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RESUMO

O presente trabalho relata o desenvolvimento de um biossensor amperométrico para
detec¢do do virus da Hepatite C (HCV) por meio da reacdo de hibridizagdo do DNA
imobilizado na superficie do eletrodo com o DNA complementar proveniente de amostras de
soro de pacientes. Neste dispositivo, a reacdo da enzima peroxidase com o substrato peréxido
de hidrogénio e com o mediador de elétrons acido S5-aminossalicilico ¢ utilizada como
marcadora da reagdo de hibridizag3o.

Estudos eletroquimicos e espectrofotométricos foram empregados na investigacdo do
produto da oxidagdo do mediador pela enzima, sugerindo-se que este seja um complexo
formado entre o Fe'" presente no grupo heme da peroxidase ¢ o grupo —NH, do acido
5-aminossalicilico. Este complexo sofre redug¢do na superficie do eletrodo resultando na
resposta analitica do sistema proposto.

Na construcdo do biossensor, os eletrodos de ouro, obtidos a partir de CDs gravaveis
denominados CDtrodos, foram modificados com monocamadas auto-organizadas de acido
lipdico 1,0 x 10 mol L' por 120 minutos. Estudos quimiométricos, por meio do
planejamento fatorial completo e fracionado, foram aplicados para obtengdo das melhores
condi¢des de imobilizagdo das biomoléculas, compreendendo a concentragdo e o tempo de
incubagdo dos CDtrodos nas solu¢des da proteina estreptavidina, da sonda de DNA especifica
para o HCV genotipos 1 e 3, do DNA complementar e do conjugado avidina-peroxidase,
marcador da reacdo de hibridiza¢do. O valor de cut-off foi determinado como sendo de
—0,599 pA e biossensor foi entdo aplicado em amostras positivas para HCV.

Os resultados mostraram que o biossensor desenvolvido ¢ adequado para aplicagdo em

amostras dos genoétipos 1 e 3, os quais prevalecem no Brasil.



ABSTRACT

This work presents the development of an amperometric biosensor for the detection of
Hepatitis C virus (HCV) through the reaction of hybridization of DNA immobilized on the
electrode surface with the complementary DNA (c-DNA) from serum samples of patients. In
this device, the reaction of the enzyme peroxidase with the substrate hydrogen peroxide and
with the electron mediator 5-aminossalicylic acid is used as hybridization label.

Electrochemical and spectrophotometric studies were carried out to investigate the
oxidation product of the mediator by the enzyme, suggesting that one is a complex formed
between the Fe*™ of heme peroxidase group and —NH, group of 5-aminossalicylic acid. This
complex undergoes reduction in the electrode surface resulting in the analytical response of
the proposed system.

For the construction of the biosensor, the gold electrodes, obtained from recordable
CDs namely CDtrodes, were modified with self-assembled monolayers of lipoic acid 1.0x 10°
mol L™ for 120 minutes. Chemometric studies, through the full and fractional factorial design,
were applied to obtain the best conditions for the biomolecules immobilization, including the
concentration and the incubation time of CDtrodes in the solutions of the protein streptavidin,
the DNA probe specific for the HCV genotypes 1 and 3, c-DNA and the avidin-peroxidase
conjugate, label of the reaction of hybridization. The cut-off value was determined as
-0599 pA and the biosensor was applied for HCV positive samples.

The results showed that the developed biosensor is suitable for application in samples

of genotypes 1 and 3, which are those that prevail in Brazil.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Organizagdo gendmica do HCV, adaptado de Wiesch et al®...............ccocovevivnnn. 24
Figura 2: Esquema de construg¢do do biossensor para 0 HCV.........cccoeiiiiniiiniiciniiieiee 40

Figura 3: Esquema da confec¢do de CDtrodos: 1) érea recortada do CD; 2) fita de
galvanoplastia para delimitacdo da area do eletrodo; 3) contato elétrico e revestimento com
168 dE tETIOM. 1. 41

Figura 4: Voltamograma ciclico tragado em solugdo tampdo fosfato-citrato 0,1 mol L™ pH 5,0
contendo K4Fe(CN) 1,0 x 10 mol L™ antes da limpeza da superficie do CDtrodo de ouro;
V=50 MV S oo 52

Figura 5: Voltamogramas ciclicos tracados em solu¢io tampdo fosfato-citrato 0,1 mol L™ pH
5,0 contendo K4Fe(CN)s 1,0 x 10” mol L™ antes (A) e apos (B) limpeza da superficie do
CDtrodo de ouro utilizando aplicag@o de potencial fixo em +0,5 V em solucdo de NaCl 0,5
MOl L™ por 5 min. (V=50 MV S™). cooeieeeeeeeeeeeee e 53

Figura 6: Voltamograma ciclico tragado em H,SO, 0,5 mol L™ sobre CDtrodo de ouro, v=100
TV S™. oottt 54

Figura 7: Voltamogramas ciclicos tragados em solug¢io tampdo fosfato-citrato 0,1 mol L™ pH
5,0 contendo K4Fe(CN)s 1,0 x 10” mol L™ antes (A) e apos (B) limpeza da superficie do

CDtrodo de ouro por ciclagens sucessivas em H;SO4 0,5 mol L.(v=30mVs"). ................ 54

Figura 8: Voltamogramas de onda quadrada tragados em solugdo tampdo fosfato-citrato 0,1
mol L' pH 5,0 contendo 5-ASA 5,0 x 10”° mol L, obtidos apos diferentes tempos a partir
do preparo. Insercdo: intensidades de corrente de pico obtidas em solugdo tampao fosfato-
citrato pH 5,0 em fung¢do do tempo, na auséncia (O0) e na presenca (m) de 5-ASA.
Parametros voltamétricos: f: 150 Hz, a: 0,05 Ve AEs. 0,002 V. .oooooiiiiiiiiiiiiiiniiiiiiiiiiiin, 55

Figura 9: Espectros UV-Vis da solugdo tampdo fosfato-citrato 0,1 mol L pH 5,0 contendo
5-ASA 5,0 x 10° mol L™ obtidos apés diferentes tempos a partir do preparo. Insergdo:
valores de Aygs em solugdo tampao fosfato-citrato pH 5,0 em funcdo do tempo, na auséncia
(O0) enapresenca (M) de S-ASA. ... e e 56

Figura 10: Voltamogramas ciclicos tragados em solucdo tampdo fosfato-citrato pH 5,0
contendo 5-ASA 1,0 x 10” mol L™ a velocidade de varredura de (1) 20; (2) 50; (3) 100,
(4) 200; (5) 300 € (6) 500 TNV S+ ..o 57

Figura 11: Graficos da I, Vs. V2 (A) e log Ipa VS. 108V (B).eooiiiiiiiiiiicicc 58



Figura 12: Voltamogramas ciclicos obtidos em solugdo tampdo fosfato-citrato pH 5,0
contendo 5-ASA 1,0x 10° mol L™ ap6s (1) primeira, (2) segunda, (3) terceira, (4) quarta e

(5) quinta varredura sucessiva @ 200 IV S ........o.ooviueueeeeeeeeeeeeeeeeeee oo 58

Figura 13: Voltamogramas ciclicos (50 mV s™) do 5-ASA 1,0 x 10° mol L em solugo
tampdo fosfato-citrato pH 5,0 na auséncia (A) e na presenca (B) de H,O5 3,5 x 10 mol L™
e HRP 5,0 x 10* U mL™. Inserc¢io: Voltamogramas ciclicos no intervalo de 0,30 a -0,30 V
do 5-ASA 5,0 x 10 mol L™ na auséncia (A) e presenca (B) de H,O, 3,5 x 10° mol L™ e
HRP 5,0 X 107 U L™ oottt 59

Figura 14: Voltamogramas de onda quadrada obtidos em solu¢do contendo 5-ASA 5,0 x 10™
mol L™, Hy0,3,5x 10° mol L' e HRP 5,0 x 10™ U mL"! apos tempos de reagdo de 2 (1); 5
(2); 7 (3); 10 (4); 15 (5); 20 (6); 25 (7) e 30 minutos (8). Condi¢des voltamétricas: f: 50 Hz,
a: 0,050 V e AEg: 0,010 V. Inser¢do: Dependéncia da corrente de pico com o tempo de
(e 107 10 R 60

Figura 15: Espectros UV-Vis das solu¢des contendo 5-ASA 5,0 x 10* mol L', H,0, 35x10°
mol L™ ¢ HRP 5,0 x 10 U mL™" apés tempos de reagdo de 0,5 (1); 1 (2); 2 (3); 3 (4); 5 (5);
7 (6); 10 (7); 15 (8); 20 (9); 25 (10); 30 (11) e 45 minutos (12). Insercdo: Variagdo da
absorbancia em 470 nm com o aumento do tempo de reagao. .........eeeevviieeeriiiieeeriiiieeens 61

Figura 16: Voltamogramas de onda quadrada da solu¢do contendo 5-ASA/H,O,/HRP em
solugdo tampdo fosfato-citrato 0,1 mol L™ pH 5,0 apés tempo de reagio de 5 minutos (1) e
para concentragdes de benzoquinona analisadas: 0,1 (2); 0,3 (3); 0,5 (4); 0,7 (5) e 1,0 x 10™
mol L™ (6). Inser¢do: resposta individual da benzoquinona. Condi¢des voltamétricas:
f: 50 Hz, a: 0,050 V € AEg: 0,010 V. iiiiiiiiieeiiieeeeeeee et 62

Figura 17: Voltamogramas de onda quadrada obtidos para a mistura 5-ASA/H,O,/HRP
contendo benzoquinona 1,0 x 10 mol L. Curva experimental (—) e curvas resultantes da

deconvolucdo para a mistura 5-ASA/H,O,/HRP (e*¢) e para a benzoquinona (---). ........... 62

Figura 18: Espectros de UV-Vis da solucdo 5-ASA (—), benzoquinona (---) e acido gentisico
(+++) em concentra¢des 5,0 x 10 mol L™ preparados individualmente em solugio tampao
fosfato-citrato 0,1 mol L™ pH 5,0 e da mistura 5-ASA/H,0,/HRP (-+-+-) ap6s 5 minutos de

TEACAOD. .eeeeieeiriieeiaeeeeeeeeetttnn i aaseeeeeeesssnnnnaseeeeesssssnsnnnnaseeesssssssnnnnnssseesssssssnnnnneseeeessssssnnnnnnns 63

Figura 19: Espectros UV-Vis da solugdo tampdo fosfato-citrato pH 5,0 (1) e da mistura de
acido gentisico 5,0 x 10* mol L™, H,0,3,5x 10° mol L™ ¢ HRP 5,0 x 10* U mL" apos
tempos de reacdo de 0; 1; 2; 5 € 10 minutos (2-6). ..cceeueieiiiniiiiieeeiiiiiee et 64

Figura 20: Voltamogramas ciclicos obtidos em: (A) solugdo tampao fosfato-citrato 0,1 molL™
pH 5,0; (B) 5-ASA 5,0 x 10 mol Lt (C) 5-ASA 5,0 x 10* na presenga de H>O; 3,5 x 107
mol L' e (D) 5-ASA 5,0 x 10'4, H,O; 3,5 x 10° mol L™ na presenga de HRP 5,0 x 10U
mL'l; V50 MV S ettt 65



Figura 21: Efeito do valor de potencial aplicado no monitoramento amperométrico do sistema
5-ASA/ H,0, 5,0 x 10" mol L ¢ 3,5 x 10° mol L™, respectivamente, em solucido tampao
fosfato-citrato 0,1 mol L™ pH 5,0, na auséncia (O) e na presenca (®) de 5,0 x 10* U mL"
da enzima HRP. ......oooiiiiii e e e 65

Figura 22: Voltamogramas ciclicos tracados em (A) solugio tampdo fosfato-citrato 0,1 molL™
pH 5,0 e (B) 4cido lipdico 1,0 x 10 mol L™; utilizando o CDtrodo de ouro, v=50 mV s™.

