a qual apresentou 6tima linearidade de aumento
da absorbéncia para com o aumento da concentragdo do DNA (Figura 55B).
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Figura 55. Espectro de absorcao na regiao de ultravioleta. A) (—) DNA de Calf Thymus (40
ug mL") em (—) tampado fosfato pH 7,3. B) Curva analitica para DNA
em comprimento de onda = 258 nm. Caminho 6ptico = 1 cm.

Em seguida, os complexos metalicos foram solubilizados em agua
deionizada e os espectros de absor¢do foram obtidos. A Figura 56 apresenta os
espectros para os mesmos. Os complexos Cu(NOjs)2(en). e Cu(NO3)2(NN),
apresentaram bandas de absor¢ao na regido do visivel em comprimentos de onda
de 545 e 572 nm, respectivamente. Observou-se que essas bandas se

apresentaram bastante largas, sendo a do complexo Cu(NOg3)2(NN). a mais larga.
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Figura 56. Espectro de absorcdo dos complexos Cu(NOs)z(en), (—) e Cu(NOz)2(NN), (—)
em agua destilada. Caminho 6ptico = 1 cm. Concentragéo = 0,01 mo L™.



Foram entdo obtidas curvas analiticas para os dois compostos, como
descrito na Figura 57. As mesmas variaram linearmente para com o aumento da
concentracdo do complexo em estudo, apresentando excelente linearidade. As
bandas denotadas encontraram-se distante da regido de absor¢cdo do DNA nativo,
avaliado anteriormente, o que indicou a possibilidade do monitoramento

espectrofotométrico de processos de interacdo que possam existir entre 0 DNA e o

composto.
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Figura 57. Curvas analiticas para os complexos: A) Cu(NOz)2(NN). e B) Cu(NOs),(en)s..

Seguindo de acordo com as etapas anteriores, os corantes azul de metileno
e azul de meldola foram avaliados pela técnica de espectrofotometria. A Figura 58A
apresenta o espectro de absorcao do azul de metileno na regido de comprimento de
onda de 200 a 800 nm. E possivel destacar trés bandas, sendo: em 246 e 292 nm,
relativas aos anéis aromaticos contidos na molécula e 665 nm, relativa ao cromoforo.
Todas as trés bandas foram monitoradas, para as quais obtidas curvas analiticas
especificas, as quais apresentaram-se com étima linearidade para com o aumento
da concentracdo do composto corante (Figura 58B). Uma pequena banda foi
observada em comprimento de onda préximo de 610 nm que tem sido atribuida a

uma transig¢éo vibrdnica caracteristica do composto.
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Figura 58. A) Espectro de absorbancia do azul de metileno (8 umol L™). B) Curvas analiticas
para os picos de absorcao do azul de metileno em crescentes concentragdes.
(—) 665, (—) 292 e (—) 246 nm R = 999. Caminho éptico = 1 cm.

A Figura 59A é relativa ao espectro de absor¢cdo do composto azul de
meldola. Observa-se uma banda larga com méaximo de absor¢do em 570, um
“‘ombro” em 430, bem como dois picos muito sobrepostos nas regides de 320 e 267
nm. As curvas analiticas para os comprimentos de onda 267, 322 e 572 nm
demonstraram excelente linearidade. (Figura 59B).
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Figura 59. A) Espectro de absorbancia do azul de meldola (0,1 mmol L"). B) Curvas
analiticas para as bandas de absor¢éo do azul de meldola. (—) 572, (—) 322 e
(—) 267 nm. R = 999. Caminho éptico = 1 cm.

O azul de meldola e o complexo Cu(NO3)2(NN). apresentaram bandas de
absorcdo na regido de absorcado caracteristica do DNA nativo. Os outros dois

compostos (azul de metileno e Cu(NOs)z(en)2), em concentragdes baixas (umol L),



nao apresentaram sinais de absorbancia que interferissem no sinal do DNA, bem
como suas bandas de absorcdo apresentaram-se mais bem definidas, sendo mais
propicias, de acordo com essa primeira etapa de investigacao, para avaliacdo das

interac6es com o DNA.

13.7 Interacao Composto x DNA

Uma vez obtidos e selecionados os perfis espectrofotométricos dos
compostos em estudo, partiu-se para a etapa relativa aos possiveis processos de
interagdo entre estes compostos e o DNA. A literatura relata que esta interacao,
quando acontece, pode afetar o comportamento dos sinais espectrofotométricos
relativos aos compostos. Desta forma, os estudos de interagdo podem ser efetuados
a partir do monitoramento destes compostos, juntos em solu¢cdo, observando as
variagdes de comportamento espectrofotométrico dos mesmos (LONG; BARTON,
1990).

13.7.1 Estudo de Interacdo com DNA Degradado.

O primeiro estudo foi efetivado avaliando-se o grau de interacao entre as
moléculas de interesse e o DNA degradado. O sinal analitico de absorgdo do DNA
degradado foi avaliado em auséncia e presenca do composto de interesse. De
acordo com a Figura 60A, ndo foi evidenciada interagdo significativa entre o DNA
degradado e o complexo Cu(NOs3)2(en),, pois o sinal de absorbancia ndao variou com

0 aumento da concentragdo do complexo no meio.
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Figura 60. DNA degradado 40 pg mL' + A) complexo de cobre Cu(NOs)s(en),
(8-39 umol L") e B) azul de metileno (0,6-4,5 pmol L™).



A Figura 60B apresenta o comportamento das bandas de absor¢cao do DNA
degradado em relacdo ao aumento da concentracao do composto azul de metileno
no meio. Uma afinidade pelo DNA degradado foi observada, indicada pelo aumento
do sinal analitico em funcdo do aumento da quantidade do composto de cobre no
meio. Possivelmente por ligagdo do composto com a base guanina ou monémeros

de DNA presentes em solugao.

13.7.2 Estudo Espectrofotométrico com Guanosina.

O DNA, ao ser degradado, apresenta-se bastante fragmentado, porém,
alguns pequenos pedacgos de oligonucleotideos ainda podem se associar e desta
maneira, colaborar com o aumento de sinal analitico (JELEN; FOJTA; PALECEK,
1997). A guanina é a base nitrogenada dita como preferencial quando se trata de
estabelecer um ponto de ligacao na estrutura do DNA e algum composto (LI et al.,
2006). Caso o azul de metileno ou o composto de cobre apresente afinidade por
uma fita simples de DNA, pode ser que esta ligacdo esteja associada a base
guanina, especificamente ao nitrogénio N7. Analisando a variacdo do sinal da
guanina, pode-se inferir a respeito do ponto de ligagdo destes compostos na
estrutura do DNA. Neste sentido, efetuou-se um estudo espectrofotométrico com
auxilio da molécula de guanosina, que constitui um monémero da guanina no DNA.
Inicialmente a guanosina foi estudada em tampao fosfato pH 7,2, como apresentado
na Figura 61A. Observam-se duas bandas de absorgao caracteristicas, sendo uma
em 252, que tem sido atribuida ao tautomero keto-N9H e outra em 275 nm, atribuida
a contribuicdo tanto do keto-N9H quanto do keto-N7H (KUSHWAHA; KUMAR;
MISHRA, 2004). Uma curva de analitica foi entao tracada, demonstrando linearidade
entre a absorbancia e o aumento da concentragdo de guanosina (Figura 61B).
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Figura 61. A) Espectro de absorcdo da guanosina (100 umol L") em tampao fosfato pH 7,2.
B) Curva analitica para a guanosina.

Posteriormente, a guanosina foi mantida em concentragéo fixa e 0 composto
de interesse foi adicionado ao meio, em concentracdes distintas e o pico da
guanosina foi entdo monitorado. A Figura 62 apresenta a variacao de absorbancia
referente a molécula da guanosina, em presenca do complexo Cu(NOs)2(en). € do

azul de metileno, em concentracdes variadas.
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Figura 62. Monitoramento da absorbancia da guanosina em fungdo do aumento da
concentracdo de (—) azul de metileno e de (—) Cu(NOs)z(en)s.

Para os dois compostos, foram evidenciados discreto aumento no sinal de
absorbancia da guanosina com relacao ao sinal de base, porém este sinal manteve
um comportamento crescente, com valores de absorbancia ndo muito distantes entre
si. Em seguida efetuou-se um ensaio de monitoramento do sinal de absor¢do do

azul de metileno fixo, em presenca do aumento da concentragdo da guanosina. Na



Figura 63A esta apresentado o espectro em estudo e a 63B o monitoramento das

bandas de absorgéo.
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Figura 63. Espectro do azul de metileno (6 umol L") em funcdo da adicdo de guanosina
(1,2,3,4,5,6,7,8,9,10,20,30 e 60 umol L' ). B) Monitoramento das bandas de
absorbancia do azul de metileno em (—) 665, (—) 292 e (—) 246 nm.

O sinal de absorbancia praticamente nao se alterou, para os comprimentos
de onda 665 e 292 nm e para 0 246 nm o sinal demostrou aumento linear com a
adicdo da concentracdo da guanosina no meio, porém, como as bandas de
absor¢céo s&o muito proximas, este ganho de sinal foi considerado um somatério dos
dois sinais, ou seja, do azul de metileno e da guanosina, ndo constando como
indicio de interacdo entre os compostos. O estudo foi também efetuado para o
complexo de cobre em concentracdo fixa e o sinal de absorbéancia também nao
sofreu grandes variacoes. No geral este estudo fortaleceu a idéia de que os
compostos aqui avaliados ndo apresentaram afinidades tao significativas para com a

molécula de guanosina livre em solugao.

13.7.3 Estudo do DNA Nativo.

Efetuados os estudos para o material genético degradado e para o
mondémero de guanosina, partiu-se para avaliar o comportamento dos compostos
frente ao DNA nativo (duplo). A uma solugcdo contendo DNA foi adicionada uma
quantidade especifica do composto em estudo (azul de metileno ou Cu(NO3)2(en),).
A Figura 64 apresenta um grafico em que se pode observar a variagao de sinal de
absorcdo do DNA nativo em presenca destes compostos. Observa-se um



comportamento hipercrdmico da banda de absorcdo do DNA, para os dois
compostos em estudo, ou seja, um aumento de absorbancia com a adicdo dos

compostos no meio de interesse.
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Figura 64. Bandas de absorcdo do DNA Calf Thymus nativo (50 pg mL™") em (—) auséncia e
presenca dos compostos: (—) Cu(NOs)a(en), (32 umol L") e (—) azul de metileno
(7,1 umol L™).

Observou-se também um leve deslocamento da banda do DNA para maiores
valores de comprimento de onda. Estes comportamentos obtidos podem evidenciar
uma possivel interacdo entre as moléculas, visto que este hipercromismo pode ser
relativo a uma maior disponibilidade de bases, fato este que pode ser sugerido
quando uma molécula interage com a fita dupla de DNA, causando torcées na sua
estrutura, o que acarreta em aumento da absorcao de luz.

Os estudo espectrofotométricos especificos de interacdo com DNA foram
entdo iniciados com o composto azul de metileno. Para esta etapa, trabalhou-se com
a concentragdo de DNA no meio, em termos de mol L' de monémeros, também
conhecida como concentracdo de DNAfosfato. Este tipo de medida auxilia no
entendimento de associagao, visto que, pequenas moléculas que intercalam com
DNA, possivelmente o fazem em proporcdes definidas, relacionadas com a
quantidade de monbémeros. Para conversdo desta unidade de concentragéo, foi
medida a absorbancia da solucdo de DNA em 258 nm e este valor foi corrigido pelo
coeficiente de extingdo 6600 L mol ' cm ' (ZHAO; ZHU; CHEN, 1999).
Primeiramente, adicionou-se DNA (2,4 nmol L") a uma solugdo contendo azul de



metileno (10 pumol L™). Nesta segunda etapa de investigagdo, monitoraram-se as
bandas do azul de metileno. E possivel observar que ocorreu um deslocamento da
banda de absorcao na regiao do visivel, de 665 para 675 nm, bem como diminuicao
da intensidade de absorcédo (hipocromismo) (Figura 65A). A presenca de DNA no
meio afetou a inclinagdo da curva analitica, ou seja, modificou o valor de coeficiente

de absorgao, para o comprimento de onda 665 nm (Figura 65B).
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Figura 65. A) Espectro de absorbancia do (—) azul de metileno (10 pmol L") e do (—) azul
de metileno (10 umol L") + DNA (2,4 nmol L™). B) Curvas analiticas para os picos
de absorcao do (—) azul de metileno em crescentes concentra¢des e para o (—)
azul de metileno em crescentes concentragées + DNA (2,4 nmol L™).

Uma nova curva de analitica foi obtida para o azul de metileno em presenca
de DNA, agora em comprimento de onda de 675 nm, apresentando 6étima
linearidade (Figura 66). Este fato pode ser indicativo de que a interacao entre os dois

compostos seja efetuada de forma orientada, seguindo estequiometria definida.
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Figura 66. Curva analitica para azul de metileno em presenca de DNA.

Partindo da evidencia de interagao entre o DNA e o azul de metileno e que
esta relacdo poderia obedecer a uma estequiometria especifica, buscou-se
investigar esta proposta com relacéo ao sinal de absor¢cao do DNA em presenca de
azul de metileno, o que possibilitaria uma investigacdo em concentragdes baixas do
dois reagentes. A Figura 67A mostra o estudo de monitoramento do sinal de
absorbancia do DNA (A = 258 nm) em presenca do corante, em uma faixa de
concentracao em que o azul de metileno ndo apresentou absorbancia significativa.
Observou-se um comportamento hipercrdmico quando se adicionou o corante, na
concentracdo de 5,5 pmol L, comportamento este seguido até a concentragéo de
0,24 nmol L', quando o sinal de absorbancia decaiu levemente, seguido de aumento
de sinal quando a relagdo molar foi de 1:1. Este sinal foi estavel até concentragdo de
10 nmol L™,
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Figura 67. Relacdo entre o aumento da concentragdo de azul de metileno e a absorbancia
do DNA em 258 nm. A) Faixa de concentracdo sem sinal de absorgéo para o azul
de metileno. B) Faixa de concentragdo com sinal de absor¢do para o azul de
metileno.

A Figura 67B apresenta os dados da interagdo, na faixa de concentracao em
que o corante possui absorcao significativa. A absorbancia cresceu entre as
concentracdes de 50 nmol L™ e 0,3 pumol L' adicionadas, decaindo até 0,6 umol L™
e crescendo linearmente até 5,0 umol L. O monitoramento do sinal de absorbancia
em 675 nm foi efetuado paralelamente, apresentando étima linearidade frente a
concentracdo, garantindo que as oscilagdes nos sinais de absorbancia ndao foram
relativas a erros efetuados nas leituras. Essas variagdes e oscilacbes podem indicar
diferentes formas de interacdo entre os compostos. Possivelmente, quando a
concentracao molar do corante € menor que a do DNA, o hipercromismo observado
reflete um processo de interagdo por intercalacdo das moléculas com o DNA. Este
processo de interagdo causa tor¢gées na estrutura do DNA, levando a uma maior
exposi¢ao das bases e conseqiientemente a um aumento de absorbancia. Quando a
relacdo estequiomeétrica se aproxima de 1:1 este processo € saturado e acima desta
concentracao o corante interage com o DNA por adsorgéo, visto que os sitios de
intercalagédo ndo estdo mais disponiveis.

Para melhor entendimento desta proposta, aplicou-se o método
espectrofotométrico da razao molar, como veiculo de investigacao da estequiometria
do processo de interacdo (ZHAO; ZHU; CHEN, 1999). O método é baseado na
fixacdo da concentracdo de um dos reagentes, enquanto varia-se a concentracao do
outro. Obtém-se entdo, um grafico de absorbancia pela razdo molar entre os

compostos e este grafico fornece duas regides distintas que se cruzam sob o ponto



que define a estequiometria da reacdo. Foram efetuados, tanto os estudos com o
DNA fixo e a concentracdo do corante variando, quanto com o corante fixo e a
concentracao do DNA variando, avaliando-se os sinais analiticos para os respectivos
picos de absorcdo. O monitoramento das bandas de absorcdao do azul de metileno

fixo com concentragcdo de DNA variando é apresentado na Figura 68.
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Figura 68. Monitoramento da absorbancia das bandas do azul de metileno em funcdo do
aumento da concentragdo do DNA no meio. (—) 665, (—) 292 e (—) 246 nm.

Nota-se, para o comprimento de onda 665 nm uma queda significativa na
absorcao, até o ponto préximo da estequiometria 1:1, seguido de um comportamento
com tendéncia estacionaria. J4 para a banda em 292 nm o sinal de absorbancia
praticamente ndo mudou com o aumento da concentragdo de DNAfosfato. Esta
informacdao pode ser importante quando se propdem efetuar um estudo dos
possiveis pontos de interacdo entre o azul de metileno e a molécula de DNA dupla.
Possivelmente este ponto da molécula que ndo variou o sinal analitico, ndo
contribua com a ligagdo com o DNA. A absorbancia em 246 nm aumentou
linearmente com o0 aumento da concentracdo de DNA, provavelmente pela influéncia
do sinal de absorbancia do DNA, que pode ter se somado com o sinal do azul de
metileno, neste comprimento de onda. A Figura 69 apresenta os gréaficos das razdes
molares para o0s ensaios, tanto do corante, quanto do DNA, em concentragdes fixas.
O método evidenciou a formacao de complexos com estequiometrias muito préximas
de 1:1.
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Figura 69. Grafico do método da razdo molar. Formacao de complexo 1:1 entre o DNA e o
azul de metileno. A) Monitoramento da absorcdo do DNA. B) Monitoramento da
absorcao do azul de metileno.

De posse destes dados foi efetuada a avaliagdo do grau de interagéo entre o
DNA e o composto corante. Esta interacdo pode ser efetuada avaliando-se a
constante de formacao do composto. Este estudo foi efetuado de acordo com Zhao
et al. (1999) A seguir, a Figura 70 apresenta o grafico relativo ao calculo desta
constante. O valor obtido K = 14,932 x 10 °) evidencia uma forte interacdo entre o
azul de metileno e 0 DNA de Calf Thymus, valor este compativel com dados
apresentados por Wang e Zhou (2007). Muitos estudos indicam que o azul de
metileno pode se ligar ao DNA por intercalagcao, porém, parametros como a forca
ibnica e a relagdo de concentragdo entre o composto e o material genético podem

levar a um processo de interacao nao intercalativa (ZHAO; ZHU; CHEN, 1999).
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Figura 70. Grafico para calculo da constante de interagdo entre o azul de metileno e o DNA.



Posteriormente, foi efetuada a avaliacao especifica para a interagcdo com o
complexo Cu(NOgs)2(en).. Manteve-se a concentragdo de DNA fixa, aumentando-se a
concentracdo do complexo de cobre, obtendo-se assim, uma relacdo de alta
linearidade para com o aumento da absorbancia do DNA nativo, de acordo com a

Figura 71.
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Figura 71. A) Variagdo da absor¢do do DNA nativo com relagdo ao aumento da
concentracdo de complexo de cobre Cu(NOs),(en).. B) Regido de linearidade.
Caminho 6ptico = 1 cm.

Foi observado um pequeno deslocamento nas bandas de absorcao, para
valores menores que 258 nm. Este desvio pode ser indicativo de que a interagao
entre o complexo esta expondo as bases purinicas, como a guanina, visto que estas
bases nitrogenadas absorvem em comprimentos de onda um pouco abaixo de 260
nm, diferentemente das pirimidinas, que absorvem em valores ligeiramente acima
deste. Esta informacéo é de extrema importancia em estudos de lesdes e danos de
material genético.

As bases purinicas tém absortividade molar maior que as pirimidinicas. Ou
seja, a absorbancia do DNA depende das suas subunidades, das bases que a
compéem (MANDEL; MARMUR, 1968). LIU et al. (1999) evidenciaram uma
interac@o entre complexos peptidicos de ions de cobre (Il) e DNA observada a partir
de dados espectrofotométricos. Foram observados hipercromismo, hipocromismo e
batocromismo (deslocamento para a regiao do vermelho do comprimento de onda de
absorcao maxima) no sinal do DNA. Esses efeitos foram atribuidos ao fato de que
complexos de cobre (Il) podem se ligar ao DNA dupla fita de diferentes modos,
através de ligacao de hidrogénio, por forcas de van der Waals ou coordenacao entre
os ions de cobre (Il) dos complexos com as bases nitrogenadas do DNA. Sendo



assim, o composto de cobre Cu(NOs)2(en), também foi avaliado pelo método da
razao molar, indicando uma estequiometria proxima de 1:1. A Figura 72 apresenta o
grafico da constante de interacdo. A constante do complexo de cobre indicou uma
forte interagdo com DNA duplo (K = 10,1153 x 10 ® mol L™).
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Figura 72. Grafico da constante de formacdo do complexo formado entre o DNA e o
Cu(NQOg)2(en)e.

14 CONSTRUCAO DO GENOSSENSOR BASEADO EM INDICADORES
ELETROATIVOS

14.1 Compostos Corantes

De acordo com os dados apresentados nas etapas anteriores de
caracterizacdo e interacdo eletroanalitica e espectrofotométrica dos compostos
corantes em estudo, o azul de metileno se apresentou como o que melhor se
adequava para iniciar a investigacdo eletroanalitica da interacdo com DNA,
objetivando o seu uso na construgcdo do genossensor. Para esta etapa inicial, a
técnica de voltametria de pulso diferencial foi escolhida. Inicialmente, uma curva
analitica foi construida para o azul de metileno em CDtrodo de ouro, em meio de
tampao fosfato pH 7,2. Observa-se boa linearidade, como apresentado na Figura 73.
O eletrodo de trabalho foi lavado entre cada medida para evitar a adsor¢gédo do azul

de metileno sobre a superficie.
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Figura 73. Curva analitica para o azul de metileno em tampao fosfato pH 7,2, obtida por
voltametria de pulso diferencial. v = 10 mV s™, amplitude de pulso = 50 mV.

Quando se trabalha com eletrodo modificado com oligonucletideos, em
geral, este é colocado em solugdo contendo a sequiéncia genética a qual deve se
ligar. Este contato deve ser efetuado por um tempo determinado, em que o material
eletroativo indicador pode estar presente em solucao, para efetuar interacdo com a
fita dupla de DNA e assim sofrer processos oxi-redutivos que fornecam o sinal
analitico desejado (CARPINI et al., 2004). Como o intuito desta etapa de trabalho foi
estudar o azul de metileno como indicador eletroativo, foi efetuado um estudo de
tempo para avaliagdo da adsor¢céo do corante sobre a superficie de ouro, buscando
determinar um tempo maximo em que este poderia ficar em contato com a
superficie, sem adsorver sobre a mesma.

Foi inicialmente medido um voltamograma de pulso diferencial em solugao
tampao fosfato pH 7,2 (solugédo trabalho). Posteriormente o eletrodo foi lavado,
sendo seguidamente mergulhado em solugédo contendo azul de metileno (solugéo de
incubacdo) em concentragdo definida (7 umol L), por tempo determinado, sendo
entdo lavado com 4gua destilada e um novo voltamograma foi tragcado no mesmo
eletrélito. Em uma segunda etapa, foi adicionado DNA Calf Thymus (6,4 ug mL™") &
solucdo de incubagdo e o ensaio seguiu como descrito anteriormente. Foram
estudados os tempos de 30, 60, 120, 180, 240, 300 e 600 s de incubagéo,
renovando-se as solugdes de estudo a cada nova medida. A Figura 74 apresenta o
grafico de monitoramento do sinal de corrente de pico de oxidagdo do azul de



metileno em funcao do tempo de incubacao do eletrodo. Observa-se que, ha tempos
de incubacao superiores a 200 s, o azul de metileno adsorveu sobre a superficie
eletrddica de ouro e foi detectado durante a medida em solugao trabalho. Para a
segunda etapa de investigacdo, ou seja, o estudo efetuado com DNA nativo
presente nas solu¢des de incubacao, o sinal do azul de metileno foi detectado ja em

tempos superiores a 30 s.
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Figura 74. Sinal de corrente de pico de oxidagdo do azul de metileno em funcédo do tempo
de incubagdo.(—) Solucéo contendo azul de metileno (7 umol L), (—) solucéo
contendo azul de metileno e DNA (6,4 ng mL™), com voltamogramas medidos
apoés incubacdo em mesma solugédo e (—) solugao contendo azul de metileno e
DNA, com voltamogramas medidos ap6s incubagdes em diferentes solucoes.