Figura 23: Voltamogramas ciclicos obtidos em (A) solugdo tampao fosfato-citrato 0,1 mol L™
pH 5,0 e (B) 4cido lipdico 1,0 x 10? mol L-1; utilizando o CDtrodo de ouro, v=50 mV s™.

Figura 24: Voltamogramas ciclicos obtidos em (A) solugdo tampdo fosfato-citrato 0,1 mol L™
pH 5,0; (B) K4Fe(CN)s 1,0 x 10~ mol L™ antes da modificagdo e (C) K4Fe(CN)s 1,0 x 107
mol L apds modificagio as superficie com 4cido lipdico 1,0 x 10% mol L™ por 120

IIULOS; VE 50 TV S - oot e e e e ee e s e s 70

Figura 25: Voltamogramas ciclicos tragados em solugdo tampdo fosfato-citrato 0,1 mol L™ pH
5,0 contendo K4Fe(CN)s 1,0 x 10”7 mol L™ referentes a: 1) (A) antes da modificacio e (B)
apds modificagdo com acido lipoico por 15 minutos. 2) (C) antes da modificagdo e (D) apos
modificagdo com acido lipdico por 30 minutos. 3) (E) antes da modificacdo e (F) apods
modificagdo com 4cido lipdico por 60 minutos. 4) (G) antes da modificagdo e (H) apos

modifica¢do com 4cido lipdico por 120 minutos. v=>50 MV ™ .......ccooevvireerieeeeeeenan. 71

Figura 26: Voltamogramas ciclicos tracados em solugéo tampéo fosfato-citrato 0,1 mol L™ pH
5,0 contendo K4Fe(CN)s 1,0 x 10> mol L™ apés modificagio do CDtrodo de ouro com a
SAM de acido lipdico por (1) 15 minutos e (2) 120 minutos aplicando a velocidade de
VAITedUura de 0,1 TV 8™ oot e et 73

Figura 27: Intensidades de corrente obtidas por amperometria nas condig¢des: 1) CDtrodo sem
monocamada: (o) solugdo tampdo fosfato-citrato pH 5,0; (o) 5-ASA/H,0, 5,0 x 10 mol
L' e3,5x10” mol L, respectivamente; (*) sistema 5-ASA/H,0; na presenca de HRP 5,0
x 10* U mL™. 2) CDtrodo com monocamada em diferentes tempos de formagio: (V)
solugdo tampdo fosfato-citrato pH 5,0; (A )5-ASA/H,0, 5,0 x 10* mol L™ ¢ 3,5 x 107 mol
L™, respectivamente; (%) sistema 5-ASA/H,0, na presenca de HRP 5,0 x 10" U mL™". O
sistema operou a -0,050V VS. AGIAGCL. ...oooiiiiiieie e 74

Figura 28: Grafico de Pareto: influéncia dos parametros na imobilizagdo da STA sobre
CDtrodo de ouro modificado com SAM. Cgsra=concentra¢do da estreptavidina; Cgpc=

concentrag@o da carbodiimida, t incub = tempo de iIncubagao. ..........ccccvveeeeriiiiieeniiieeenns 76



Figura 29: Tendéncia da intensidade de corrente para os niveis alto e baixo para cada variavel.
Csta= concentracdo da estreptavidina; Cgpc= concentragdo da carbodiimida, t incub=

teMPO € INCUDAGAD. .. ..uvviiieeiiiiiie ettt e et e e et e e e eeitb e e e e sntbeee e e esbeeeeenneseeeeas 77

Figura 30: Grafico de Pareto: influéncia dos parametros na imobilizagdo das sondas de DNA e
do conjugado a-HRP. t,yrp= tempo de incuba¢do de a-HRP; C,yrp= concentrag¢do de a-
HRP; t.pna= tempo de incubagdo de c-DNA; t, pna= tempo de incubagdo de b-DNA...... 80

Figura 31: Tendéncia da intensidade de corrente para os niveis alto e baixo para cada variavel.
to-ona= tempo de incubagdo de b-DNA; t.pna= tempo de incubacido de c-DNA;. Cyprp=
concentragdo de a-HRP; t, yrp= tempo de incubagdo de a-HRP. ..........ccccoeviiiiiiniiiinnnn, 81

Figura 32: Grafico de Pareto: influéncia dos pardmetros na imobilizagdo do DNA
complementar ¢ do conjugado a-HRP. C,urp= concentracdo de a-HRP; t.pna= tempo de

incubagdo de c-DNA; t,.urp= tempo de incubagdo de a-HRP.............cccoiiiiiiiiiiinin, 82

Figura 33: Tendéncia da intensidade de corrente para os niveis alto e baixo para cada variavel.
teona= tempo de incubagdo de c-DNA;. C,.yrp= concentracdo de a-HRP; t, yrp= tempo de
INCUbACA0 de a-HRP......oooiiiiiiiiee e 83

Figura 34: Variagdo da intensidade de corrente frente ao aumento da concentragcdo do
conjugado a-HRP utilizado como marcador da reagdo de hibridizagdo na auséncia (©) e na

presencga (@) do DNA COMPIEMENTAT. ......ccvviiieiiiiiiieeiiiiee et e e 84

Figura 35: Cronoamperogramas obtidos utilizando o biossensor aplicado em amostras

negativas (===) e positivas (—) para HCV genotipo l........cccccerieriiiiiiiiiiiiiiiiieeeeiieeee 85

Figura 36: Intensidades de corrente obtidas na aplicacdo do biossensor amperométrico em

amostras negativas (©) e positivas (@) para HCV 1 apods 6 dias de armazenamento a -4 °C.

Figura 37: Intensidades de corrente obtidas na aplicacdo do biossensor amperométrico em

amostras negativas (0) e positivas (®) para HCV 3 apoés 8 dias de armazenamento a -4 °C.

Figura 38: Intensidades de corrente obtidas na aplicagdo do biossensor amperométrico em
amostras negativas (0) e positivas (e) para HCV 1 apos 16 dias de armazenamento a -4 °C.



LISTA DE ESQUEMAS

Esquema 1: Reagdes de oxidagio do 5-ASA sobre eletrodo de carbono vitreo.™*.................. 57

Esquema 2: Formagdo do Composto I por meio da oxidagdo da HRP pelo H,O,, adaptado de
Filizola et al. ' .. oo 66

Esquema 3: Proposta do mecanismo de oxidacdo do 5-ASA pela enzima HRP na presenca de
HoO . ettt 67

Esquema 4: Adsor¢ao do acido lipdico sobre o CDtrodo de ouro apos 15, 30 e 120 minutos de
EXPOSICAO. uvtvieeeiitreeeeittteeeesttteeeeatteeeeesstsaeesanssseeeeaasssaeesaasssseesaasssseeeeanssaeeseannsaeeeeannsaeeeanes 72

Esquema 5: Reagdo de acoplamento da molécula de STA a SAM de acido lipdico por meio da
EDC. Adaptado de Hermanson et al.'®” ............cocoiimiiiieeeeeeeee e 77



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Matriz de planejamento fatorial completo de trés variaveis e dois niveis............... 48
Tabela 2: Matriz de planejamento fatorial fracionado de seis variaveis e dois niveis............. 49
Tabela 3: Matriz de planejamento fatorial fracionado de quatro variaveis e dois niveis......... 50

Tabela 4: Porcentagem de perda do recobrimento da superficie dos CDtrodos de ouro pela
SAM de acido lipdico apos ciclagens sucessivas em K4Fe(CN)g para diferentes tempos de

MOAIFICAGAD. ..vvvviiiiiiiiieicee e et e e e e e e et e e e e e e e e e e e eataaaeeeeeeeeeseaanssaeeens 73
Tabela 5: Matriz de planejamento fatorial completo 2° e intensidades de corrente obtidas75
Tabela 6: Intensidades de corrente obtidas para as diferentes modificagcdes dos CDtrodos.... 78

Tabela 7: Matriz de planejamento fatorial fracionado 2°° e intensidades de corrente
ODEIAAS ..t ettt 79

Tabela 8: Matriz de planejamento fatorial fracionado 2*' e intensidades de corrente
ODEIAAS .. ettt 81

Tabela 9: Resumo das condigdes otimizadas para a constru¢do do biossensor para Hepatite C



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

HCV — Virus da Hepatite C

DNA - Acido Desoxirribonucléico

RNA — Acido Ribonucléico

PCR — Reagdo de Polimerase em Cadeia

RT-PCR — Reagdo Transcriptase Reversa seguida de Reacdo de Polimerase em Cadeia
ELISA — Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay
HRP — Horseradish Peroxidase

SAM - Self-Assembled Monolayer

STA — Estreptavidina

BSA — Albumina de Soro Bovino

b-HRP —Horseradish Peroxidase marcada com biotina
a-HRP —Horseradish Peroxidase marcada com avidina
EDC — 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida
b-DNA — DNA marcado com biotina

c-DNA — DNA complementar

5-ASA — Acido 5-Aminossalicilico

5-ASA-QI — Quinona-Imina

CD-R — Compact Disc Recordable (CD gravavel)
PGE — Pencil Graphite Electrode



SUMARIO

1. INTRODUGAO . .....ooueeerrerernneresesnssesessssssesessssssesessasssssesssssssesssssesssssssessssassessasssasens 22
1L A HEPATITE C .ottt ettt et e e nna e e e nnae e e nneeeenneeas 22
1.2. O VIRUS DA HEPATITE C (HCV) ..ovieeieceeeeee ettt 24
1.3. DIAGNOSTICOS PARA O HCV ..ottt en v, 25

1.3.1. Testes sorologicos para o diagndstico da infecgdo por HCV........coovviiiieniinenns 25
1.3.1.1. Testes de rastreamento do HCV .........cocciiiiiiiiniiiiiiiiiecccec e, 25
1.3.1.2. Testes suplementares para anti-HCV ...........ccccooviiiiiiiniiiieiiieeeeee e, 26

1.3.2. Ensaios moleculares de deteccdo do HVC...........oovviiiiiiiiiiiiiiiiicceeeieeeeee, 27
1.3.2.1. Testes qUAlItAtIVOS. .....uuiieeriiiieeeiiiiee e ettt e e ettt e e e et e e e ireeeeeeibeeeeeeeraeeeenes 27
1.3.2.2. TeStes qUANLILALIVOS. .....eeeeiriiieeeiiiieeeeiiiieeeeieeeeeesibaeeeeeereeeeeseneeeeeessaeeaennes 28

1.3.3. Determinag@o do gendtipo do HCV .....oiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee e 28

1.4. ALTERNATIVAS PARA A DETECCAO DA HEPATITE C..ooovvvvveveeeeeeeeeee e 30
1.5. BIOSSENSORES ... .ottt e et e e e eeanne e nes 31

1.5.1. Tipos de imobilizacdo de biomoléculas sobre a superficie de transdutores ......... 33

2. OBJIETIVOS cuuuiitiiiineiinnntcisntisssessssessssssssssssscsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 37

3. PARTE EXPERIMENTAL ....cucconviiininnneinsrennsaecssencsesssssssssssssesssssssssssssesssssssssssssssssnssns 38
3.1. REAGENTES E SOLUGOES .......oiiieieicieeeceee et 38
3.2, INSTRUMENTAGAO ..ottt 39
3.3. METODOLOGIA ...ttt e et e et e e anbeeeenes 39

3.3.1. Construgao do DIOSSENSOT .....ccceeeuiiiiiiiieeeeeeeeciiiiee e e e e e e et e e e e e e e e e eerbraeeeeeeeeas 39

3.3.2. PARTE 1: ESTUDO DO MECANISMO DE RESPOSTA DO BIOSSENSOR

UTILIZANDO A ENZIMA HRP NA PRESENCA DE 5-ASA E HyOs..ccvvvvvvvvvviiinns 41
3.3.2.1. Construgao dos eletrodos a partir de CDs gravaveis ..........ccceecuvveeeenineeeeennns 41
3.3.2.2. Avaliagdo da limpeza da superficie dos CDtrodos de ouro ..............cceueeeee 41
3.3.2.3. Construgao dos eletrodos de grafite de lapiseira (PGE) ...........ccceoiveeennne 42
3.3.2.4. Estudo da estabilidade da solug@o de 5-ASA ........cciiiiiiiiiiiiieeeeeeee, 42
3.3.2.5. Comportamento eletroquimico do 5-ASA sobre eletrodo de grafite............. 43
3.3.2.6. Avaliagdo da interagdo do 5-ASA com a HRP na presenca de H,O;............ 43

3.3.2.7. Estudo da adi¢do de benzoquinona e acido gentisico ao sistema 5-

ASATH2O2/HRP i 44



3.3.2.8. Comportamento eletroquimico do sistema 5-ASA/H,0O,/HRP sobre CDtrodo

& QUL 1. ettt e et e e e et e e e e 45
3.3.2.9. Proposta de mecanismo de interagdo entre 0 5-ASA ea HRP...................... 45
3.3.3. PARTE 2: DESENVOLVIMENTO DO BIOSSENSOR........c.cccccviiiiiiiaienee. 45

3.3.3.2. Avaliagdo da formagao da monocamada de 4cido lipdico sobre a superficie do
CDLIOAO @ OUTO.....eeiiiie ettt et ettt ettt e et e e eeenaeeenas 46

3.3.3.3. Influéncia da SAM sobre a atividade catalitica da enzima HRP em solucdo 46

3.3.3.4. Imobilizagdo da proteina STA via EDC sobre a SAM de acido lipdico........ 47
3.3.3.5. Imobilizagdo das sondas de DNA e do conjugado a-HRP...............ccceeee. 48
3.3.3.6. Determinacdo do valor cut-off e aplicacdo do biossensor em amostras
POsitivas Para HCV ..ot 51
4. RESULTADOS E DISCUSSAQ.....cuuiminininininsincssissessessessessssssssssssssssssssssssssssssasss 52

4.1. PARTE 1: ESTUDO DO MECANISMO DE RESPOSTA DO BIOSSENSOR

UTILIZANDO A ENZIMA HRP NA PRESENCA DE 5-ASA E HyOz...ovevvviiiiiiiieiieee 52
4.1.1. Avaliagdo da limpeza da superficie dos CDtrodos de ouro.............cccvvveeeennneennn. 52
4.1.2. Estudo da estabilidade da solugdo de 5-ASA........cceeeiiieiiiiiieieeee e, 55
4.1.3. Comportamento eletroquimico do 5-ASA sobre eletrodo de grafite de lapiseira
(PGE) ettt et et ettt 56
4.1.4. Avaliagdo da interagdo do 5-ASA com HRP na presenca de H,O; ..................... 59

4.1.5. Estudo da adi¢@o de benzoquinona e acido gentisico ao sistema 5-ASA/H,O,/HRP

OUTO .ttt e ettt e e ettt e e ettt e e ettt e e ettt e e e aba et e e e e et b et e e e ettt e e e e aabb e e e e et bt et e eabn e e e e et e e e e eaan 64
4.1.7. Proposta de mecanismo de interacdo entre 5S-ASA e HRP .........cccooiiininnn. 66
4.2. PARTE 2: DESENVOLVIMENTO DO BIOSSENSOR ......cccoveiiiiiiiiiienieiieeseeeieen 68
4.2.1. Comportamento do acido lipdico em SOIUGAOD ......ccuvvvieeeriiiiieeiiiie e, 68

4.2.2. Avaliagdo da formagdo da monocamada auto-organizada de 4cido lipdico sobre a
superficie dos CDrodos de OUI0.........ccovuuiiiriiiiiiiiieriiie ettt 69
4.2.4. Imobilizagdo da proteina estreptavidina (STA) via EDC sobre a SAM de acido
JIPOICO .ttt ettt e 75
4.2.5. Imobilizagdo das sondas de DNA e do conjugado a-HRP..............coccceniiniin. 78



4.2.6. Determinagdo do valor cut-off e aplicagdo do biossensor em amostras positivas

PATA HOCV Lot e e e e ettt e e e e e e e ettt e e e e e e e e e netaeaeeas 84
5. CONCLUSOES ... oeeeeveeeeeeesressesssessessessessssssessessessssssensessessesssssssssessesssssssnsessessessssasensenes 88
6. PERSPECTIVAS FUTURAS ..veveeeeeeseeseensesessessessenssssssessesssnsessssessessansasssssssessensensnes 89

REFERENCIAS ..o eeeveeeveeeeeeeesesessssessssessessssssssssssssssessssessasensssssssssssssensasessssesssssnssssnssssnes 90



22

1. INTRODUCAO

1.1. A HEPATITE C

De acordo com a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), a Hepatite C atinge cerca de
170 milhdes de pessoas no mundo, sendo 3,2 milhdes somente no Brasil. Com a descoberta
do virus da Hepatite C (HCV) em 1989 por Michael Houghton e colaboradores, o nimero de
casos agudos de Hepatite C diminuiu em torno de 80%. Porém, como age silenciosamente, a
doenga raramente provoca sintomas especificos, torna a Hepatite C um dos mais sérios
problemas de saude publica.'

Apesar do HCV ser um agente de baixa infectividade e replicagdo lenta, 50 a 80% dos
pacientes que apresentam a forma aguda de hepatite, evoluem a uma infec¢do persistente,
assintomatica e, em torno de 10 anos, teriam uma hepatite cronica ativa e com progressio para
cirrose hepatica. Diversos fatores podem influenciar na evolugdo doenga, tais como, carga
viral, gendtipo, idade avangada, co-infeccdo de HIV, alto indice de massa corporal e consumo
de alcool. Com o quadro definido de evolugdo para cirrose hepatica, em média de 13 anos este
paciente poderd apresentar um quadro de hepatocarcinoma. Estudos revelam que a
expectativa de vida é de 5 a 10 anos para 91% dos pacientes com cirrose hepatica compensada
(quando o figado tem lesdes, mas funciona normalmente), enquanto nos pacientes com cirrose
hepética descompensada (o figado tem lesdes e ndo funciona normalmente), que pode
conduzir a ascite, peritonite, varizes esofagicas, complica¢des neuroldgicas como
encefalopatia hepatica e coma hepatico, a expectativa de vida nio chega a 5 anos.”

Apds a exposi¢do ao virus, o individuo infectado passa por um periodo de incubagdo
que pode variar de um a cinco meses. Entre 30% a 40% dos adultos com infec¢do aguda pelo
HCV apresentam sintomas leves, predominando febre, mal-estar, fadiga, nduseas, vomitos e
discreta dor abdominal. Assim, a evolugdo da fase aguda para a cronica pode passar
despercebida.’

Os fatores de contaminag@o s@o o uso de drogas injetaveis, que representam 2/3 das
novas infecgdes, e acidentes com instrumentos perfurocortantes (agulhas, tesouras, bisturis,
laminas e alicates de unha) quando néo esterilizados corretamente, pois o virus ¢ resistente e
pode sobreviver fora do organismo por até 72 horas. O contagio da Hepatite C também pode
ocorrer por transfusdo de sangue, colocacdo de piercing, pela agulha e tinta utilizadas em

tatuagem e também em hemodidlises. Nao hd comprovacdo de contaminagdo por fluidos
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corporais, como saliva, suor, lagrima, sémen ou leite materno. Abracos, beijos, compartilhar
pratos, copos, talheres, sabonetes ou roupas ndo contaminam. A eventual transmissdo sexual,
geralmente ¢ associada a presenca de feridas causadas por doencas sexualmente
transmissiveis.

O tratamento da Hepatite C objetiva deter a progressdo da doenca hepatica pela
inibicdo da replicagdo viral. A combina¢do de dois medicamentos, o interferon convencional
ou interferon peguilado mais a ribavirina, representa hoje o tratamento padréio para pacientes
com Hepatite C cronica.

O interferon ¢ uma proteina produzida pelo organismo em resposta a um agente
infeccioso, inibindo ou interferindo na replicacdo dos virus e protegendo as células sadias. Foi
denominado interferon justamente por interferir, de modo a ajudar, nos mecanismos de
defesa. O interferon para uso terapéutico ¢ produzido sinteticamente e foi o primeiro
tratamento para Hepatite C cronica aprovado pelo FDA (Food and Drug Administration). O
uso do interferon provoca um estimulo no sistema imunoldgico que passa a agir contra o
HCV, obtendo, assim, uma resposta natural.®

Pesquisas mostram que o interferon pode também melhorar as fun¢des do figado,
diminuindo a fibrose, mesmo que apos o tratamento o virus ndo tenha sido eliminado. Além
disso, impede que novas células sejam infectadas e reduz o risco de evolugdo para cancer de
figado nos pacientes que tém cirrose causada pela infecgio do HCV.” No entanto, a
efetividade do interferon ¢ limitada por fatores como baixa estabilidade e meia-vida curta. A
bioatividade do interferon nativo pode ser melhorada por meio do processo de peguilagdo, que
consiste em acoplar uma molécula de polietilenoglicol (PEG) a uma molécula de interferon. A
molécula de polietilenoglicol ndo tem ag@o sobre organismo, sendo usada apenas para
modificar o interferon convencional. O PEG envolve a molécula de interferon fazendo com
que o organismo ndo o reconheg¢a como um agente estranho, tornando todo o processo que
ocorre dentro do organismo (desde o momento em que o medicamento ¢ aplicado até sua
eliminagdo) mais lento, fazendo com que o interferon permaneca por mais tempo agindo antes
de ser eliminado. Dessa maneira, h4 um maior contato entre o interferon peguilado e o virus,
podendo o medicamento ser administrado apenas uma tinica vez por semana.”

Em 1998 houve um avango no tratamento contra a Hepatite C com a associa¢do da
ribavirina, que proporcionou significativa melhora nas respostas. A ribavirina ¢ um
medicamento que exibe atividade in vitro contra uma gama de virus, e quando usada em

. . . . . N . 6
conjunto com o interferon ou interferon peguilado, melhora a resposta do paciente a terapia.
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A incidéncia de Hepatite C pode ser reduzida pelo rastreamento adequado de doadores
de sangue nas ultimas décadas, sendo que 5% dos novos casos sdo adquiridos dessa forma. A

melhor maneira de prevengao reside no combate ao uso de drogas endovenosas.