Este fato possivelmente pode ter ocorrido pela alta capacidade que o corante
possui de interagir com o DNA nativo, como demonstrado em etapas anteriores de
investigacao. Desta forma, o azul de metileno acumulou na estrutura do DNA, que
por sua vez, sendo um polianion, se adsorveu facilmente na superficie do eletrodo
de ouro, levando consigo o corante, que entdo, sofreu os processos de oxidacéo,
sendo detectado. Para tentar justificar esta proposta, foram efetuados varios ensaios
de deteccao do azul de metileno, apds processos de incubacdo uma unica solugao
de incubacao. De acordo com a Figura 74, pode-se notar que a partir do tempo de
100 s, o sinal de oxidagao do azul de metileno decaiu com o tempo, indicando que o
material genético na solucao estava sendo consumido e que o DNA nativo realmente
foi o responsavel pelo sinal do corante. Apds estes estudos o tempo de 180 s foi
selecionado como tempo de ensaio de incubagdo em que a molécula de azul de

metileno poderia estar presente no meio de incubagdo, sem adsorver na superficie



do eletrodo e assim, sem apresentar sinais que poderiam interferir no sinal analitico
pretendido, levando a falsos positivos.

O proximo passo foi selecionar uma metodologia de imobilizacdo para o
DNA de Calf Thymus sobre o eletrodo de ouro. Esta deveria ser facil e rapida, visto
que o objetivo era avaliar o azul de metileno como indicador de DNA de fita dupla
sobre o eletrodo. Escolheu-se a imobilizagdo por adsor¢cédo a potencial controlado,
que se baseia na aplicagdo de um potencial de + 0,5 V ao eletrodo de trabalho em
solucao contendo DNA, por um tempo determinado. Com este potencial aplicado, o
esqueleto agucar-fosfato, negativamente carregado é facilmente adsorvido sobre o
ouro.

Os tempos de 5 e 15 minutos foram investigados para aplicagcdo do
potencial. O eletrodo foi modificado com solugdo 18 ug mL"' de DNA nativo. O
ensaio foi avaliado frente aos processos oxidativos de solucao contendo K4Fe(CN)g
1,0 mmol L7, antes e ap6és a modificacdo do eletrodo. O grafico da Figura 75
apresenta os voltamogramas relativos ao tempo de 15 min, no qual observa-se que
o eletrodo foi modificado, tendo os valores de corrente diminuidos, bem como
aumento da diferenca de potencial de pico com o tempo de aplicagdo do potencial.
O tempo de 15 min foi selecionado para a imobilizacdo do DNA de Calf Thymus.
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Figura 75. Voltamogramas ciclicos de K;Fe(CN)s 1,0 mmol L' em tampao fosfato. (—)
CDtrodo, (—) CDtrodo/DNA 15 min de aplicagdo de potencial + 0,5 V em solugéo
de Calf Thymus DNA 18 ug mL™".



ApGs os processos de imobilizacao efetuados, partiu-se para avaliar o azul
de metileno como indicador eletroquimico. Um sinal inicial em solugdao tampao foi
medido para o biossensor, por meio da técnica de voltametria de pulso diferencial.
Em seguida, este foi colocado em solugédo de incubacao contendo azul de metileno
(7 umol L") pelo tempo de 180 s. Posteriormente, o eletrodo modificado foi lavado
com agua destilada e um segundo sinal foi tomado na solug&o trabalho (eletrdlito).
De acordo com o voltamograma ciclico apresentado na Figura 76, o sinal de corrente
de pico relativo a oxidagdo do azul de metileno foi obtido em potencial de — 0,241 V,
indicando que o corante foi detectado sobre o eletrodo modificado com DNA, por
possivel interagcdo com o mesmo, visto que, no tempo pré-estabelecido, o azul de
metileno ndo interage de forma significativa com a superficie de ouro. Este auséncia
de interacéo enfatiza a vantagem de ndo ser necessario o bloqueio da superficie do

eletrodo com relagao ao indicador eletroanalitico.
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Figura 76. Voltamogramas de pulso diferencial em (—) tampao fosfato. (—) Oxidacao do
azul de metileno em sensor modificado com DNA, ap6s 180 s, em solugcédo de
incubacéo.

De acordo com os dados da Figura 33, pagina 89, a modificacdo com
monocamada de oligotiolado forneceu duas condi¢des especificas de cobertura do
CDtrodo, entéo, eletrodos foram modificados com as duas condi¢des apresentadas
anteriormente, sendo CD1, modificado com 0,5 pmol L' de HS-DNA HCV 1 em
tempo de 30 min e CD2, 1,0 umol L' de HS-DNA HCV 1 em tempo de 90 min.



Estes eletrodos foram entao utilizados para efetuar os estudos em amostras
de soro sanguineo de virus da hepatite C, obtidas a partir de rotina laboratorial do
nucleo de atendimento a comunidade da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da
UNESP de Araraquara. As amostras foram amplificadas pela técnica de reacao de
polimerase em cadeia (PCR). Inicialmente o genossensor foi avaliado em solu¢ao
tampao fosfato pH 7,2, via voltametria de pulso diferencial. Em seguida foi colocado
em solucéo de hibridizagao, por 30 min. Esta solugdo continha amostra soropositiva
de um gendtipo especifico, diluida 1:4 em tampéao de hibridizacdo apropriado (kit
comercial para deteccao de hepatite C, AMPLICOR ®, versdo 2.0, Roche). Os
parametros de tempo e diluicAo para o procedimento de hibridizacdo foram
estabelecidos em estudos anteriores, pelo referido grupo de pesquisa em
eletroanalitica do IQ-UNESP, no qual foi desenvolvida esta tese de doutorado.

Apbs o processo de hibridizagao, o eletrodo foi lavado (agitagdo em tampéao,
3 min) e posteriormente colocado em solugao de incubagéo por 3 min, contendo azul
de metileno (7 umol L"). Outra etapa de lavagem foi efetuada e o sensor foi entdo
novamente avaliado, por pulso diferencial, em solugdo trabalho. A Figura 77A
apresenta o sinal de corrente de pico ajustado em funcao do tipo de ensaio efetuado
e a Figura 77B, o grafico de voltametria de pulso diferencial relativos aos sinais

analiticos para os ensaios C e F discutidos na Figura 77A.
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Figura 77. A) Sinal de corrente de oxida¢do do azul de metileno sobre eletrodo de ouro. (A)-
CD sem modificagdo. (B)- CD1/HS-DNA HCV 1. (C)- CD1/HS-DNA HCV 1 +
amostra positiva HCV 1. (D)- CD2/HS-DNA HCV 1. (E)- CD2/HS-DNA HCV 1 +
amostra positiva HCV 1. (F)- D1/HS-DNA HCV 1 + amostra positiva HCV 2b. B)
Voltametria de pulso diferencial. Genossensor + (—) amostras soropositiva e (—)
negativa de HCV.



O ensaio com CD limpo, sem modificacdo (A) ndo apresentou corrente de
pico pronunciada, ratificando o fato de que o azul de metileno ndo adsorve sobre o
ouro, no tempo de 3 min de incubagao. O ensaio (B) mostrou que o corante também
nao apresentou afinidade significativa para com a fita simples de DNA, que também
nao apresentou sinal analitico positivo. O sinal de oxidagdo do azul de metileno foi
detectado no eletrodo do ensaio (C), ou seja, aquele em que o0 processo de
hibridizagao foi efetuado em presenga de amostra soropositiva de HCV 1. O sinal de
corrente de pico foi bem diferenciado dos demais, indicando que as condi¢cdes do
CD1 (0,5 umol L', 30 min) sdo bastante propicias para a construcdo do
genossensor. No ensaio (D), um baixo sinal analitico foi observado para o eletrodo
modificado com 1,0 pmol L™, 90 min, antes mesmo do processo de hibridizacéo, o
que evidencia que o azul de metileno interagiu com o material genético,
possivelmente por conta de uma grande quantidade de oligonucleotideo sobre a
superficie de ouro.

Quando se efetuou o processo de hibridizacdo para este eletrodo (E), um
sinal analitico de corrente de pico foi observado, em intensidade maior que o
encontrado no ensaio (D). Isto significa que a diferenca entre estes valores mostra
que a deteccdo de amostras soropositivas, nas condicées do CD2 (1,0 umol L™, 90
min) pode ser efetuada. Porém, o sinal foi de menor intensidade quando comparado
com as condi¢cdes apresentadas para o CD1, possivelmente pelo fato ja citado do
excesso de material genético, que pode ter dificultado os processo de hibridizagao,
visto que a fita complementar de DNA necessita de espaco suficiente para interagir
com a fita imobilizada. Uma vez que a superficie do eletrodo continha “excesso” de
material, uma baixa quantidade de fita complementar hibridizou, o que foi indicado
pelo menor sinal de oxidacao relativo ao azul de metileno sobre ouro. Neste aspecto,
as condigdes apresentadas no CD1 foram definidas como apropriadas para a
construcao do genossensor. Como ensaio final desta etapa de trabalho (F), este
genossensor assim definido foi avaliado frente a uma amostra soropositiva referente
a outro gendtipo da hepatite C, no caso, uma amostra do gendétipo 2b. Como
apresentado na Figura 77, ndo foi evidenciado sinal analitico positivo para o ensaio
(F), ou seja, o genossensor assim construido foi capaz de diferenciar entre duas

amostras soropositivas de virus da hepatite C de diferentes gendtipos.



E interessante ressaltar que o corante azul de metileno tem sido associado a
deteccao de processos de hibridizacdo pela diminuicdo do sinal eletroanalitico do
mesmo, porém estudos em que o0 aumento de sinal do composto ocorre também tem
sido reportados. Esta diferenca de comportamento esta associada as condigdes de
trabalho, como forga ibnica e razdo molar entre o corante e o DNA trabalhado
(ERDEM et al., 2002; GU et al., 2002; ZHU et al., 2008).

14.2 Complexos de Cobre.

De acordo com os dados obtidos para o genossensor que fez uso de azul de
metileno como composto indicador do processo de hibridizagcdo, objetivou-se
também, fazer uso da técnica de voltametria de pulso diferencial para o
monitoramento de corrente de pico do complexo Cu(NOz3)2(en).. O composto foi
primeiramente estudado em tampao fosfato, em varredura anddica. Em uma primeira
avaliacao, observou-se que, quando se trabalhou com baixas concentragdes do
complexo, apenas um pico de oxidagédo foi detectado em potencial de + 0,145 V,
sendo que, com o0 aumento da concentracdao deste composto em solugdo, um pico
de oxidacao em - 0,105 V também foi detectado, chegando a valores de corrente
mais elevados, até mesmo que o pico positivo, quando concentracbes dez vezes
maiores que as iniciais foram analisadas (Figura 78). Possivelmente, estes dois
picos possuem uma dependéncia mutua, o que interfere na corrente de picos dos

mesmos quando se trabalha com variacao de concentracdo no meio eletrédico.
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Figura 78. Voltametria de pulso diferencial em eletrodo de ouro, composto Cu(NOs)»(en),
(—) 0,4; (—) 0,8 e (—) 4,5 umol L™, em meio de tampao fosfato pH7,2.



De acordo com os dados anteriores, o composto de cobre apresentou
carater adsortivo sobre o eletrodo de ouro. Para melhor entendimento destes
processos, um novo voltamograma foi obtido, porém, com solucdo contendo
somente o eletrdlito. De acordo com a Figura 79, observa-se claramente um pico de
oxidagcdo em potencial de + 0,14 e outro de pequena intensidade em + 0,34 V,
relativos ao complexo de cobre, que se adsorveu sobre a superficie do ouro, sendo
detectado no meio de trabalho que ndo continha o complexo em solu¢cao. Nao foi
observado nenhum pico de oxidagao na regiao de potencial em torno de - 0,100 V.
Estes dados indicam que a aplicagdo da varredura de potencial favoreceu a
adsorcao do complexo sobre a superficie do eletrodo de ouro.

5,0x10°

4,0x10°

3,0x10° 1

|/ A

2,0x10° 1

0.0 0.1 0.2 0.3 0.4

E/Vvs Ag/AgCI__

Figura 79. Voltamograma de pulso diferencial obtido em eletrodo de ouro em meio de
tampéo fosfato pH 7,2, apds estudo com composto Cu(NOgz).(en)..

Foram entao efetuados ensaios de lavagem da superficie, buscando retirar o
material adsorvido. Foram propostos 0s ensaios seguintes: lavagem com &gua
destilada e lavagem com solucao alcodlica (1:1). A lavagem com agua destilada nao
foi eficiente, eliminando em torno de 25% do material adsorvido. Para a lavagem
com solugéo alcodlica, observou-se que a simples rinsagem sobre a superficie do
eletrodo foi mais eficiente que a lavagem com agua, retirando em torno de 60% de
material adsorvido. Partindo destes dados, avaliou-se a lavagem com solugao
alcodlica por meio de agitagdo, em tempo pré-estabelecido. Os tempos de 5, 10 e 20
min de agitacdo foram avaliados, sendo o tempo de 10 min o mais eficiente,
retirando em torno de 98% do material adsorvido sobre o ouro, visto que o tempo de



5 min retirou em torno de 83% deste material e no tempo de 20 min ndo se obteve
resultado distinto do tempo de 10 min (Figura 80). A metodologia efetuada retirou o
excesso de material adsorvido sobre a superficie do eletrodo de ouro,

disponibilizando o eletrodo para reutilizacdo em outras etapas de trabalho.
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Figura 80. Valores de corrente de pico em fungcéo dos ensaios de lavagem da superficie de
ouro adsorvida com complexo de cobre Cu(NOs)z(en).. A) Sem lavagem, B)
rinsagem com agua, C) rinsagem com solucdo agua/etanol (1:1), D) agitacao
com solucdo agua/etanol (1:1) por 5 minutos, E) agitacdo com solugéo
agua/etanol (1:1) por 10 minutos.

A segunda etapa do estudo de adsorgéo foi avaliar o grau de adsorgcéao por
simples contato do eletrodo com solugdo contendo indicador eletroativo, sem
aplicagé@o de potencial. O parametro investigado foi o tempo de contato do CDtrodo
com a solugéo. Foram estudados os tempos de: 0, 10, 30 e 60 min de incubagdo em
solugdes contendo distintas concentragcdes de complexo. O eletrodo foi lavado
rapidamente com agua destilada antes da medida, para retirada de excesso de
material. Pela Figura 81, observa-se que, jA no tempo zero de incubacdo, que
constou de um rapido mergulho do eletrodo na solugao trabalho, o sinal de corrente
de pico relativo ao complexo foi detectado, para todas as concentracoes
trabalhadas. Para os demais tempos, notou-se um aumento do sinal de corrente
para com o aumento do tempo de incubacdo. Com relacdo as concentracoes
trabalhadas, pode se dizer que o sinal analitico detectado foi muito préximo para os
valores de 1,15 e 2,30 umol L, diferenciando apenas para a concentracéo de 4,60

umol L.
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Figura 81. Valores de corrente de pico em funcdo do tempo de incubacdo e da
concentracao do complexo Cu(NO3).(en), em solucgao.

Os dados aqui apresentados refletem um alto grau de adsor¢ao do complexo
Cu(NO3)2(en). sobre a superficie de ouro do eletrodo. Como a proposta da
construgdo do genossensor implicou em fazer uso de um indicador eletroanalitico
que tivesse interacdo, de maneira distinta, entre o eletrodo modificado com fita
simples e o modificado com fita dupla, esperava-se que os valores do sinal analitico
monitorado fossem bastante distintos entre si, que pudessem evidenciar a formacao
da dupla fita e assim, comprovar o sinal positivo de diagnéstico. Esta afinidade do
complexo para a superficie eletrédica poderia interferir drasticamente no sinal
analitico requerido. A partir desta premissa, foi requerido um estudo de bloqueio da
superficie de ouro.

14.3 Estudo de Bloqueio.

A etapa de bloqueio da superficie eletrédica constitui uma etapa muito
empregada em ensaios imunoldgicos e tem sido bem adaptada a construcdo de
biossensores em geral. O objetivo tem sido efetuar o bloqueio da superficie para que
adsorcoes inespecificas ndo ocorram no estudo proposto, pois estas podem levar a
sinais analiticos que refletem dados errbneos na analise efetuada, até mesmo a
falsos positivos, por exemplo. Este bloqueio ndo representa uma inativacao da
superficie, pois, as moléculas utilizadas para este fim (eletricamente inativas nas

condicdes do estudo) sdo geralmente moléculas grandes, mas que por sua vez,



espacos estao disponibilizados entre as mesmas para que a transferéncia eletronica
ocorra satisfatoriamente. Para esta etapa de trabalho, dois tipos especificos de
agentes de bloqueio foram avaliados: o esperma de salmao e a albumina de soro

bovino.

14.3.1 Avaliagdo do Bloqueio com Esperma de Salmé&o.

O esperma de salmado tem sido utilizado para minimizar os sinais de
background em processos de hibridizagcdo de sondas de DNA. O protocolo do
fabricante do composto indica a faixa de concentragéo entre 10 e 100 ug mL' a ser
trabalhada. As solugbes de bloqueio foram preparadas nas seguintes
concentragdes: 10, 20, 30, 50 e 100 ug mL™". Sobre o CDtrodo foi gotejado 10 pL da
solucédo e deixado em repouso por 30 min, a temperatura ambiente, em placa de
Petri. Posteriormente, foi lavado por mergulho em solugdo tampéo fosfato pH 7,2 e
colocado em solugdo de incubagao, contendo o complexo de cobre (1,15 pmol L™).
Em seguida, foi novamente lavado como descrito e o sinal analitico foi medido pela
técnica de voltametria de pulso diferencial, em meio de tampé&o fosfato em tempo de
10 s de incubacdo. A Figura 82 apresenta o grafico das voltametrias de pulso
diferencial para os ensaios de bloqueio empregando as solucées de concentracoes
de 30 e 10 ugmL™.
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Figura 82. Voltametria de pulso diferencial em meio de tampéo fosfato pH 7,2. Sinal de
oxidacdo do complexo adsorvido sobre ouro apds bloqueio com esperma de
salméao.(—) 30 e (—) 10 ug/ mL.



No geral, o estudo evidenciou que, ao invés do bloqueio de sinal, um ganho
substancial no sinal de corrente foi obtido (Figura 83). Este fato pode indicar que
exista uma interagdo forte entre o complexo de cobre e o0 esperma de salmdo.
Apesar deste material ser Util na etapa de hibridizacdo, para evitar adsorcédo de
sequéncias inespecificas na superficie do eletrodo, ndo se tornou eficiente no caso
aqui estudado, com monitoramento efetuado por este complexo, pois 0 mesmo
interage de forma significativa com o agente de bloqueio. O esperma de salméo
seria mais bem empregado em estudos que fazem uso de oligonucleotideos

marcados com enzimas.
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Figura 83. Corrente de pico do complexo de cobre em fungdo da concentracdo de esperma
de salméao utilizado no bloqueio da superficie de ouro.

14.3.2 Avaliagdo do Bloqueio com BSA

A molécula de albumina de soro bovino (BSA) € uma proteina muito utilizada
como agente de bloqueio de superficies em estudos de biossensores, sendo entdo
selecionada para o teste de bloqueio com o complexo de cobre em estudo
(PIVIDORI, 2002). O blogueio foi efetuado por aplicagdo de 10 uL de solugao
bloqueante (BSA) sobre a superficie do eletrodo, a temperatura ambiente,
permanecendo por 30 min em placa de Petri. Posteriormente o eletrodo foi lavado
com tampao fosfato, por mergulho em solugcao tampao. Em seguida foram efetuados
0s ensaios de incubacao. Trabalharam-se os tempos de 0, 10, 30 e 60 seg, bem

como as concentracdes da solucao de bloqueio de 0,1; 0,5 e 1% de albumina de



soro bovino. A concentracdo da solugdo do indicador (complexo) foi de 2,3 umolL™.
Os testes de avaliagdo de bloqueio da superficie de ouro foram efetuados com
voltametria de pulso diferencial, avaliando-se o sinal de corrente de pico de oxidagao
do complexo adsorvido no eletrodo apéds incubacao.
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Figura 84. Valores de corrente de pico de oxidacdo do complexo Cu(NO3).(en), adsorvido
sobre a superficie de ouro em fungdo da concentragao de bloqueio e do tempo
de incubacgéo.

Pela Figura 84 observa-se um bom bloqueio da superficie de ouro, a baixas
concentragées de BSA, diminuindo o valor do sinal de corrente. O aumento da
concentracao da solugao de bloqueio acarretou em um aumento do sinal de corrente
de pico, como observado para os tempos a partir de 10 s de ensaio, em que o sinal
de corrente relativo ao bloqueio foi maior que o sinal de base do proprio complexo
adsorvido sobre a superficie ndo modificada do CDtrodo, o que evidenciou a
possibilidade da interacdo do complexo de cobre com a molécula de albumina, como
foi descrito para o esperma de salmao.

Para contornar esta evidencia, a proposta seguinte foi avaliar o sinal de
corrente do eletrodo modificado com a monocamada de tiol-DNA, bloqueado com
BSA. Visto que a propria modificagdo com oligonucleotideo recobriu uma faixa acima
de 35% da area ativa da superficie do eletrodo de ouro, o bloqueio efetuado sobre
esta superficie ja modificada poderia acarretar em um bloqueio mais eficiente do que
quando se tentou bloquear uma area ndao modificada com a monocamada. O

eletrodo foi primeiramente modificado com solugédo de oligotiol 0,5 umol L™, por 30



min a temperatura ambiente. Para este ensaio foi utilizado também o detergente
tween 20, surfactante que tem sido utilizado, em imunoensaios, como auxiliador da
BSA em ensaios de bloqueio, estabilizando a albumina. O detergente foi adicionado
na concentracdo de 0,05% a uma solucao 0,5% de BSA. Posteriormente, o ensaio
de bloqueio seguiu como descrito em etapas anteriores e a incubacao foi efetuada
em solucdo de complexo de 1,15 umol L™, por 10 s de tempo. A concentracéo do
complexo foi diminuida objetivando um baixo sinal analitico mensuravel. As lavagens
foram efetuadas por mergulho em solugédo tampao, apds cada etapa de modificagao,
blogueio e incubagéo. A Figura 85 apresenta os voltamogramas de pulso diferencial
relativos ao CDtrodo, CDtrodo/HS-DNA e CDtrodo/HS-DNA/BSA-tween.
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Figura 85. Voltametria de pulso diferencial em tampao fosfato pH 7,1 apds ensaio de
incubacdo com complexo Cu(NOs).(en), 1,15 umol L. Tempo de incubacdo =
10s. (—) CDtrodo, (—) CDtrodo/HS-DNA e (—) CDtrodo/HS-DNA/BSA-tween.

Para o voltamograma sem bloqueio, observou-se a formacao de dois picos
de oxidacao possivelmente devido ao complexo de cobre. Para a modificagdo com a
monocamada, foi mostrado que a mesma auxiliou no bloqueio da superficie, como
esperado. Este fato enfatiza que a quantidade recoberta pela monocamada pode ser
maior que 35%. Apds utilizar o BSA-tween, observou-se que o bloqueio se mostrou
eficiente, de modo a evitar os processos de adsorcao do complexo pelo contato com
o CD. Destes dados, conclui-se que o bloqueio com BSA foi mais eficiente que o
bloqueio com esperma de salmao, por isto foi selecionado para os estudos

posteriores.