1.2. O ViRUS DA HEPATITE C (HCV)

A Hepatite C é causada pelo virus do género Hepacivirus da familia Flaviciridae,
sendo seu genoma constituido por uma hélice simples de RNA de polaridade positiva
medindo 9,7 kilobases de comprimento. Na poliproteina, com uma unica sequéncia
codificadora (ORF: “Open Reading Frame”) com aproximadamente 3100 aminodacidos,
distinguem-se as proteinas estruturais: core, E1 ¢ E2 e as ndo estruturais ou NS (1 a 5), essas
Giltimas responsaveis pela replicagdo viral’ (Figura 1). A regido nio codificadora (UTR) de
324-341 nucleotideos no final da regido 5' e uma 3' UTR de comprimento variavel incluindo
uma cauda poli U. A 5' UTR contém um IRES (Internal Ribosome Entry Site) que faz a

mediacdo da ligagio do RNA com o ribossoma.®

SUTR Open Reading Frame 3'UTR

I Proteinas estruturais , Proteinas ndo-estruturais I
I ) ~l

N Y T

Envelope Metaloproteinase Cofator RNA Polimerase
Nucleocapsideo Serina Protease
A Heli
RNA Helicase EN.PKR
Transmembrana Repressor

Figura 1: Organizagio gendmica do HCV, adaptado de Schulze zur Wiesch et al.®

A andlise filogenética das sequéncias gendmicas permitiu a caracterizacdo de 6
gendtipos (1 a 6) que sdo subdivididos em grupos a, b, ¢, etc. Dentro de um mesmo genotipo e
subtipo podemos ainda ter variacdes do HCV, que sdo denominadas quasispecies. Isso ¢
possivel devido a replicacdo imperfeita do virus, com o surgimento de pequenas e constantes
mutacdes. Como consequéncia, ainda ndo héd perspectiva em médio prazo de uma vacina
eficiente. A maior ou menor diversidade das quasispecies parece estar relacionada com a

pressdo imunoldgica, geralmente pequena nas fases iniciais da doenga, com aminotransferases
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normais, sendo de alta heterogeneidade nos casos de doenga hepatica mais avangada e/ou
baixa resposta terapéutica.’

A replicag@o do virus dentro da célula ocorre por meio da ligacdo de suas proteinas
ndo-estruturais a membrana do reticulo endoplasmatico. Esse mecanismo forma um complexo
de replicagdo que otimiza o processo de producdo de novas particulas virais, protegendo-as da

degradacdo intracelular.

1.3. DIAGNOSTICOS PARA O HCV

Clinicamente, os pacientes com suspeita de infec¢@o pelo virus HCV sdo monitorados
por diversos indicadores bioquimicos e, ainda, saber o genodtipo prevalecente em determinada
populagdo ¢ fundamental para direcionar a duragdo da terapia usando interferon e ribavirina.

Os testes de diagnodsticos da Hepatite C podem ser divididos em duas categorias
principais: 1) sorologia que detecta anticorpos contra o HCV (anti-HCV) e 2) ensaios

moleculares, que detectam, quantificam e/ou caracterizam o RNA do HCV."’

1.3.1. Testes soroldgicos para o diagnostico da infeccio por HCV

1.3.1.1. Testes de rastreamento do HCV

Particulas de HCV geralmente persistem no sangue, figado, e linfocitos apesar da
presenca de resposta de imunidade humoral para a maioria das proteinas de HCV. A deteccio
de anticorpos contra antigenos especificos do HCV ¢ a maneira mais frequentemente
empregada para identificar a infec¢@o. Para isso, sdo utilizados testes de rastreamento, que
apresentam alta sensibilidade, e testes suplementares, também denominados confirmatorios,
com maior especificidade. "’

Muitos dos testes de rastreamento empregam o ELISA (Enzyme Linked Immuno
Sorbent Assay), que sdo testes imunoenzimaticos que permitem a detec¢do de anticorpos
especificos no plasma sanguineo. O método consiste em adsorver o antigeno em uma placa de
poliestireno, seguido da adi¢do do soro teste na placa, permitindo que os anticorpos
especificos liguem-se aos antigenos. Apos um periodo de incubagdo, a placa é lavada para
retirar os anticorpos ndo ligados. Para detectar os anticorpos ligados aos antigenos ¢ utilizado
um conjugado (anticorpo antiimunoglobulina ligado quimicamente a uma enzima). E

adicionado um substrato cromogénico para detectar a presenga da ligagcdo antigeno-anticorpo
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e a intensidade da cor desenvolvida pelo substrato € proporcional & quantidade de anticorpos
(especificos para o antigeno) presente no soro. Essa intensidade de cor pode ser analisada por
um espectrofotdmetro, permitindo uma analise quantitativa.'?

O teste ELISA I de primeira geracdo para o HCV (nfo mais utilizado na pratica
clinica), tinha como alvo somente um antigeno, o polipeptideo c100-3, da regido no-
estrutural NS4. Trés geragdes de testes de anti-HCV tém sido desenvolvidos para aumentar a
sensibilidade e especificidade. A segunda geragdo do teste ELISA (ELISA II) surgiu em 1992
nos Estados Unidos, tendo incorporado duas proteinas recombinantes do HCV: c22-3
(derivada da regido estrutural, ou core) e c33-c (derivada da regido ndo estrutural NS3). A
proteina c33-c foi fusionada com o antigeno ¢100-3 para formar a proteina c200. Em relacio
ao ELISA I, o ELISA II aumentou tanto a sensibilidade quanto a especificidade, reduzindo a
taxa de falso-positivos, identificando cerca de 95% dos pacientes infectados com o HCV e
reduziu de 16 para 10 semanas o tempo médio de soroconversdo, ou seja, 0 tempo
transcorrido entre a infec¢do e o surgimento do anticorpo.'® O teste ELISA de terceira geragio
(ELISA TIII) incluiu antigenos recombinantes ou peptideos sintéticos para captura de
anticorpos e adicionou um antigeno da regido NS5. A principal vantagem dessa nova geragao
do teste foi a redugdo do tempo médio de soroconversdo, que passou para 7 a 8 semanas,
além de um aumento na sensibilidade de até 97%.">'* Apesar da grande melhora na
sensibilidade e a redu¢do na taxa de falso-positivos a partir da primeira geracdo, os testes
ELISA nd3o confirmam todas as pessoas infectadas com o HCV. Deste modo, testes

confirmatorios tém sido empregados.

1.3.1.2. Testes suplementares para anti-HCV

A baixa especificidade dos testes ELISA determinou o desenvolvimento de testes
suplementares para a confirmag¢do diagnostica da infec¢do pelo HCV em individuos com
resultados positivos. Nos testes suplementares, a especificidade indica a propor¢do de
individuos com resultado negativo quando a infec¢do estd ausente (padrdo negativo
inequivoco). Contudo, um resultado positivo mesmo em um teste suplementar, nem sempre ¢
indicativo de infecc¢do, visto que os pacientes que se recuperam da infec¢do podem apresentar
o anti-HCV positivos durante anos."'

Entre os testes suplementares ou confirmatorios, encontram-se os testes comerciais

RIBA (Recombinant Immunoblot Assay) e LIA (Line Imunoassay). Os testes sdo interpretados
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como positivo, indeterminado, ou negativo e a interpretacdo depende do tipo e a versdo do
ensaio e os critérios do fabricante."” No entanto, um resultado positivo no teste RIBA ou LIA
confirma a reatividade de anti-HCV especifica. O problema surge quando o resultado ¢
indeterminado ou até mesmo um resultado negativo. E provavel que o paciente possa estar
dentro do periodo de soroconversdo ou pode ter uma resposta de anticorpos insuficiente,
como observado em pacientes que passaram por transplante de 6rgdo. Nestes casos, testes

moleculares do RNA do HCV sdo necessarios.

1.3.2. Ensaios moleculares de detec¢ao do HVC

1.3.2.1. Testes qualitativos

Uma viremia ¢ uma indicacdo direta da replicacdo do RNA do HCV que pode ser
detectado no soro e plasma sanguineo. O padrio para o diagndstico de infeccdo pelo HCV ¢é a
determinagdo do RNA do HCV através de RT-PCR (Reverse Transcription Polymerase
Chain Reaction).” O método utiliza sondas de acido nucléico (sondas genéticas, ou primers),
que sdo fragmentos de DNA ou RNA com estrutura complementar a uma sequéncia do acido
nucléico a ser detectado. A PCR possibilita amplificar sequéncias genéticas especificas, de tal
modo que uma unica molécula de DNA possa ser detectada na presenca de milhdes de
outras.'' A enzima transcriptase reversa utilizada na técnica de RT-PCR catalisa a sintese do
DNA complementar (c-DNA) a partir da regido 5'UTR do RNA viral. Em seguida ocorre a
amplificacdo do c-DNA, produzindo quantidades suficientes para serem detectadas em gel de
agarose. A RT-PCR ¢ uma técnica que requer cuidados extremos para evitar resultados falso-
positivos devido a contaminacao.

Outro método empregado para a detecgdo qualitativa do RNA do HCV ¢ a
amplificagdo mediada pela transcriptase TMA (Transcription-Mediated Amplification). Este
ensaio consiste em trés passos, sendo a captura, na qual o RNA do HCV ¢ liberado das
particulas virdticas, a amplificacdo, etapa na qual sdo adicionados a enzima transcriptase
reversa e os primers e, finalmente, a detecgdio por meio de ensaios de hibridiza¢do.”” E um
método rapido e capaz de detectar menos de 50 copias/mL dos principais gendtipos do HCV.

Na pratica clinica, na maioria dos pacientes o diagndstico comeca pela pesquisa de
anticorpos contra o0 HCV através do teste ELISA. No entanto, em pacientes com hepatite
cronica que sdo negativos para a presenca de anti-HCV (como os pacientes em hemodidlise

ou submetidos a transplante de 6rgdos) ¢ necessario utilizar o teste PCR qualitativo. O teste é



28

também preconizado para hepatite aguda no periodo de janela imunoldgica, quando o RNA

do HCV pode ser detectado uma semana apds a exposi¢ao.
1.3.2.2. Testes quantitativos

A medida do nivel de RNA do HCV (ou a carga viral) no soro ou no plasma é uma
importante ferramenta para avaliar e administrar as taxas de replicag@o viral e de eliminagao
do virus pelo hospedeiro. Foram desenvolvidas basicamente duas técnicas para a
quantificagdo do HCV, sendo que uma utiliza a tecnologia da PCR quantitativa e a outra a do
branched-DNA (bDNA).'® Esta tltima se baseia na amplifica¢io de um sinal, ¢ nio do DNA
alvo, como ocorre na PCR. O 4cido nucléico do agente infeccioso, se presente na amostra, ¢
capturado por sondas, hibridizado com fitas de DNA que possuem inumeras ramificacdes e
revelado pelo sistema indicador. Esse sistema ¢ composto de oligonucleotideos
complementares conjugados a enzimas com atuago sobre um substrato quimiluminescente.'®
Assim, o “sinal de amplificagdo” ¢ obtido sem amplificacdo do 4cido nucléico do virus.

Dois ensaios comercialmente disponiveis, muito utilizados para avaliacdo da carga
virdtica do HCV sdo o Quantiplex” HCV RNA, baseado na quantificagdo por amplificacdo do
sinal (bDNA) e o Amplicor® HCV Monitor Test, que se baseia na técnica de RT-PCR."