15 APLICACAO

Depois de otimizadas as construgbes basicas do genossensor, 0 passo
seguinte foi avaliar a sua aplicacdo em sequéncias padrdes de oligonucleotideos
(sequencias sintéticas). Foram adquiridas duas sequéncias, sendo uma especifica
complementar do gendtipo de HCV 1 e outra ndo complementar. A proposta entao
foi avaliar uma faixa de trabalho para a concentracdo de sonda complementar.
Primeiramente o eletrodo foi modificado e bloqueado com as condi¢des otimizadas,
sendo a modificagdo: 10 uL de solugdo 0,5 umol L' de HS-DNA adicionados ao
eletrodo, por 30 min e o bloqueio foi constituido de adicdo de 10 uL de solugéo
contendo 0,5% de BSA e 0,05% de tween, sendo bloqueio efetuado por tempo de 30
min. As lavagens foram efetuadas por mergulho em solugdo tampéao pH 7,1, a cada
etapa de modificagédo. O eletrodo foi entdo mergulhado em tubo eppendorf, contendo
1000 pL de solugédo de oligonucleotideo alvo, em concentra¢des definidas e o
procedimento de hibridizagédo foi efetuado a temperatura ambiente, por 30 min, em
tampé&o de hibridizagdo. A solugdo BSA-tween foi mantida na etapa de hibridizagéo,
objetivando compensar as perdas de bloqueio por lixiviacao. Efetuou-se a lavagem
do eletrodo e 0 mesmo foi mergulhado em solugéo de incubagao contendo complexo
Cu(NOs)2(en). na concentragdo 1,15 umol L7, por tempo de 10s, sendo
posteriormente efetuada a medida voltamétrica. Inicialmente, os seguintes valores
de concentragéo foram investigados: 0,01; 0,1; 0,5; 1,0; 5,0; 10 e 25 nmol L. Para
estes ensaios, nenhum pico foi pronunciado. Posteriormente, buscou-se avaliar os
valores de 50, 100, 125, 150, 175 e 200 nmol L. Observa-se pela Figura 86 os
voltamogramas para os referidos ensaios. Observou-se que apenas o pico em
+ 0,4 V foi pronunciado no estudo.
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Figura 86. Voltametria de pulso diferencial em tampao fosfato. Avaliacdo da concentracao
de sequencia complementar no ensaio de hibridizacdo do eletrodo modificado
com sonda de HCV 1.

No gréfico da Figura 87 estdo apresentados os valores de corrente de pico
para os ensaios efetuados. A concentracdo de 175 nmol L™ forneceu o maior valor
de corrente de pico obtido e os demais valores de concentracdo apresentaram

valores semelhantes.
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Figura 87. Valores de corrente de pico em funcdo da concentracdo da sequencia
complementar de HCV 1.



A partir destes dados buscou-se avaliar o sinal referente ao genossensor em
presenca de sonda nao complementar, avaliando-se a influencia da mesma na
deteccdo analitica. Foram estudadas concentragdes entre 100 e 200 nmol L.
Observa-se pelo gréafico da Figura 88 um aumento de corrente de pico para com o
aumento da sequencia ndao complementar de HCV. Este aumento também
evidenciou um alargamento do pico de oxidacao.
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Figura 88. Voltametria de pulso diferencial em tampao fosfato. Avaliacdo da concentracéo
de sonda ndo complementar de HCV no ensaio de hibridizagao.

Quando se avaliaram as intensidades de corrente de pico para 0s ensaios de
sequencia complementar e ndo complementar, pode-se observar que, quando se
trabalhou com as concentragdes de 100 nmol L', a diferenca entre os valores foi
mais pronunciada, que para 150 e 175 nmol L. J4 para 200 nmol L™, obtiveram-se
praticamente os mesmos resultados para corrente de pico (Figura 89). A diferenca
de sinal analitico entre a seqliiéncia complementar e a nao complementar foi superior
a 50%, para o ensaio em 100 nmol L”, sendo este, considerado um valor
discrepante, que pode ser utilizado como sinal de base para confirmacdo do

processo de hibridizacao via avaliacao de oligonucleotideos.
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Figura 89. A) Voltametria de pulso diferencial em tampao fosfato. Avaliagdo do sinal entre a
sequencia complementar e a ndo complementar, no ensaio de hibridizagéo. B)
valores de corrente de pico para as seqiéncias complementares e a nao
complementares.

Desta forma, pode se enfatizar que o genossensor foi mais eficiente para a
deteccao de oligonucleotideos especificos do virus da hepatite C do genétipo 1, nas
seguintes condicdes otimizadas:

i) Modificagdo: 10 pL de solugdo 0,5 pmol L' de oligonucleotideo

tiolado HCV 1, por 30 min, a temperatura ambiente;

ii) Bloqueio: com solugdo contendo albumina de soro bovino

0,5%/tween 0,05%, por 30 min, a temperatura ambiente;

iii) Oligo complementar: em faixa de concentracdo de 100 a
175 nmol L™,
iv) Incubacgao: indicador eletroativo Cu(NOs)2(en),, na concentracao

1,15 umol L™, por tempo de 10s.
V) Medida: voltametria de pulso diferencial em meio de tampao
fosfato pH 7,2.

Como complementagéo do trabalho foram efetuados estudos de deteccao de
amostras reais obtidas pela Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP. Foram
amostras amplificadas (PCR) de soro sangiiineo de pacientes, contendo avaliagdes
negativas e positivas para a virose hepatite do tipo C. Para tanto, inicialmente, foram
avaliadas cinco amostras controle (amostras negativas para a virose). Os CDtrodos
foram modificados nas condi¢des otimizadas, sendo entdo, colocados em solugao de
hibridizagdo por 30 min. A amostra foi inserida neste meio em propor¢éao de diluicdo



de 1:4. Posteriormente foi efetuada a etapa de incubacdo com complexo de cobre e
o sinal foi medido posteriormente. A Figura 90 apresenta um voltamograma de pulso

diferencial para uma destas amostras.
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Figura 90. Voltametria de pulso diferencial com CDtrodo de ouro, em meio de tampao
fosfato e amostra negativa de HCV, ap6s 10 s de incubagédo com Cu(NOs).(en).
1,15 umol L.

Percebe-se que um baixo sinal de pico foi observado para esta amostra, o
que também foi observado para as demais avaliadas. O gréafico de barras seguinte
apresenta os valores de corrente de pico para estes ensaios descritos para as
amostras controles (Figura 91). A média dos valores de corrente foi de 50 nA, com
desvio padrao de 25%. Os valores de sinal analitico obtidos podem estar refletindo
um somatério entre os baixos sinais de adsorcao do complexo sobre o ouro (que nao
se encontra 100% blogueado) e os valores de intensidade de corrente relativos a
possiveis interagcdes entre o indicador eletroativo e substancias contidas no soro
sanguineo, que podem ter interagido com o eletrodo modificado. O soro é formado a
partir de plasma de sangue, em que sao retirados os fatores de coagulacdo. Este
plasma é o componente liquido do sangue, que contém em torno de 92% de agua,
7% de proteinas, além de outras substancias em menores quantidades, que podem
ser nutrientes, horménios, enzimas e gases dissolvidos (1%) (ISSAQ; XIAO;
VEENSTRA, 2007) .
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Figura 91. Valores da intensidade de corrente de pico com relacdo aos ensaios com
amostras negativas (HCV) de soro sanguineo.

Seguidamente, trés amostras positivas para virose HCV foram avaliadas
pelo genossensor. Uma amostra do genoétipo 1a, uma amostra do genétipo 1b e uma
do gendtipo 3b. A Figura 92 apresenta o grafico para uma amostra negativa e a
amostra do gendétipo 1b, onde se observaram distintos sinais para os mesmos.
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Figura 92. Voltametria de pulso diferencial em meio de tampéo fosfato apés incubagdo com
solucdo de complexo de cobre Cu(NOs).(en), 1,15 pmol L'. (—) amostra
negativa e (—) amostra de genétipo 1b.



A Figura 93 apresenta um grafico que resume os valores de corrente de pico
para os distintos ensaios com as amostras negativas e positivas. Observou-se que
0s sinais analiticos para as amostras contendo genotipo do tipo 1 foram distinguiveis
dos sinais para os ensaios de controle. A amostra contendo genétipo do tipo 3b
forneceu sinal analitico na faixa de valores do ensaio de controle, indicando, entao
que o genossensor foi eficiente para detectar em amostras de soro sanguineo o
DNA relativo ao virus da hepatite C, distinguindo entre genétipos especificos da

viremia.
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Figura 93. Valores da intensidade de corrente de pico em funcdo de amostras positivas e
negativas de HCV em soro sangiineo.

A diferenca entre os valores de corrente de pico para amostras positivas e
negativas foi muito mais pronunciada quando se compara com os valores para
sequencias sintéticas. Este dado pode ser explicado, provavelmente pelo fato das
sequencias amplificadas contidas no soro sanguineo serem bem maiores que as de
oligonucleotideos comerciais, implicando em uma maior interagdo entre 0 composto
indicador eletroanalitico e o material genético. Esta proposta implica na evidencia de
qgue o complexo Cu(NOs)z(en). pode estar interagindo de distintas maneiras com o
DNA em estudo.



16 CONCLUSOES

A construcdo do CDtrodo com fita de galvanoplastia foi de facil preparo,
aumentando a versatilidade do uso destes sensores que podem ser aplicados em
estudos em meio contendo alcool, por exemplo. As técnicas eletroanaliticas e
microscépicas foram fundamentais para a caracterizagdo deste CDtrodo modificado.

A monocamada de acido mercaptopropidnico apresentou pico de oxidagcao
em potenciais préximos da regiao proposta para avaliacao do sinal de oxidagao da
guanina. A cobertura de MPA foi estimada em valores acima de 30% sobre a
superficie de ouro do CD, sendo suficiente para os procedimentos de imobilizagcao
propostos. O estudo relativo a ligacao estreptavidina biotina tem demonstrado que
os CDtrodos podem ser plataformas viaveis para modificagdes com monocamadas
auto montadas, bem como para a construcdo de biossensores baseados em
enzimas imobilizadas. A eficiente imobilizacdo orientada da enzima HRP indica que
o0 sistema poderia ser empregado para a construcdo de genossensores
eletroquimicos, via imobilizacdo orientada de oligonucleotideos especificos
previamente modificados com biotina. A monocamada construida com DNA tiolado
foi de facil preparo e caracterizacdo, levando a um eficiente valor de cobertura de
superficie (acima de 30%). A técnica de microscopia de fluorescéncia foi eficiente
para o monitoramento da distribuicdo espacial da monocamada sobres a superficie
de ouro e evidenciou a formagao de aglomerados. A monocamada de DNA tiolado
foi escolhida para os processos de imobilizacao do material genético.

Os compostos azul de metileno, azul de meldola, Cu(NOs).(en). e
Cu(NO3)2(NN). apresentaram picos de oxidacdo em baixos potenciais quando
comparados aos valores relativos a oxidagdo do DNA. Fortes processos de adsorgao
sobre o eletrodo foram evidenciados para os compostos estudados, exceto para o
azul de metileno. A metodologia espectrofotométrica utilizada no presente estudo foi
fundamental para propostas de entendimento da interagdo entre os compostos
estudados e o DNA de Calf Thymus, indicando fortes processos de interagdo entre
este material genético e os compostos azul de metileno e Cu(NOg3)2(en).. Acredita-se
que o azul de metileno tenha interagido com o DNA de duas maneiras distintas,
sendo por intercalagdo ou por atracao eletrostatica, dependendo da razao molar
entre este a o DNA imobilizado. J& para o complexo é possivel que este tenha

interagindo com o DNA de distintas maneiras.



O estudo com molécula de guanosina foi efetuado buscando o entendimento
dos processos ocorrentes com a guanina. Embora a guanosina tenha sido detectada
pela técnica de voltametria de pulso diferencial, o sinal da guanina nao foi
satisfatorio quando se avaliou o material genético nativo, provavelmente por conta
dos impedimentos estruturais que a mesma apresenta, estando presente na
estrutura do DNA. Desta forma, o monitoramento do processo de hibridizagédo via
oxidacéo direta do DNA foi descartado para este estudo.

O azul de metileno e 0 Cu(NOs)o(en). foram avaliados como indicadores
eletroativos para o genossensor. O estudo de bloqueio da superficie do CDtrodo
demonstrou que a solucdo de BSA/tween foi eficiente para evitar a interacao do
complexo de cobre com a superficie de ouro, minimizando as regiées disponiveis
para esta interacdo. Para o azul de metileno este bloqueio ndo se fez necessério,
visto que no tempo de incubacao otimizado para o estudo, o azul de metileno nao
adsorveu sobre o eletrodo. Os genossensores baseados na confirmagdo do
processo de hibridizag&o via indicadores eletroanaliticos foram capazes de distinguir
entre diferentes genodtipos de virus da hepatite C, em amostras soro sanguineo
amplificadas, demonstrando a versatilidade do CDtrodo na construcdo de

biossensores do tipo mono uso.



17 PROPOSTAS

Para trabalhos futuros, as seguintes propostas sao sugeridas:

) Testar a real viabilidade do CDtrodo de fita em meio misto.

1) Avaliar os possiveis processos de transferéncia eletrénica direta da

enzima HRP sobre a monocamada de acido mercaptopropiénico;

1) Efetuar estudos de espectrofotometria de fluorescéncia e dicroismo
circular para melhor entendimento da interacdo entre o DNA e as
moléculas estudadas.

V)  Estudar o uso de espacadores para a construgdo de monocamadas de

DNA tiolado com melhor distribuicao espacial;

V) Aplicar a metodologia desenvolvida para um numero maior de amostras de
soro sanguineo, determinando o valor de cut off e avaliando outros
genotipos.
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A novel material for electrochemical biosensing based on
rigid conducting gold nanocomposite (nano-AuGEC) is
presented. Islands of chemisorbing material (gold nano-
particles) surrounded by nonreactive, rigid, and conduct-
mg graphite epoxy composite are thus achieved to avoid
the stringent control of surface coverage parameters
required during immobilization of thiolated oligos in
continuous gold surfaces. The spatial resolution of the
immobilized thiolated DNA was easily controlled by
merely varying the percentage of gold nanoparticles in the
composition of the composite. As low as 9 fmol (60 pM)
of synthetic DNA were detected in hybndization expen-
ments when using a thiolated probe. Moreover, for the
first time a double tagging PCR strategy was performed
with a thiolated primer for the detection of Salmonella sp.,
one of the most important foodbome pathogens affecting
food safety. This assay was performed by double-labeling
the amplicon during the PCR with a —DIG and —SH set
of labeled primers. The thiolated end allows the mm-
mobilization of the amplicon on the nano-AuGEC elec-
trode, while digoxigenin allows the electrochemical de-
tection with the antiDIG-HRP reporter in the femtomole
range. Rigid conducting gold nanocomposite represents
a good material for the improved and orented im-
mobilization of biomolecules with excellent transducing
properties for the construction of a wide range of electro-
chemical biosensors such as Immunosensors, genosen-
s0rs, and enzymosensors.

The onented and improved immobilization of single-stranded
DINA to =solid substrates, followed by hybridization, has gained
importance over the past decade, due to its use as a genomic
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detection tool in DNA arrays,! DNA biosensors® and self
assembled molecular electronic circuits.” In some cases, im-
mobilization on a conducting metal surface is necessary. Because
of the strong affinity of thiols to metal surfaces, sulfur chemistry
is widely emploved when attaching DNA, especially to continuous
gold films* or, instead, to gold nanoparticles-modified electrodes,
i increase the electroactive surface.” Furthermore, the use of
gold nanoparticles as a label for biosensing devices is also gaining
importance.” The standard way for thiolating a strand of DNA is
to attach a HS(CHz)y;— linker molecule to either the 37 or the 5
end phosphate group. Although the linker keeps the DNA away
from the gold surface and makes the binding event sterically
more favorable, it also acts as an electrical insulator between
the conducting surface and the DNA molecule.® Although van
der Waals attraction drives the assembly and ordering in typical
SAMs (selfFassembled monolayers), DNA immobilization is
subject to strong electrostatic repulsion.” As a result, in
hybridization experiments, although a spacer arm being used,
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tightly packed and negatively charged SAM are obtained, which
impedes hybridization with the cDNA probe due to both steric
as well as electrostatic effects.®

As such, a stringent control of the surface coverage of DNA is
an important factor in maximizing hybridization efficiency,” which
can be performed by using awxiliary reagents such as lateral
spacer thiols and mixed monolayers to obtain bioactive gaps.'”
In order to avoid the stringent control of surface coverage
parameters during immobilization of thiolated oligos on continuous
gold films, the use of gold nanoparticles in a graphite-epoxy
composite (nano-AuGEC) i= presented in this paper. The aim of
this work is to obtain islands of chemizorbing material (gold
nanoparticles) surrounded by rigid, nonchemisorbing, conducting,
graphite-epoxy composite. With this arrangement in the electro-
chemical transducer, the resulting less-packed surface provides
improved hyvbridization features with a complementary probe
minimizing steric and electrostatic repulsion. In order to prove
the utility of this material, electrochemical genosensing of
synthetic DNA sequences was performed with a thiolated probe
and a digoxigenin complementary oligonucleotide and using
antiDIG-HRP as an electrochemical label.

Moreover, for the first ime, a double tagging PCR strategy
was designed with a thiolated primer for the detection of
Salmonella sp. The rapid electrochemical verification of the
amplicon coming from the pathogenic genome of Salmonella was
performed by double-labeling the amplicon during the PCR with
a set of two labeled primers, one of them with digoxigenin and
the other one with thiol moieties. The thiolated end allows the
immobilization of the amplicon on the nano-AuGEC electrode and
digoxigenin, for the electrochemical detection, by attaching an
AntiDIG antibody modified with HRP enzyme. Rigid conducting
gold nanocomposite represents a simple method for the oriented
immobilization of biomolecules. The microscopic and electro-
chemical characterization of this material is presented in this
paper, as well as its utility in electrochemical genosensing for food
safety.

EXPERIMENTAL SECTION

Instrumentation. Temperature-controlled incubations were
done in a temperature-controlled mixer Eppendorf Thermomixer
36, The PCR reaction was carried out in an Eppendorf Master-
cycler Personal thermocycler. The Leica MZ FLII fluorescence
stereomicroscope (Leica, Heidelberg, Germany) and the Jeol JSM-
6300 scanning electron microscope (Jeol LTD, Tokio, Japan)
coupled with an EDX detector which allows a characteristic X-ray
spectrum (Oxford instruments, Bucks, England) were used to
study the distribution of the gold nanoparticles on the electrode
surface.
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Amperometric measurements were performed with an LC-4C
amperometric controller (BAS Bioanalytical Systems Inc.). Vol
tammetric characterization was carried out using an Autolab
PGSTAT Ecochemie (The Netherlands). A three-electrode setup
was used comprising a platinum auwxdliary electrode (Crison 52-
67 1, Spain), a double junction Ag/AgCl reference electrode (Orion
Q002000 with 0.1 mol L-* KCl as the external reference solution,
and a working electrode (the GEC or nanoAuw-GEC electrodes).

Chemicals and Biochemicals. Composite electrodes were
prepared using 50 gm particle size graphite powder (Merck, UEK)
and Epotek H77 epoxy resin and hardener (both from Epoxy
Technology). The gold nanoparticles (nanopowder, <100 nm
particle size, product no. 636347) came from Aldrich. All oligo-
nucleotide stock solutions were prepared with sterilized and
double distilled water and stored at —20 °C until required.

The synthetic oligo sequences (TIB MOLBIOL Syntheselabor
GmbH) for the evaluation of hybridization on the nanoAuw-GEC
electrodes were (1) thiolated capture probe, 5~5H— CTG GAG ATT
TGG GCG TGC-3 (i) digoxigenin probe, 5-DIG GCA CGC CCA
AAT CTC CAG-3; (ifi) noncomplementary digoxigenin probe, 5™
DIG GAC CTC TAA ACC OGC ACG-3% (iv) double-tagged oligo
for microscopy study, 5~SH-CGC TCA ATG CCT GGA GAT-FL-
¥

Two primers, 23 and 21 bp long, were designed for PCR
amplification of the tnpA gene encoded in the Salmonella specific
1520%) mobile element (Gene Bank accession AFO25380), in order
to achieve an amplicon doubly labeled with thiol and digoxigenin
at the 5" and 3" ends, respectively, using a thiolated and digoad-
genin primer.

The upper thiolated primer (SH-IS200 up, 5-SH-ATG GGG
GAC GAA AAG AGC TTA GC-3") is located just in the translation
start codon (ATG) of the txpA gene in the IS200 element. The
lower DIG primer (5-DIG—CTC CAG AAG CAT GTG AAT ATG-
3) is located from the +179 to +200 bp position regarding the
tnpA translaton start codon (ATG). The amplification of DNA
carrying the [52) element can be expected to yvield a doubly
labeled and single-labeled fragment of 201 bp.

The synthetic oligos were all purchased from TIE-MOLBIOL
(Berlin, Germany). The PCR amplification procedures were
performed using Biotools Tag DNA polymerase (Madrid, Spain),
with the buffer supplied by the manufacturer as well as the
deoxynucleotides triphosphate set from Thermo Fisher Scientific
(Waltham).

All other reagents, such as bovine serum albumin (BSA),
sodium dodecyl sulfate (SDS), Tween 20, hydroquinone, potas-
sium hexacyanoferrate (IT), hydrogen peroxdde, ethidium bromide,
agarose, and proteinase K, were of the highest available grade.
The engymatic conjugate antiDIG-HRP (AntiDigoxigenin-POT) Fab
fragments, catalog no. 1214667) used as an enzyme label was
purchased from Roche Diagnostics GmbH (Mannheim, Germany).

Aqueous solutions were prepared with double distilled water.
The solutions, and their composition, were standard saline citrate
(20 SSC) (3.0 mol L1 NaCl, 0.3 mol L! trisodium citrate, pH
7.0); hybridization solution (5x SSC) Tris buffer (0.1 mol L!
Tris, 0.15 mol L~ NaCl, pH 7.5); blocking Tris buffer (2% w/v
BSA, 0.1% w/v Tween 20, 5 mmol L-! EDTA, in 0.1 mol L.7!
Tris, 0.15 mol L~! NaCl, pH 7.5).
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Construction of the NanoAu-GEC Electrodes. For GEC
electrodes, graphite powder and epoxy resin in a 1:4 (w/w) ratio
were thoroughly hand mixed to ensure the uniform dispersion of
the graphite powder throughout the polymer. For nanoAu-GEC
electrodes, the following ratios of gold nanoparticles, graphite
powder, and epoxy resin were prepared: 0.075:0.925:4 (w,/w) for
nanoAu(7.5%-GEC; 0.250:0.750:4 (w/w) for nanoAu(25%)-GEC;
0.500:0.500:4 (w/w) for nanoAu(50%)-GEC, 0.750:0.250:4 (w/w)
for nanoAu(75%)-GEC; and finally, 1:0:4 (w/w) for nanoAu (100%)-
EC. Thereby the designation of the electrodes is based on the
ratio of gold nanoparticles toward graphite particles. In all cases,
the resulting paste was placed in a PVC cylindrical sleeve body
(6 mm i.d.), which has an electrical contact to a depth of 3 mm.

After filling the electrode body gap completely with the soft
paste, the electrode was tightly packed. The composite matenial
was cured at 80 °C during 1 week. In all cases, prior to each use,
the surface of the electrode was wet with double distilled water
and then polished, first with abrasive paper and then with alumina
paper (polishing strips 301044-001, Orion) to give a smooth mirror
finish with a fresh renewable surface.

Double-Tagging PCR of the I5200 Element Specific for
Salmonella with a Thiolated Primer. The PCR was performed
in 100 gl. of reaction mixture containing the PCR template
(approximately 100 ng of purified Selmenells emferica serovar
Tephimurivm genomic DNA). Each reaction contains 200 umol
L! of each deoxynucleotide triphosphate (dATP, dGTP, dCTP,
and dTTP), 0.5 gmol L' of each labeled primer (thiolated
15200 up and DIGIS200 down), and 5 U of Tag DNA
polymerase,

The reaction was carried out using the manufacturer supplied
buffer. The amplification mixture was exposed to an initial
denaturation step at 95 °C for 2 min followed by 30 cycles of 85
2C for 30 s, 53 °C for 30 s, and 72 °C for 30 s, and a last elongation
step at 72 °C for 7 min. As a negative control, the same reaction
mixture but without the genomic template was done. The double-
labeled amplicon was analyzed by electrophoresis in 2% agarose
gels in a buffer of 0.4 mol L' Tris-acetate, 1 mmol L~ EDTA
pH 8.0, containing 0.5 gg mL~! ethidium bromide, and the Hinfl
digested Phil74 DNA was used as a DNA size marker. The
IDMA bands in the gels were visualized by UV transillumination,
and they were photographed (Figure 6A). As the primers were
labeled with thiol and digoxigenin, the amplicon was expected to
be labeled by both thiol and digoxigenin at each terminus,
respectively.

Microscopic Characterization of NanoAu-GEC Electrodes.
The scanning electron microscopy (SEM) technique coupled with
the EDX detector was able to provide the characteristic X-ray
spectrum used to evaluate the distribution of gold on the surface
of the different nanoAu-GEC electrodes. The same acceleration
voltage (20 kV) was used, but different resolutions (1 and 100
pm) were used.