Outras técnicas para a quantificacdo do HCV estdo sendo desenvolvidas, sendo que

uma das mais promissoras utiliza sistemas de detec¢io em tempo real.'*
1.3.3. Determinacio do genotipo do HCV

Como visto, ha pelo menos 6 gendtipos e mais de 50 subtipos conhecidos do virus
HCV, e no Brasil os mais frequentes sio os gendtipos 1 ¢ 3."” O gendtipo dominante na
infeccdo ajuda a definir a epidemiologia da Hepatite C e o conhecimento do genétipo do HCV
¢ fundamental para o aconselhamento terapéutico da doenga. Pacientes com gendtipos 1 e 3
sdo de 2 a 3 vezes mais propensos a responder a uma terapia com interferon do que os
pacientes com gendtipo 2. Outro fator importante estd no emprego de uma combinagido de
terapias, em que a dose recomendada e a duragdo do tratamento sdo dependentes do gendtipo
presente. Por exemplo, para pacientes com genotipos 2 e 3, um tratamento combinando doses
didrias de interferon e 800 miligramas de ribavirina durante 24 semanas ¢ adequado, porém
para pacientes com genoétipo 1, é recomendado um tratamento de 48 semanas e alta dosagem

de ribavirina (1000 a 1200 mg diérias). Por essas razdes, o teste para o gendtipo do HCV ¢
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clinicamente recomendado. Uma vez identificado o genotipo, ndo é necessario refazer o teste,
os gendtipos ndo sdo alterados durante o curso da infeccdo.'®

Uma variedade de métodos tem sido desenvolvida para determinar o genotipo de uma
infeccdo por um especifico virus HCV, podendo ser separados em duas categorias: (1) testes
que utilizam sequenciamento nucleotidico e andlise filogenética de genes especificos do HCV
(2) e testes de rastreamento, que detectam pontos de mutagdes dentro do genoma do HCV."

O método mais adequado para determinar o genétipo do virus HCV inclui o
sequenciamento de regides especificas do genoma do virus e compara¢do com sequéncias
obtidas pelo mapeamento filogenético de gendtipos conhecidos. Os genes do envelope (E1) e
regido NS5B tém sido os genes mais utilizados para este objetivo. Apesar desses métodos
oferecerem a maneira mais precisa para determinar o gendtipo do HCV, sdo técnicas
demoradas e requerem alto custo operacional para uso em rotina clinica."”

Os testes de rastreamento dos gendtipos do HCV sdo mais rapidos e baratos para a
determina¢do do HCV, sendo vidveis em laboratdrios clinicos. Trés desses métodos aplicam o
uso da técnica de PCR: (1) uma técnica usa iniciadores construidos com sequéncias Unicas
para um gendtipo especifico. Apenas espécimes de HCV que contém essas sequéncias
especificas de determinado gendtipo sdo amplificados. Os iniciadores genotipo-especifico
para ambas as regides do core e NS5B tém sido usados neste tipo de ensaio. (2) Uma outra
maneira baseia-se nos sitios Unicos de restricdo para a maioria dos gendtipos do HCV. O
gendtipo do virus pode ser inferido pela digestdo dos produtos amplificados por PCR através
de enzimas especificas de restricdo e determinacdo da migragdo diferencial dos fragmentos de
acidos nucléicos resultantes por eletroforese em gel de agarose. (3) A outra possibilidade para
o rastreamento do genotipo do HCV usa sondas genotipo-especifica, que sdo imobilizadas em
tiras de nitrocelulose. Os produtos amplificados por PCR proveniente da regido 5’UTR do
genoma do HCV hibridizam-se com as sondas presentes na tira de nitrocelulose apenas
quando a sequéncia amplificada é complementar a sequéncia de uma sonda genotipo-
especifica imobilizada. Este ensaio é denominado como “line probe” ou hibridizagdo “dot-
blot” reversa, estando disponivel comercialmente para a genotipagem do HCV em
laboratérios de analises clinicas (INNO-LiPA, Immunogenetics®, Belgium). Contudo todos
esses métodos para determinagdo do geno6tipo do HCV presente em determinada populagdo
sio relativamente caros.'’

O gendtipo do HCV também pode ser determinado por anticorpos gendtipo-
especificos. Esses anticorpos sdo identificados pela reacdo do soro do paciente com antigenos

gendtipo-especificos presentes num teste em imunoblot. A regido NS4 mostrou ser a melhor
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forma de sorotipagem, pois este gene codifica epitopos que podem ser usados para distinguir
os genotipos de 1 a 3. Porém esse método ndo ¢ tdo sensivel como os métodos baseados em
PCR. Além disso, a sorotipagem ndo ¢ capaz de diferenciar subtipos do HCV, como os
gendtipos la e 1b. Ainda assim, devido ao baixo custo e facilidade operacional, o teste de

sorotipagem ¢ muito utilizado em pesquisa cientifica.*’

1.4. ALTERNATIVAS PARA A DETECCAO DA HEPATITE C

Os métodos tradicionais de deteccdo e genotipagem da Hepatite C, embora bastante
sensiveis, exigem tempo, complexos tratamentos da amostra, equipamentos especiais, além
de, muitas vezes, apresentarem alto custo. Em geral, o objetivo de uma estratégia de detecg¢ao
¢ a simplificacdo da metodologia analitica a um nivel pratico e rotineiro, com uma demanda
minima de habilidades do operador. Deste modo, novos métodos de detecgdo, que apresentam
desempenhos comparaveis aos tradicionais, tém sido desenvolvidos.

Pyun et al.*' desenvolveram um detector amperométrico para ser diretamente aplicado
a um imunoensaio enzimatico (EIA) convencional empregando a peroxidase (HRP) como
uma enzima conjugada e tetrametilbenzidina (TMB) como substrato, usando medidas de
densidade otica como pardmetro de referéncia. Neste trabalho, amostras de TMB com
densidades oOticas diferentes foram estudadas por voltametria ciclica e medidas
amperométricas, obtendo-se uma correlagdo entre o sinal voltamétrico e os valores de
absorbancia. A sensibilidade da andlise amperométrica foi determinada em 24 nA por
absorbancia e o limite de detec¢do foi estimado em 2 nA. A aplicabilidade do detector
amperométrico ao imunoensaio foi demonstrada usando kits EIA disponiveis comercialmente
para o diagnostico de AIDS, HBV e HCV.

Muerhoff et al.** descreveram um ensaio para detec¢io do core do antigeno do HCV
em soro e plasma humano baseado em microparticulas quimioluminescentes. Os resultados
mostraram que o dispositivo exibe uma especificidade de 99,9% na deteccdo do core do
antigeno do HCV em amostras de 1004 doadores de sangue e foram detectados 69 das 70
amostras positivas para HCV, coletadas de 15 individuos. Com o dispositivo desenvolvido,
foi possivel detectar o virus com uma janela sorologica de 32 dias, em média, enquanto que os
ensaios de detec¢do de anticorpos necessitam de uma janela soroldgica de 70 dias, tornando-o
uma alternativa vidvel para detec¢do do HCV.

Um outro dispositivo de detec¢@o do core do antigeno do HCV em amostras de soro

de pacientes infectados com a Hepatite C foi desenvolvido por Lee et al> Os autores



31

demonstraram que os aptameros (oligonucleotideos curtos, de fita simples, com estruturas
tridimensionais) imobilizados em matrizes de sol-gel, reconhecem especificamente o core do
antigeno do HCV, mas ndo o antigeno de NS5 (proteina ndo-estrutural), podendo ser aplicado
na deteccdo sensivel e especifica na preseng¢a de multiplos antigenos do HCV.

Mao et al.** desenvolveram um arranjo de oligonucleotideos baseado na detecgdo
colorimétrica de genotipos da Hepatite C. Sondas especificas de cada genotipo/subtipo do
HCV foram imobilizadas em superficies de vidro e hibridizadas com genes complementares
amplificados do HCV. O diagnéstico da infeccdo e a identificagdo dos gendtipos/subtipos
foram realizados diretamente em amostras clinicas sem a necessidade de pré-tratamentos. O
método combinou a sensibilidade do PCR com a especificidade da hibridizacdo, aliado a
simplicidade na execu¢do dos procedimentos, obtendo resultados que justificam a aplicagdo
em analises clinicas.

Tagliavini et al.*> prepararam discos de siloxano-poli(propileno 6xido) a partir do
método sol-gel para aplicagdo como fase s6lida em um ensaio do tipo ELISA para detec¢do de
anticorpos anti-HCV. Os discos de sol-gel contendo um fragmento da proteina do core do
HCV imobilizado foram incubados em soro de pacientes contaminados com HCV, seguido de
incubagdo em solug¢do contendo o anticorpo marcado com a enzima HRP. O monitoramento
da reacdo de afinidade foi realizado espectrofotometricamente utilizando tetrametilbenzidina
(TMB) e peréxido de hidrogénio. A metodologia foi aplicada em amostras positivas e
negativas para HCV e os resultados mostraram-se satisfatorios.

Entre as areas de crescente interesse, os biossensores surgem como uma ferramenta de
grande confiabilidade analitica com menores tempos de andlises. De acordo com a literatura,
os biossensores aparecem em quarto lugar na classificacdo das areas de detec¢do de agentes
patogénicos, atras de PCR, contagem de colonia e ELISA.*® Biossensores oferecem diversas
vantagens como a habilidade para analisar fluidos complexos, alta sensibilidade,
compatibilidade com tecnologia de microfabricagdo e instrumentacdes compactas,

compativeis com dispositivos portateis.

1.5. BIOSSENSORES

Os biossensores podem ser definidos como um sensor que utiliza um material
bioldgico, como por exemplo, enzimas, anticorpos, antigenos, organismos, tecido animal e
vegetal, células, organelas, etc, imobilizado junto a um transdutor adequado (dispositivo

capaz de transformar um tipo de sinal em outro) o qual converte um sinal biologico em sinal
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mensuravel.?” Sdo classificados de acordo com o mecanismo de reconhecimento do analito,
podendo ser eletroquimicos, Oticos, térmicos ou sensiveis a variacdo de massa. Os
biossensores eletroquimicos podem, ainda, ser classificados como potenciométricos,
amperométricos ¢ condutométricos, dependendo do sinal utilizado para monitorar a
concentracio do analito.”®

Os Dbiossensores eletroquimicos que utilizam DNA, também chamados de
genossensores, aparecem como uma alternativa vidvel em determinacdes de diferentes
analitos em diversas amostras. A molécula de DNA apresenta caracteristicas estruturais que
permitem sua imobilizagio nas superficies de eletrodos na forma simples,”" dupla®' ou tripla

hélice™. Diversos materiais eletrodicos podem ser modificados com DNA, entre eles,
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pasta de carbono,’® carbono vitreo® e diamante dopado com

Uma das finalidades dos biossensores de DNA ¢ a andlise e determinac¢do de
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sequéncias de bases de DNA com o intuito de diagnosticar doengas, entre elas, a Hepatite

C. A seguir sdo apresentados alguns trabalhos que usam esse tipo de dispositivo para detectar
o HCV.

Skladal et al.* modificaram cristais de quartzo piezelétricos com oligonucleotideos,
estruturas que compdem o DNA, para deteccdo do virus da Hepatite C em soro. Os eletrodos
de ouro foram modificados com proteinas estreptavidina ou avidina para imoblizagdo do
DNA biotinilado. Os biosensores piezelétricos foram usados para monitoramento do DNA
resultante da amplificacdo da reacdo em cadeia de polimerase ligada a transcriptase reversa
(RT-PCR). As amostras de pacientes com Hepatite C foram analisadas e os resultados
comparados com o procedimento padrio RT-PCR (kit de teste Amplicor” da Roche).

Riccardi et al.** imobilizaram a estreptavidina em matrizes hibridas de siloxano
poli(propileno 6xido). Probes de DNA biotiniladas especificas para Hepatite C foram, entéo,
imobilizadas e a reag@o de hibridizagcdo foi monitorada por meio da amperometria a potencial
constante, utilizando a enzima HRP como marcadora da reacdo e iodeto de potdssio e
perdxido de hidrogénio como substratos.