Moreover, the exposure of the gold binding sites of the
nanoAu-GEC electrodes toward thiolated DNA was studied using
fluorescence microscopy. In this case, the nanofAur-GEC electrodes
with different composition were submitted to the double-tagged
oligo. The SH moiety on the 5" end of the oligo was expected to
be bound to the gold binding site of the electrodes, while the
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fluorescein on the 3" end was responsible for the fluorescence
signal.

The immobilization was performed in 5= S5C with 200 pmol
of double-tagged oligo at a final volume of 140 ul for 2 h at 42
9C. Two washing steps were then performed with 140 L 5= 55C
for 100 min at 42 °C. Each step was performed in Eppendorf tubes
with gentle shaking in the thermomixer.

Electrochemical Characterization of Bare and DNA-Modi-
fied NanoAu-GEC Electrodes. Different compositions of gold
nanopaticles in nanoAuw-GEC electrodes were electrochemically
evaluated: nanoAu{0%)-GEC (control GEC electrode), nanoAu (7.5%)-
GEC, nanodAu(25%)-GEC, nanoAu(50%)-GEC, nanoAu(75%)-GEC,
and finally nanoAu{100%)-EC. Cyclic voltammetry was carried out
by scanning at a rate of 100 mV 5! over a range of —0.75 and
+1.25 V (vs Ag/AgCl) in a 20 mL electrochemical cell at room
temperature. The electrolyte was (0.1 mol L-! phosphate buffer,
pH 7.4, containing 0.1 mol L' KCL For this study, the redox
marker was hydroquinone (1.81 mmol L) because it was also
used as a mediator for the HRP enzyme in the further
genosensing approaches. Electrolyte solutions were purged
with high-purity nitrogen prior to experiments.

Additionally, in order to evaluate the reproducibility in the
construction and in the surface treatment, eight nanoAu(7.5%)-
GEC electrodes were constructed and electrochemically tested.
In each case, the surface of the electrodes was polished before
each use. Additionally, other surface treatments such as (1) acid
and electrochemical activation treatment with 0.1 mol L HaS0y
and 10 cycles ata » = 100 mV 57! from —0.75 to +1.25 V (vs
Ap/AgCl) and (ii) ultrasonic treatment for 5 min in water were
also evaluated.

Finally, in order to evaluate the surface density of DNA
immobilized on the electrode, cyclic voltammetry of bare and
DMNA-modified nanoAu-GEC and GEC electrodes were performed
with two redox markers with different charge (1 mmol L™}
potassium hexacyanoferrate(ll) and 1.81 mmeol 1! hydro-
quinone). For this study, the electrodes were modified with
200 pmol of thiclated probe, and the cyclic voltammetry
measurements were performed before and after the modifica-
tion, as explained above.

Hybridization on the NanoAu-GEC Electrode and Surface
Coverage Studies. In this case, the protocol consists briefly on
the following steps, performed by dipping the electrodes in 2 mL
Eppendorf tubes in the thermomixer, as shown in Figure 1E: (i)
immuobilization of the thiolated oligo on the nanoAu-GEC electrode,
(ii) hybridization with a DIGlabeled (complementary and non-
complementary probe), (i) enzymatic labeling wsing antiDIG-
HRP, and (iv) amperometric determination based on the enzyme
activity.

The immobilization was achieved by dipping the nanoAu-GEC
electrode in the 2 mL Eppendorf tube with 140 L of the thiolated
probe solution (200 pmol) in 5x S5C for 30 min at 42°. C. Two
washing steps were then performed in the Eppendorf tubes for
10 min at 42 °C in 140 uL of 5x S5C solution. The *hybridization
step” was performed with 140 uL of DIG-labeled probe solution
in 5 S5C for 30 min at 42 *C (Figure 1, B1). The same assay
was also performed with a noncomplementary DIG-labeled probe
as a negative control After that, the “enzymatic labeling step” was
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B1) Hybridization on B2) Rapid Verification of
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Figure 1. Schomatic reprasentation of (&) nancAu-GEC material showing the isolated gold nanopariicles able to produce “bioactive chemizorbing
islands” instead of SAMs on a continuous layer of gold. (B1) Hybridization assay on the nanoAu-GEC electrode. (B2) Rapid electrochemical
varification of thiolated and double-tagged amplicons on the nanoAu-GEC elecirode (further details of the double-tagging PCR using thiclated
primars are shown in Figure 1, B2 in the Supporting Information). Parts C—E are commaon steps (elactrode modification, enzymatic labeling,
and amperometric detarmination) for both parts B1 and B2,

Figure 2. (A) Low-resolution {100 um) SEM microphotographs showing the distribution of gold nanoparticles aggregated on the surface of
nanoAu-GEC sensors (from 0 to 100% of gold nanoparticles). {B) High-resolution {1 wm) SEM microphotographs showing the isolated gold
nanoparticles. Accaleration voltage, 20 kV.

Analytical Chemistry, Vol 81, No. 4, February 15, 2000 1335



Figure 3. Fluocrecence stereomicroscopy at low resolution showing the fluorescence pattern of the different nancAu-GEC sensors (from O to
100% gold nanoparticlas) after tha immobilization of 200 pmol of double tagged oligo with thiol and flucrascein.

performed using the antiDIG specific antibody labeled with HRP
(antiDig-HRP, 60 pg) in blocking Tris buffer at a final volume of
140 pL for 30 min at 42 °C (Figure 1C). Two washing steps were
then performed for 10 min at 42 °C in 140 gL of Tris buffer. After
the final washing steps, the modified electrode was submitted to
the “amperometric determination step”™. The modified electrode
was immersed into the electrochemical cell containing 20 mlL of
0.1 mol L~! phosphate buffer, 0.1 mol 17! KCI, pH 7.0, 1.81
mmol 17! hydroquinone, and under continuous magnetic
stirring, a potential of —0.015 V vs Ag/AgCl was applied. When
a stable baseline was reached, 1 mL of HyO» was added into
the electrochemical cell to a final concentration of 4.90 mmol
L! (which corresponds to the Hy0; concentration capable to
saturate the whole enzyme amount employed in the labeling
procedure), and the current was measured until the steady-
state current was reached (normally after 1 min of Hx0»
addition). This steady-state current was used for Figures 5
and 6.

The evaluation of the nonspecific adsorption ofthe DIG-labeled
probe was performed by adding all reagents except the thiolated
capture probe. The study of the surface coverage was performed
as previously explained for the hybridization study but changing
the amount of thiolated oligo during step (i) (immobilization of
the thiolated oligo on the nanoAuw-GEC electrode) from 2 to 200
pmaol while keeping constant the amount of DIG-labeled comple-
mentary probe in 0.5 pmol during step (i) (hybridization).

Rapid Electrochemical Verification of the Double-Tagged
PCR Amplicon with Thiolated and Digoxigenin Moieties. The
protocol consists briefly of the following steps, as also shown in
Figure 1: (i) DNA amplification and double-labeling of Salmonella
IS200 insertion sequence; (i) immobilization of the doubly tagged
amplicon in which the thiolated end of the ds-DNA amplicon was
immobilized on the nanoAu-electrode; (jii) enzymatic labeling
using as the enzyme label the antibody antiDIG-HRP able to bond
the other labeled extreme of the ds-DNA amplicon; and (iv)
amperometric determination.
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After the DNA amplification with the double-tagging PCR of
the 15260 element specific for Salmonella sp. (Figure 1, B2 in
the Supporting Information), a dilution of the amplified product
coming directly from the PCR was prepared in 5x 55C. The
immohilization was performed in 5x S5C at a final volume of 140
uL for 30 min at 42 °C, as shown in Figure 1, B2 in the Supporting
Information. Two washing steps were then performed in the
Eppendorf tubes for 10 min at 42 °C in 140 gL of 5x S3C. After
that, the “enzymatic labeling step™ as well as the washing steps
and the electrochemical detection were performed as previously
explained in Hybrdization on the NanoAuwGEC Electrode and
Surface Coverage Studies.

RESULTS AND DISCUSSION

Microscopic Characterization of NanoAu-GEC Electrodes,
The location and spatial pattern of the gold nanoparticles on the
surface of the sensor was observed with scanning electron
microscopy with an EDX detector. Figure 2ZA (taken at low
resolution) shows, as bright spots, the aggregates of gold
nanoparticles for nanoAu(7.5%)-GEC, which appear to be in
increased frequency when increasing the percentage of gold
nanoparticles until nanoAu(100%)-EC. However, high-resolution
SEM micrographs for nanoAu(7.5%)-GEC (Figure 2B) show
clearly isolated gold nanoparticles of about 100 nm within the
composite, demonstrated with the EDX detector providing the
characteristic gold X-ray spectrum. Moreover, the availability of
gold nanoparticles in the composite for the immobilization of
thiolated oligos was also studied with fluorescence stereomicros-
copy. In this case, 200 pmol of double-tagged oligo with both a
thiolated 5" end and the fluorescein 3° end was immobilized on
the electrodes with different composition. As can be seen in Figure
3, an increasing amount of fluorescence was obtained with a
higher amount of gold nanoparticles in the composite. The
fluorescence shows a discontinuous pattern as fluorescence dots
of chemisorbing material surrounded by nonreactive graphite-
epoxy composite, except in the case of nanoAu(100%)-EC, in which
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Figure 4. Comparison of the electrochemical proparties of nanoAu-GEC sansors (from 0 to 100% gold nanoparticles by cyclic voltammatry).
In all cases (A, B and C}, 0.1 mol L' phosphate buffer, 0.1 mol L KCI, pH 7.0, was used, and the potentials were recorded against a Ag/AgCl
referance electrode, at a v = 100 mV s~ '. Moreover, for parts A and C, 1.81 mmol L™ hydroguinone was also used.
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Figure 5. Electrochemical DNA sequence specific detection with
increasing amounts of synthelic complementary (@) and noncomple-
mentary (v} DIG oligo based on the nanoAu(7.5%)-GEC alectrode
and enzyma labsling. Tha inset in Figure 5 shows the range of Enearity
and the valus for the regrassion coafficient. In all cases, 200 pmol of
thiclated oligo and 60 ug of antiDIG-HRP ware used. The nonspacific
adsorplion {omitting the addition of the thiclated oligo) is also shown
{0). Madium: 0.1 mol L phosphate buffer, 0.1 mol L * KCI, pH 7.0.
Madiator: 1.81 mmol L' hydroguinons. Substrate: 4.00 mmol L°
Hz0z. Error bars indicate the standard dewiation (n = 3). Applied
potential = —0.015 V' (vs Ag/AgCl).

a continuous fluorescence pattern is clearly observed. Moreover,
it should be pointed out that the fluorescence can be related with
the isolated gold nanoparticles pattern becaunse it is not located
in the aggregate zones, when comparing with the same photos
taken with the stereomicroscope without the fluorescence filter
(shown in Figure 3B in the Supporting Information). Thereby,
the nanometer scale of gold nanoparticles seems also to play a
role in the chemisorbing ability of the gold nanocomposite
material, especially in nanoAu(7.5%)-GEC, since the fluorescence
pattern is related to the isolated gold nanoparticles instead of the
wgold aggregates when increasing the amount of gold nanoparticles
from 7.5 up to 100%.

Electrochemical Characterization of Bare and DNA-Modi-
fied NanoAu-GEC Electrodes. Figure 4A comparatively shows
the cyclic voltammograms of the different nanoAu-GEC sensors
(from O to 100% gold nanoparticles) using as a redox marker HQ)
(the HRP mediator). As shown in the figure, nanoAu(7.5%)-GEC
electrode showed very similar electrochemical behavior compared
with nonmodified GEC (nanoAu{0%)-GEC). The relationship of
Ipc/Ipa is equal to unity. When increasing the amount of gold
nanoparticles, the electrochemical signal declined, with displace-

ment of values of peak potential and decreasing of signal current
intensity, perhaps due to the increasing amount of gold aggregates
as previously shown in Figure 2A B, This study was also useful
to establish the location of the reduction potential for the mediator
oxidized (HQox) by the enzyme reporter aniDIG-HREP, being the
selected potential —0.015 V (vs Ag/Ag/Cl) for further ampero-
metric assays. Figure 4B shows the electrochemical behavior of
the electrodes by cycling from 0 to 120 V (vs Ag/AgCD) in
phosphate buffer. Surprisingly, when increasing the amount of
gold nanoparticles from 7.5% to 50%, the gold oxidation signal
showed to also be worsened. As a conzequence, gold is more
available for the electrochemical oxidation in the nanoAu(7.5%)-
GEC electrode and is present mostly as nanoparticles instead of
aggregates, showing an oxidation signal at +1.1 V. Interestingly,
as can be seen at the insets in both parts A and B of Figure 4, the
gold signal reappeared in the nanoAu(100%)-EC (the gold epoxy
composite without graphite). However, in this case the signal is
in the range of nanoamperes instead of microamperes for GEC
(nanoAu (0%)-GEC) and nanoAu(7.5%)-GEC. Although nano-
Au(100%)-EC showed properties of interest for further study, the
hiosensing experiments were performed with the nanoAu(7.5%)-
GEC electrode due to the improved electrochemical signal.
Although not shown in the figure, the nanoAu (75%)-GEC electrode
shows very similar electrochemical behavior to nanoAu(50%)-GEC.
Figure 4C shows the electrochemical characterization of the
electrode when cycling up to +1.5V, up to the reported oxidation
potential of gold, with HQ as the electrochemical mediator. As
shown in the figure, the cyclic voltammograms of nanoAu (7.5%)-
GEC are overlapped with the GEC electrode, except with the
oxidation of gold at +1.1 V, and is maintained almost equal after
cycling 10 times.

Although higher electrochemical signals were obtained with
the acid and electrochemical treatment of the surface, as shown
in Figure 4D in the Supporting Information, the polishing
treatment was found to be the most reproducible. Eight different
nanoAu(7 5-GEC electrodes were polished and studied by cyclic
voltammetry, showing a SD/(%) = 6.7, for anodic current in 1.81
mmol L™ hydroquinone in 0.1 mol L~* phosphate buffer, 0.1
mol ! KCL pH 7.0. (¢ = 100 mV 5%, as shown in Figure 4E
in the Supporting Information.

The voltammetry for a variety of redox molecules at DNA-
madified electrodes can provide additional qualitative information
about the system’s organization on the surface. The voltammetric
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Figure 6. (&) Gel electrophoresis for the DNA doubla-tagged amplicon with thiolated and digoxigenin primers (lang 4) compared with sized
marker {lane 3) and with a positive PCR control performad with the nonlabaled primer (lane 2) and the, respectively, negative assay (lanes 1
and 5). (B} Rapid electrochamical venfication of PCR amplification of Salmonefa enforica serovar Typhimunum ATCC 14028 with the doubly
labaled primer set 15200 based on the nanofu(7.5%)-GEC electrode (@). The elactrochemical signal processing the negative PCR control is
also shown (). In all casas 80 g of AntiDig-HRF was used. Error bars indicate the standard deviation (n = 3). Other experimental details are

as in Figure 5.

reversibility of highly charged redox ions is markedly influenced
by the attractive,/repulsive interactions with the polyanionic DNA
layer that the ions must penetrate to reach the electrode surface,
in the case of highly packed DNA monolayers.'!

The voltammetry for two redox markers of different charge,
ferrocyanide (3—/4—), and the neutral probe HQ is given in parts
F-1I of Figure 4 in the Supporting Information, at the GEC and
nanoAu(7.5%)-GEC electrodes before and after the reaction with
the thiolated probe.

The voltammetry for the ferrocyanide (3— /4—) redox markers
at the DNA-modified nanoAuw-GEC iz slightly affected by the
electrostatic interactions with the polvanionic layer, in contrast
to previous reported results for SAMs of DNA in continuous gold
electrodes,!! confirming the laxity of the DNA layer created on
the nanoAu(7.5%)-GEC electrode. The reduction of ferricyanide
is slightly less reversible at DNA/nanoAu(7.5%)-GEC surfaces than
at the bare nanoAu(7.5%)-GEC surface, as evidenced by the
increased peak splitting, AEp = 288 vs 200 mV. The increase in
irreversihility for the redox couple is due to repulsive electrostatic
interactions impeding the ability of anions to reach the electrode
surface. This effect has been described previously by Tarlov's
group, being markedly higher for SAMs of DNA at continuous
gold electrodes (AEp = 400 vs 200 mV)."* However, this effect is
not ohserved when the H{) is used as a redox marker. In contrast
to previous reported results for SAMs of DNA in continuous gold
electrodes,!! these data suggest an architecture that is made up
of a disperse layer of oligonucleotide immobilized on the isolated
gold nanoparticles and confirms the microscopic pattern achieved
by SEM and fluorescence microscopy.

Hyvbridization on the NanoAu-GEC Electrode and Surface
Coverage Studies. In order to avoid the chemisorption of other
thiolated molecules, such as proteins or amino acids carrying thiol
muoieties which could compete for the available gold nanoparticles
in the sensor surface, a study of the surface coverage of the
nanoAu-GEC electrode was performed, and the results are shown
in Figure 5B in the Supporting Information. As shown in the
figure, by increasing the amount of thiolated oligo from 2 to 20
pmol, higher hybridization signals were achieved, while from 20
to 200, the electrochemical signal was leveled off. For the further
studies, 200 pmol of thiolated oligo was used.

{11) Steel, A. B; Herne, T. M.; Tarlov, M. . dugl Chem, 1998, 70, 46704677,
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In order to probe the utility of the nanoAu(7,5)-GEC electrode
for genosensing, the amperometric response toward different
amounts of digoxigenin synthetic DNA oligo (10, 50, 100, 300,
500, 1000, and 5000 fmol) is shown in Figure 5, while the
concentration of thiolated probe and AntDIG-HRP remains
constant. As can been seen, the signal clearly increased when
increasing the amount of digoxigenin synthetic DNA oligo. As a
negative control, the same assay was also performed with different
amounts of noncomplementary digoxigenin synthetic DNA oligo
(10, 50, 100, 300, 500, 1000, and 5000 fmol) showing negligible
response in all the concentration range. Nonspecific adsorption
assays evaluate all the adsorption processes producing analytical
signals, except hybridization between the thiolated oligo and their
complementary digoxigenin DNA sequence. As shown in Figure
5, the contribution of the nonspecific adsorption was constant and
negligible. The nonspecific ad=zorption is mostly related to the
adsorption of the digoxigenin probe, perhaps due to the ability of
digoxigenin to be chemisorbed on gold to a lesser extent than
thiol moieties.

The sensitivity of the assay, extracted from the slope of the
linear response (inset in Figure 5), is 37.956 nA/fmol. The
calculated LOD for the hybridization assay, based on the S/N =
3 TUPAC criteria for detection limit, is 9 fmaol (60 pM). As shown
in Figure 5, at the LOD concentration level of 8 fmol (60 pM]), a
signal-to-noise ratio of 3 is achieved; the nanoAu-GEC electrode
is able to clearly detect 50 fmol (300 pM) with a signal-to-noise
ratio of 12,

Double-Tagging PCR of the IS200 Element Specific for
Salmonella with a Thiolated Primer. For the first ime, a double
tagged PCR using a thiolated primer was performed. The thiol
moiety as well as the DIG tag are both incorporated on the PCR
product by means of the 5" labeled primers, as shown in Figure 1,
B2 in the Supporting Information. After the annealing of both 5
labeled primers on the template, the Tag polymerase enzymatically
assembles a new DNA strand by adding nucleotides to the 3 end
of both primers. The primers, and thus their tags, are included
as a part of the amplicon. Under the PCR conditions used here,
this double tagged primer set amplified a 201 bp fragment
corresponding to a portion of the Salmonella enterica sv. Tybh-
imurinm specific /S200 mobile element, according to the agarose



gel electrophoresis (Figure 6, A). As such, the compatibility of
the thiolated primer with a PCR mix as well as Taq polymerase is
demonstrated for the first ime.

Rapid Electrochemical Verification of the Double-Tagged
PCR Amplicon with Thiolated and Digoxigenin Moieties. The
novel nanoAu(75%)-GEC transducer was used for the rapid
detection of PCR amplification of Salmonella sp., using a previously
amplified and doubly labeled PCR product with —SH and —DIG
in each DNA end to achieve immobilization on the nanoAu (7.5%)-
GEC electrode and the electrochemical detection through the
antiDIG-HRP electrochemical reporter, respectively.

The amperometric response of the doubly labeled product was
then evaluated, Figure 6B shows the calibration plot obtained with
different dilutions of the doubly labeled PCR product (1,/400,
1/200, 1/100, 1/40, 1720, and 1/10), comprising the concenfration
range from 250 fmol to 10 pmol for the PCR amplicon concentra-
tion determined spectrophotometrically at 260 nm. As shown in
Figure 6B, as low as 200 fmol can be easilv detected, with an
electrochemical signal of almost 3 pA Good reproducibility was
also achieved. The nonspecific adsorption was al=o evaluated by
using the PCR negative control, performed with the omission of
the Salmonella template during the amplification, being as low
as 200 nA for the studied range. The signal to nonspecific
adsorption ratio (5/K) was of about 15 for 200 fmol of amplicon.
As also shown in Figure 6B, the nonspecific adsorption was low
and almost the same for all the evaluated concentration range.
Although some proteins or amino acids carrying thiol moieties
could compete for the available gold nanoparticles on the sensor
surface, this is not an issue for this assay taking into account the
relative high amount of thiolated amplified product compared to
endogenous sample. The negligible value for the negative control
compared with the positive signal in PCR coming from real
samples shown in Figure 6 confirms this fact. The same effect
could be expected from remnant free thiolated primer. However,
during the PCR, the primers are mostly consumed and included
as a part of the amplicon, as detailed showed in Figure 1, B2 in
the Supporting Information. As the concentration of free primers
decreases with the increase of amplicon amount during PCR, the
remnant low concentration of free thiolated primers does not
interfere with the assav as shown in Figure 6. As a result, the
biosensor could be used directly on the PCR product without any
pretreatment or column separation of the amplicon from remnant
reagents and sample (primers, nucleotides, Tag enzyme).

CONCLUSIONS

The nanoAu-GEC material shows interesting properties for
electrochemical genosensing in hybridization experiments and
very promising features for electrochemical biosensing of a wide
range of biomolecules, such as dsDNA, PCR products, affinity
proteins, antibodies, or enzymes. Instead of SAMs on continuous
lavers of gold, isolated gold nanoparticles are able to produce
“bivactive chemisorbing islands” for the immobilization of thiolated
biomolecules, avoiding stringent conditions for surface coverage

as well as the use of auxiliary reagents such as lateral spacer thiols.
Less compact layers are thus achieved favoring the biological
reaction on biosensing devices. The spatial resolution of gold
nanoparticles was demonsirated to be easily controlled by merely
varying its percentage in the composition of the composite. As
such, hybridization efficiency is expected to be higher on the
edging of the gold nanoparticles surrounded by nonreactive
graphite—epoxy composite. Furthermore, the chemisorbing ability
of gold nanoparticles in the nano-AuGEC was demonstrated with
an excellent LOD (9 mol/60 pM of ssDNA) in hybridization
studies compared with other devices and without the need for
complex surface treatment or auxiliary reagents.” Beside the
immobilization capabiliies toward thiolated DNA, this novel
material shows excellent electrochemical properties similar to
those of GEC. Regarding other electrochemical transducers
previously reported, such as an avidin graphite —epoxy biccom-
posite (Av-GEB) or protein A graphite—epoxy biocomposite
(ProtA-GEB)," the main advantages of the inorganic nanoAw-GEC
electrode compared to the biocomposite is the lack of loss of
activity and that the latter requires the temperature to be kept at
4 °C due to the biological nature of the modifier, the protein avidin.

Maoreover, and for the first time, a double tagging PCR strategy
was performed with a thiolated primer for the detection of
Salmonella sp. The rapid electrochemical verification of the
amplicon coming from the pathogenic genome of Salmonella
performed by PCR with a set of two labeled primers was
demonstrated to be an easy way for the thiolation of the PCR
product. The thiolated end allowed the immobilization of the
amplicon on the nano-AuGEC electrode in an easy way. This
double tagging PCR strategy opens new routes not onby for
immobilization purposes but also as an easy strategy for labeling
with gold or quantum dots during PCR.
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