Um método de deteccdo eletroquimica da hibridizagdo de DNA para detec¢do do HCV
foi proposto por Riccardi et al.*> As sondas de DNA do gendtipo 1 do HCV, obtidas por meio
de RT-PCR, foram imobilizadas em filmes de polipirrol depositados sobre microeletrodos. O
monitoramento da hibridizagdo com o DNA complementar foi realizado por meio de
mudangas nas propriedades do filme, que causam uma diminui¢do da corrente em

voltamogramas ciclicos.
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Em experimentos prévios,’® estudos quimiométricos foram aplicados no
desenvolvimento de um biossensor para Hepatite C utilizando eletrodo de grafite. O
monitoramento da hibridiza¢do da sonda de DNA imobilizada na superficie do eletrodo com o
DNA complementar, presente nas amostras de soro de pacientes, foi realizado utilizando a
enzima HRP como marcadora da reagdo de hibridizacdo. As medidas de intensidade de
corrente foram obtidas por meio da técnica de amperometria a potencial constante, utilizando
peroxido de hidrogénio e 4cido 5-aminossalicilico (5-ASA) como substrato e mediador de
elétrons, respectivamente.

No processo de hibridizacdo, o eletrodo modificado com o acido nucléico identifica a
sequéncia de bases complementar por meio da formag¢do de dupla hélice hibrida. Esta
identificacdo ¢ eficaz e especifica na presenca de outras sequéncias nio complementares.*'

Esse processo de hibridizagdo pode ser detectado: a) pela variagdo de um sinal de
corrente de um indicador redox, tais como complexos de metais catidnicos, daunomicina e

. 474
corantes como o azul de metileno*’ ¥

que tem diferentes afinidades pela dupla fita de DNA
(formada apds o processo de hibridizagdo) quando comparada a simples fita de DNA; b)
altera¢des no sinal eletroquimico relacionado a eletroatividade da guanina (detec¢do sem uso
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de marcador), ou c) utilizando um marcador enzimatico. Alguns trabalhos estao

53-56 57,58

publicados na literatura usando as enzimas peroxidase ou fosfatase alcalina como
marcadores do processo de hibridizacdo. O uso de enzimas tem mostrado uma boa
sensibilidade para as detecgdes eletroquimicas de DNA.>*

A habilidade para imobilizar a sonda de DNA de uma maneira previsivel enquanto
mantém sua afinidade pelo DNA complementar ¢ determinante no desenvolvimento do
biossensor. Consequentemente, independente da identidade molecular e da conformagdo da
sonda, alguns aspectos gerais devem ser considerados. O tipo de imobilizacdo apropriado é
estritamente dependente das caracteristicas do transdutor, uma vez que cada uma das diversas
estratégias de imobilizacdo pode conduzir a orientagdo adequada das biomoléculas. Além

disso, tais aspectos permitem controlar a liberdade conformacional das sondas, tornando-as

acessiveis para a interagdo com o DNA alvo, oferecendo impedimentos estéricos minimos.
1.5.1. Tipos de imobilizacido de biomoléculas sobre a superficie de transdutores
O tipo de modificagdo de superficies eletrodicas € de grande importancia, uma vez que

modificacdes especificas a um determinado tipo de analito promovem um alto grau de

seletividade, possibilitando o desenvolvimento de sensores de facil manipulagdo e construgdo,
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baixo custo, potencial de miniaturizagdo e deteccdo rapida.

Diversas sdo as formas de imobilizagdo de biomoléculas, com a vantagem de substituir
a utilizagdo desses materiais na forma solivel, diminuindo o custo por andlise ¢ aumentando a
rapidez e exatiddo do processo. A seguir sdo destacados alguns tipos de imobilizac¢io.?”*

A oclusdo em gel consiste em aprisionar o material bioldogico nos espacos intersticiais
de um polimero insoluvel. A estrutura do polimero ndo deve permitir a difusdo das moléculas
grandes, mas as moléculas menores dos substratos difundem-se liviemente. As desvantagens
sdo as possibilidades da biomolécula se lixiviar da rede polimérica (gel) e as propriedades nio
condutoras do gel.

Microencapsulacdo envolve o confinamento em pequenas esferas (micro capsulas) de
membranas semipermedveis com poros que permitem somente a livre permeacdo de
substratos e produtos da reag@o.

Outro método de interagdo, a adsorc¢do fisica, normalmente ¢ de carater idnico, polar,
ligacdes de hidrogénio ou hidrofébicas. Consiste na dissolucdo do agente modificador em um
solvente apropriado e na exposicdo, em geral por imersdo do eletrodo nessa solugdo. A
vantagem desse método ¢ a simplicidade e a variedade de suportes que podem ser utilizados.
Porém, a desvantagem estd na biomolécula ser dependente de fatores como pH, solvente e
temperatura.

A imobilizacdo por meio de ligacdo covalente ocorre por meio de ligagdo de grupos
funcionais ndo ativos da biomolécula a grupos reativos ligados na superficie solida do suporte
insoluvel.

Uma forma de imobilizagdo de diferentes moléculas que tem sido utilizada nas tltimas
décadas ¢ por meio de monocamadas auto-organizadas. A formac¢do de monocamadas auto-
organizadas (SAM: Self Assembled Monolayers) emprega camadas monomoleculares que
exibem uma alta organizacdo. Sao formadas espontaneamente como consequéncia da imersao
de uma superficie solida em uma solu¢do constituida de moléculas anfifilicas, ou seja,
apresentam regides polares e apolares. Enquanto que a adsorc¢do deste tipo de molécula ¢ um
resultado da afinidade de um grupo funcional do adsorvente, que apresenta certa
especificidade para interagir com a superficie do substrato, a for¢a motriz para a organizagdo
origina-se a partir de interacdes hidrofobicas das cadeias ligadas ao grupo funcional. Uma
variedade de materiais (como exemplo, superficies de Pt, Au, Ag, Cu, etc.) e de moléculas
anféteras (como derivados alquil, dlcoois, aminas, tidis, etc.) tém sido empregados na

~ . . 61
confeccdo de sistemas organizados.
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O uso das monocamadas auto-organizadas como plataforma para biomoléculas
apresenta vantagens, tais como, flexibilidade para projetar varios grupos funcionais para
formagdo de uma superficie hidrofobica ou hidrofilica de acordo com o objetivo, quantidades
minimas de biomoléculas sdo requeridas para imobiliza¢do na SAM, razoavel estabilidade por
longos periodos, permitindo varias medidas, entre outras.”

Dissulfetos, sulfetos e tiés sdo conhecidos por se coordenarem fortemente com ouro,
prata, platina e cobre. No entanto, a maioria das monocamadas tem sido realizada utilizando o
ouro como substrato devido seu carater inerte e facilidade em se trabalhar em condigdes
ambientes.”

No caso de alcanotidis, o mecanismo de ligagdo com a superficie de ouro ocorre por
uma adi¢cdo oxidativa da ligagcdo S-H, seguida por uma eliminag¢do do hidrogénio, resultando,
assim, na formagdo de uma espécie tiolada (1). Sugere-se que o hidrogénio eliminado
combina-se com hidrogénio na forma molecular.

R-SH + Au, — RS—Au"Au,."+ % H, (1)

Uma adi¢do oxidativa simples da ligagdo S-S que se une a superficie do ouro (2) ¢

possivelmente o mecanismo da formagdo da monocamada auto-organizada de dissulfetos.®*
RS-SR + Au,” — 2 RS—Au"Au,’ + H, 2)

Solugdes diluidas de tidis, dissulfetos ou sulfetos podem ser diretamente adsorvidas de
solventes de alto grau de pureza, geralmente, etanol, tetrahidrofurano e diclorometano.

O tempo de reacdo exigido para obter uma SAM de tidis varia de alguns minutos a
varias horas, enquanto dissulfetos e sulfetos requerem tempos mais longos. A cinética de
formag¢@o de uma SAM ¢ bifasica; primeiro uma adsor¢@o controlada por difusdo, seguido por
um processo lento de reorganizagdo. A adsorcdo rapida do tiol em ouro sugere que o primeiro
passo é controlado cineticamente.®’

Diversas moléculas podem ser utilizadas para formag¢do de SAMs para imobilizacdo
de DNA, tais como aminoetanotiol,®’ 2-mercaptobenzotiazo1,66 mercaptohexanol,67 entre
outras. O acido lipdico se apresenta como uma molécula vidvel para formagio de SAMs,”
uma vez que apresenta dois atomos de enxofre, conferindo estabilidade & monocamada
formada. O 4cido lipdico ¢ um dissulfeto ciclico que pode ser convertido a forma ditiol,
soluvel em solventes organicos como etanol, DMSO e dimetilformamida. Ha relatos, também,
da utilizagdo de derivados de 4cido lipdico para formago de SAMs.*"

Apesar da grande versatilidade mostrada pelos sensores eletroquimicos, a utilidade de
um eletrodo ¢ usualmente limitada pela inativacdo da superficie. Tal problema pode ser

solucionado pelo uso de eletrodos descartaveis. Algumas caracteristicas bdsicas de um
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eletrodo a serem consideradas sdo o baixo custo de construgdo, a reprodutibilidade da area e a
possibilidade de produgdo em larga escala. Nesta situagdo, os eletrodos impressos (screen-
printed)’’ consistem nos eletrodos descartaveis mais populares, embora possam apresentar
heterogeneidade ¢ a irreprodutibilidade da superficie do eletrodo impresso.”> Exemplificando,
no caso do ouro,” a qualidade da camada de metal depositada depende de muitos fatores, tais
como o prévio depdsito de outro material para melhor adesdo. Bases metalicas preparadas por
sputtering, na constru¢do de biossensores, podem ser substituidas por substratos metalicos
obtidos de discos compactos gravaveis (CD-Rs).”*”> O processo de sputtering nos filmes de
ouro em CDs gravaveis é bastante conhecido por ser de simples constru¢do e de baixo custo.
Esses arranjos podem ser usados e descartados em casos de inativagdo, formacdo de éxidos
nas superficies, adsor¢des irreversiveis, etc, e tém mostrado performances analiticas

;. . . . s 2
comparaveis a eletrodos de ouro convencionais com maior versatilidade ¢ menor custo.’
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2. OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho ¢ o desenvolvimento de uma metodologia de
imobilizacdo de sequéncias especificas de DNA na construg¢do de um biossensor
amperométrico para a deteccdo do virus da Hepatite C.

Deste modo, o trabalho foi dividido nas seguintes etapas:

o Elucidagdo do mecanismo de resposta do biossensor, baseado na interacdo entre a
enzima peroxidase, marcadora da reag@o de hibridiza¢do entre o DNA imobilizado e o
DNA complementar, e o mediador de elétrons adcido 5-aminossalicilico na presenca do

substrato peroxido de hidrogénio.

° Construg@o do eletrodo a partir de CDs gravaveis de ouro (CDtrodo) e estudo da

formag¢@o da monocamada auto-organizada de 4cido lipdico sobre este eletrodo;

o Imobilizagdo das biomoléculas (estreptavidina, sonda de DNA de HCV, DNA
complementar e conjugado avidina-peroxidase) sobre o CDtrodo modificado com a

monocamada auto-organizada, aplicando estudos quimiométricos;

o Aplicagdo do biossensor em amostras de soros de pacientes contaminados ou ndo com

Hepatite C.
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1. REAGENTES E SOLUCOES

Enzima peroxidase (HRP, EC: 1.11.1.7, 987 U mg™), estreptavidina (STA), albumina
de soro bovino (BSA), conjugado liofilizado biotina-peroxidase (b-HRP) tipo VI-A (264 U
mg"') e conjugado avidina-peroxidase (a-HRP) foram fornecidos pela Sigma; fosfato
monobasico de sédio (NaH,PO,), fosfato dibasico de sddio (Na,HPO,), acido sulfurico
(H2SO4) e cloreto de sédio (NaCl) pela Mallinckrodt; peréxido de hidrogénio (H,O,) e
benzoquinona foram fornecidos pela Merck; acido citrico (HOC(COOH)(CH,COOH),), 4cido
gentisico (C7H¢O4), acido lipdico (CsH140,S,) e ferrocianeto de potassio (K4Fe(CN)g) obtidos
da Sigma-Aldrich; 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC) foi fornecida pela
Fluka, acido S5-aminossalicilico (5-ASA) foi fornecido pela Acros. Oligonucleotideos 5°-
biotinilados de 18-mer (b-DNA) (HCV 1: biotina-CGC TCA ATG CCT GGA GAT e HCV 3:
biotina-CGC TCA ATA CCC AGA AAT) foram fornecidos pela Bioneer Oligo Synthesis
Report, sendo a concentragio da solu¢do estoque de 200 pg mL™'. As amostras de DNA
complementar biotinilado (c-DNA) foram doadas pelo Laboratério do Grupo de Estudo das
Hepatites Virais da Faculdade de Ciéncias Médicas da Unicamp. O RNA do HCV foi extraido de
soro de pacientes e um fragmento de DNA de 244 pares de base de uma sequéncia conhecida foi
obtido por reacdo em cadeia de polimerase com transcriptase reversa (RT-PCR) na presenca de
primers biotinilados do ensaio comercial da Amplicor” Hepatitis C Virus Versdo 2.0 da Roche.

As solugdes tampdo fosfato de sodio 0,1 mol L™ pH 7,0 foram preparadas a partir dos
sais Na,HPO4/NaH,PO,. As solu¢des tampdo fosfato-citrato 0,1 mol L pH 5,0 foram
adequadamente preparadas a partir dos respectivos sais, segundo Gomori.”®

A proteina STA foi dissolvida em solugio tampio fosfato de sodio 0,1 mol L™ e pH
7,0, (Cr= 1,0 mg mL™"), a enzima HRP dissolvida em 4gua na concentragdo de 1,0 mg mL",
sendo todas as solu¢des armazenadas em aliquotas no congelador a -4 'C como solugdo
estoque.

O monitoramento da atividade da enzima HRP foi realizado empregando-se H,O, e 5-
ASA, sendo que a solugdo estoque de H,O, 0,07 mol L' foi preparada em agua pura
imediatamente antes do uso e a solugdo estoque de 5-ASA 1,0 x 10 mol L™ foi preparada
dissolvendo o s6lido em solugdo tampao fosfato-citrato pH 5,0, seguido por aquecimento a

60 °C por 5 minutos para completa solubilizagdo.
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As solugdes citadas foram preparadas empregando-se agua purificada de qualidade

Milli-Q (p = 18,2 MQ cm™).

3.2. INSTRUMENTACAO

Empregou-se o sistema Milli-Q Ultra Pure Water System da marca Millipore, para a
obten¢do de agua ultrapura. As medidas eletroquimicas foram obtidas empregando-se os
Potenciostatos-Galvanostatos da PAR EG&G modelo 263 e da Autolab modelo PGSTAT 30.
Uma célula eletroquimica de compartimento tnico de volume de 5 mL foi utilizada para as
medidas, juntamente com um sistema de trés eletrodos, sendo o eletrodo de trabalho
(CDtrodos de ouro, perfazendo uma 4rea geométrica de 0,0707 cm® e eletrodo de grafite com
area geométrica de 0,0912 cm?), eletrodo de referéncia (AglAgClKClyw) e o eletrodo auxiliar
(Pt, 4rea de 1 cn’). A célula eletroquimica foi colocada em uma gaiola de Faraday e conectada a
um sistema de terra proprio para o sistema eletroquimico (R = 2,00 Q). As medidas de
absorbancia foram obtidas utilizando um espectrofotometro da Hewlett Packard modelo 8453 e

uma cubeta de quartzo. Todos os experimentos foram realizados a (25 + 1)°C.

3.3. METODOLOGIA

3.3.1. Construcio do biossensor

A metodologia para a constru¢do do biossensor para detec¢do do HCV ¢ constituida
pelas seguintes etapas:
1- construgdo do CDtrodo de ouro;
2- formagdo da monocamada auto-organizada (SAM) de 4cido lipdico;
3- imobilizacdo da proteina estreptavidina (STA) via carbodiimida (EDC);
4- bloqueio da superficie eletrédica com albumina de soro bovino (BSA);
5- ligagdo das sondas de b-DNA especificas para Hepatite C gendtipo 1 ;
6- reacdo de hibridizagdo com produto amplificado contendo o c-DNA biotinilado
genotipo 1;
7- reagdo do conjugado avidina-peroxidase (a-HRP);
8- monitoramento amperométrico da HRP.
Apds cada uma das etapas, ilustradas na Figura 2, os eletrodos foram lavados em

solu¢do tampao fosfato pH 7,0 para remoc¢do das moléculas fracamente adsorvidas. A
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superficie de ouro na Figura 2 representa parte do eletrodo de trabalho, cujo didmetro foi
de 3,0 mm. A atividade enzimadtica foi monitorada por amperometria a potencial constante

utilizando o sistema de substratos 5-ASA/H,0,.”

~Via EDC
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Figura 2: Esquema de construcdo do biossensor para o HCV.

Uma vez que a enzima HRP ¢ a marcadora da reacdo de hibridizagdo DNA-cDNA, a
presenca da enzima imobilizada ¢ o que caracteriza a resposta positiva para Hepatite C. Na
auséncia do DNA complementar ndo ocorre a hibridiza¢do, consequentemente ndo ha
imobilizacdo da HRP, correspondendo a uma resposta negativa para a doenga. Deste modo, ¢
necessario compreender a resposta eletroquimica da enzima na presenga dos substratos.

Sendo assim, antes da constru¢do do biossensor foi realizado um estudo da interagéo
entre a enzima HRP em solugdo e o mediador de elétrons acido S5-aminossalicilico, na
presenca do substrato peroxido de hidrogénio.

Na segunda parte, sdo apresentados os estudos sobre a otimiza¢do da construgdo e

aplicacdo do biossensor para Hepatite C.
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3.3.2. PARTE 1: ESTUDO DO MECANISMO DE RESPOSTA DO BIOSSENSOR
UTILIZANDO A ENZIMA HRP NA PRESENCA DE 5-ASA E H,0,

3.3.2.1. Construcio dos eletrodos a partir de CDs gravaveis

Os CDs utilizados possuem, em sua constitui¢do, uma fina camada de ouro de alta
pureza e uniformidade, depositada por sputtering, a qual geralmente possui uma espessura de
50 a 100 nm e 4rea total da ordem de 100 cm”. Os CDs (marca Mitsui Archive Gold CD-R
100) foram submetidos a acdo do acido nitrico concentrado para a remo¢do da camada de
policarbonatos que recobre o ouro da superficie do CD, tendo-se, entdo, acesso a camada
metalica. Em seguida, lavou-se a superficie com dgua destilada em abundancia, seguido de
secagem a temperatura ambiente.”® Posteriormente, area de trabalho foi delimitada utilizando-
se fita de galvanoplastia (1IKFA25 Kapton tape”) e encaixou-se o contato elétrico (fio de

cobre) com auxilio de fita de teflon, obtendo-se o eletrodo de trabalho, como mostrado na

Figura 3.
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Figura 3: Esquema da confec¢do de CDtrodos: 1) éarea recortada do CD; 2) fita de galvanoplastia para
delimita¢do da area do eletrodo; 3) contato elétrico e revestimento com fita de teflon.

3.3.2.2. Avalia¢ido da limpeza da superficie dos CDtrodos de ouro

Um importante fator para que as medidas eletroquimicas sejam reprodutivas e
confiaveis é que a superficie eletrédica esteja completamente limpa, livre de quaisquer
substancias que possam atuar como interferentes, tais como 6xido, gorduras, etc. Nesta etapa,
foram testadas diferentes maneiras de limpeza dos eletrodos, apods a retirada da pelicula de
policarbonatos por meio do &cido nitrico concentrado:

1- Limpeza mecanica com alumina;

2- Aplicacédo de ultra-som em meio de 4gua ou etanol por 5 minutos;
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3- Enxdgue com agua destilada e aplicagdo de potencial fixo em +0,5 V por 5 minutos em
uma solu¢do de NaCl 0,5 mol Lt
4- Enxdgue com agua destilada e ciclagens sucessivas em H,SO4 0,5 mol L'de0,0a+1,5V,
v=100 mV s'];

Apds cada etapa, realizou-se um estudo por voltametria ciclica em solugdo de
K4Fe(CN)s 1,0 x 102 mol L de -0,4 a +0,7 V, v= 50 mV s para observacdo do perfil

voltamétrico.

3.3.2.3. Construcio dos eletrodos de grafite de lapiseira (PGE)

Eletrodos de grafite de lapiseira (PGE: Pencil Graphite Electrode) tém sido utilizados
em diversos estudos eletroquimicos por apresentarem diversas vantagens, tais como, alta
reatividade eletroquimica, rigidez mecanica, baixo custo, baixa corrente de fundo, amplo
intervalo de potencial, facilidade na manipulacdo e modificagdo, além de miniaturizagéo.
Esses eletrodos, quando combinados com técnicas sensiveis e precisas, como voltametria de
pulso diferencial e de onda quadrada, tornam-se atraentes para andlises em baixas
concentrac;ées.79

Neste trabalho, os estudos eletroquimicos para investigacdo da interagdo entre o
5-ASA e a HRP foram realizados utilizando eletrodos de grafite. Os resultados foram, na
sequéncia, comparados com os obtidos sobre os CDtrodos de ouro.

Para a construgdo dos PGEs, utilizou-se grafites de lapiseira com 0,9 mm de didmetro
da marca Faber-Castell®. Inicialmente, os grafites foram limpos com papel absorvente para
retirada de particulas sobre a superficie e, em seguida, a drea geométrica foi delimitada com
parafilme (American National Can") a uma altura de 3,0 mm, perfazendo uma érea total de
0,0912 cm®. O contato elétrico é feito diretamente entre o fio do equipamento e o eletrodo.

Nenhum pré-tratamento foi necessario ao eletrodo antes das medidas.

3.3.2.4. Estudo da estabilidade da solucido de 5-ASA

O 5-ASA ¢ apresentado na forma sdlida, de cor clara, com ponto de fusdo de 275-
280°C e pouco solivel em 4gua fria. No preparo da solu¢do do 5-ASA, o sélido foi pesado e
dissolvido em solugio tampdo fosfato-citrato 0,1 mol L™ pH 5,0 seguido de aquecimento a

60° C por 5 minutos, obtendo-se uma solugio estoque de concentragdo 1,0 x 10° mol L™
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Para determinar a estabilidade da solu¢do do reagente, realizou-se um estudo por
voltametria de onda quadrada no intervalo de potencial de +0,3 a +0,8 V com frequéncia (f)
de 150 Hz, amplitude (a) de 0,05 V e incremento de potencial (AE) de 0,002 V; e também
por espectrofotometria UV-Vis, na concentragdo de 5,0 x 10° mol L. As medidas foram
realizadas imediatamente apds o preparo e esfriamento da solucdo e apos 2, 4, 6 e 8 horas,
sendo que a solugdo foi mantida a temperatura ambiente no intervalo entre cada medida. As
intensidades de corrente de pico de oxidagdo e as intensidades das bandas de absor¢do foram
entdo comparadas. Deste modo, foi possivel obter a estimativa da estabilidade da solucdo do

acido 5-aminossalicilico.

3.3.2.5. Comportamento eletroquimico do 5-ASA sobre eletrodo de grafite

O comportamento eletroquimico do 5-ASA sobre eletrodo de grafite foi avaliado por
voltametria ciclica em um intervalo de potencial de -0,3 a +1,0 V. Estudou-se a influéncia da
velocidade de varredura (v) na oxidacdo do 5-ASA a uma concentracdo de 1,0 x 10° mol L™,
sendo que as velocidades empregadas foram 20, 50, 100, 200, 300 e 500 mV s

Na sequéncia, varreduras sucessivas foram realizadas no mesmo intervalo de
potencial, na velocidade de 200 mV s para se observar a possivel adsor¢io do analito na

superficie do eletrodo e subsequente formagdo de produtos eletroativos.

3.3.2.6. Avaliacio da interacio do 5-ASA com a HRP na presenca de H,O,

Peroxidases sdo enzimas que catalisam a oxidagdo de uma gama de compostos através
do peroxido de hidrogénio ou por perdxidos organicos (ROOH). A Horseradish Peroxidase
(HRP) ¢ um exemplo de enzima extracelular que participa no crescimento, diferenciacdo e
polimerizacdo de componentes da parede celular de plantas, além de atuar na oxidacdo de
metabdlitos secundarios essenciais para reagdes de defesa contra agentes patogénicos. A
enzima HRP tem sido amplamente empregada em quimica analitica por manter uma resposta
estavel por longos periodos de tempo a temperatura ambiente e em um amplo intervalo de pH,
além de ser relativamente barata e encontrada, comercialmente, em diversos graus de pureza.

Uma das aplicagdes comuns da HRP tem sido na constru¢do de biossensores
utilizando mediadores de elétrons. Esses mediadores facilitam a transferéncia de elétrons do

sitio ativo da enzima oxirredutase até a superficie do eletrodo de trabalho.™
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Em geral, um mediador de elétrons é uma particula de baixo peso molecular e pode ser
adicionado diretamente na solug¢do do eletrélito ou ser imobilizado na superficie do eletrodo.
No entanto, algumas moléculas usadas como mediador, por exemplo, corantes organicos
como azul de metileno, ftalocianinas ou violeta de metila, sdo toxicos, sensiveis a varia¢do de
pH e podem sofrer autooxidacdo. Portanto, ha a necessidade da escolha de um mediador
apropriado.

Uma variedade de moléculas doadoras de elétrons tem sido utilizada em ensaios com
HRP, entre elas hidroquinona, acido ascorbico, ferroceno e jiodeto.’'®? O 5-ASA também tem
sido utilizado como mediador para HRP em detec¢des Oticas, potenciométricas e
amperométricas.’*>*

A enzima peroxidase sofre oxidacdo pelo perdxido de hidrogénio e, para retornar a sua
forma nativa, oxida uma molécula doadora de elétrons. Neste caso, a molécula que agird
como doadora de elétrons é o 5-ASA. O monitoramento da reacdo de oxidagcdo do 5-ASA
catalisada ou ndo pela HRP foi conduzido em solucdo tampdo fosfato-citrato pH 5,0 na
presenga de H,O; 3,5 x 10° mol L' ¢ HRP 5,0 x 10* U mL" por voltametria ciclica no
intervalo de potencial de -0,3 a +1,0 V, com velocidade de varredura de 50 mV s'. Medidas
por voltametria de onda quadrada do 5-ASA na presenga de H,O, e HRP nas concentragdes
citadas foram realizadas apds diferentes tempos de reacdo entre os reagentes, nas condigdes
voltamétricas de f: 50 Hz, a: 0,050 V e AE;: 0,010 V.

Similarmente aos estudos eletroquimicos, medidas espectrofotométricas foram
realizadas para determinar a interacdo do 5-ASA com a HRP na presen¢a de H,O,. Espectros
de UV-Vis foram obtidos para a solugdo contendo a mistura 5-ASA/H,O,/HRP nas

concentragdes citadas, apds diferentes tempos de reag@o.

3.3.2.7. Estudo da adicdo de benzoquinona e acido gentisico ao sistema
5-ASA/H,0,/HRP

Apds a avaliagdo da interacdo do 5-ASA com a HRP na presenca de H,O, estudos da
adicdo de benzoquinona e 4cido gentisico foram realizados. A solugcdo contendo a mistura
5-ASA/H,0,/HRP foi mantida em contato com o eletrodo por um tempo de reagdo de 5
minutos e em seguida, diferentes concentragcdes de benzoquinona ou acido gentisico (0,0 1,0 x
10°; 3,0 x 10°; 5,0 x 10°; 7,0 x 10”; 1,0 x 10 mol L'l) foram analisadas. O monitoramento
da reagdo foi realizado por voltametria de onda quadrada com as condi¢des da técnica fixadas

em f: 50 Hz, a: 0,050 V e AE;: 0,010 V.
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Espectros UV-Vis foram obtidos sob as mesmas condigdes para avaliar o efeito da

adicdo dos reagentes na interagdo entre 5-ASA e HRP.

3.3.2.8. Comportamento eletroquimico do sistema S-ASA/H,0,/HRP sobre CDtrodo de

ouro

Uma vez compreendido o comportamento do sistema 5-ASA/H,O,/HRP sobre o
eletrodo de grafite, um estudo foi realizado sobre o CDtrodo de ouro por voltametria ciclica
empregando o intervalo de potencial de +0,3 a -0,3 V; v=50 mV s

Sequencialmente, avaliou-se o efeito do potencial aplicado no monitoramento da

catalise enzimatica por amperometria a potencial constante.

3.3.2.9. Proposta de mecanismo de interacdo entre o S-ASA e a HRP

A partir dos resultados eletroquimicos e espectrofotométricos sobre a investigacdo da
interagdo entre o 5-ASA e a enzima HRP e com informag¢des advindas da literatura, propos-se
elucidar o mecanismo de reagdo entre essas moléculas, de modo a compreender como ¢ obtida

a resposta do biossensor para a deteccdo do HCV.

3.3.3. PARTE 2: DESENVOLVIMENTO DO BIOSSENSOR

3.3.3.1. Comportamento eletroquimico do acido lipéico em solucdo sobre CDtrodo de

ouro

Um estudo do comportamento do acido lipdico sobre o CDtrodo de ouro foi realizado.
Uma solugdo estoque do 4cido lipdico foi preparada em etanol em concentragio 0,1 mol L™,
sendo, em seguida, diluida em solug¢io tampdo fosfato-citrato 0,1 mol L pH 5,0 usada como
eletrélito suporte,77 a uma concentracio final de 1,0 x 10” mol L™.

Inicialmente, um estudo por voltametria ciclica foi realizado empregando-se o
intervalo de potencial de -0,30 a +1,2 V; v= 50 mV s para andlise da oxidag¢do. Em seguida

um estudo da redugdo do 4cido lipdico foi realizado de 0,0 a -1,0 V; v=50 mV s
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3.3.3.2. Avaliacdo da formacdo da monocamada de acido lipdico sobre a superficie do

CDtrodo de ouro

O 4cido lipdico contém um grupamento S-S, que possui alta afinidade pelo ouro, o que
possibilita a utiliza¢do desta molécula para a formag¢io de monocamadas auto-organizadas.®®

Um estudo preliminar para formac¢do da SAM foi realizado. O CDtrodo, ap6s limpeza,
foi imerso em uma solu¢do etandlica de 4cido lipoico 1,0 x 10” mol L™ por 120 minutos.
Voltamogramas ciclicos do K4Fe(CN)s 1,0 x 10° mol L™ de -0,1 a +0,55 V, v= 50 mV s’
foram obtidos antes e apds a formagdo da monocamada e os resultados foram comparados.

Em seguida, novos estudos foram realizados utilizando uma solug¢do diluida do acido
lipoico. Inicialmente, preparou-se uma solugio estoque de 1,0 x 10? mol L™ em etanol. Essa
solugdo foi diluida em 4gua a uma concentragio final de 1,0 x 10° mol L (ou seja,
etanol/agua 1:10 v/v) e os CDtrodos foram imersos nessa solu¢do por 15, 30, 60 e 120
minutos. Apds cada tempo para a formagdo da monocamada, os eletrodos foram lavados e
novos estudos voltamétricos foram realizados em K4Fe(CN)g 1,0 x 10 mol L. Deste modo
foi possivel obter uma estimativa do recobrimento da superficie do ouro por meio da
comparacgdo dos voltamogramas do ferrocianeto de potdssio antes e apds a modificagdo da
superficie. Foram realizadas ciclagens sucessivas na solu¢do do K4Fe(CN)g para analisar a
estabilidade da monocamada formada a cada tempo de imersao.

O efeito da velocidade de varredura de 0,1 mV s utilizando os CDtrodos modificados

com a SAM apds 15 e 120 minutos foi avaliado.

3.3.3.3. Influéncia da SAM sobre a atividade catalitica da enzima HRP em solucéo

A atividade catalitica da enzima HRP foi avaliada sobre CDtrodos contendo ou ndo a
SAM de 4cido lipdico.

Os CDtrodos foram submetidos a formagdo da SAM de acido lipdico 1,0x10° mol L™
(etanol/agua 1:10 v/v) por 15, 30, 60 e 120 minutos. Em seguida, realizaram-se medidas de
corrente por amperometria a E=+0,150 V e Eqpiicads= -0,050 V em solug¢des contendo:

1- Somente solucdo tampao fosfato-citrato pH 5,0;
2-5-ASA 5,0 x 10* mol L™ e H,0, 3,5 x 10° mol L™';
3-5-ASA, H,0, e HRP 5,0 x 10* UmL™".
O objetivo do estudo ¢ verificar se a monocamada formada dificulta a transferéncia de

elétrons entre as espécies e 0 CDtrodo.
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3.3.3.4. Imobilizacio da proteina STA via EDC sobre a SAM de acido lipdico

Atualmente a possibilidade de obtencdo de uma grande quantidade de dados
numéricos tem crescido em todos os campos da ciéncia, incluindo a quimica analitica, devido
ao desenvolvimento de novas técnicas e instrumentagdo que permitem uma resposta de forma
mais rapida. Neste contexto, a aplicacdo de ferramentas estatisticas ¢ de fundamental
importancia, principalmente para explorar e entender uma gama crescente de dados e
informacdes originadas de um sistema.

Técnicas envolvendo a otimizagdo multivariada tém sido aplicadas em quimica
analitica por permitirem, dentre outras vantagens, a otimizac¢io de todos os fatores envolvidos
no sistema com menor numero de experimentos, maior rapidez e principalmente maior
eficiéncia. Dentre essas técnicas, o planejamento fatorial é classificado como um método
simultdneo, no qual as variaveis de interesse que apresentam influéncias significativas na
resposta sio avaliadas a0 mesmo tempo. O planejamento fatorial pode ser representado por b*,
onde k é o numero de variaveis e b ¢ o numero de niveis escolhidos. Planejamentos fatoriais

. k ~ . 85,86
do tipo 2" s@o os mais comuns,

e o nimero de ensaios necessarios aumenta rapidamente
com k, o nimero total de fatores investigados.

Na etapa de imobilizacdo da STA, apos a formag¢do da SAM de 4cido lipoico, os
CDtrodos foram modificados com as biomoléculas como se segue:

1- Imobilizagdo da STA via EDC: Carbodiimidas sdo comumente usadas para
modificar grupos carboxilas. Podem ser usadas em combinagdes com aminas para criar
ligacdes amidas com a carboxila ativada. Deste modo, a 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)
carbodiimida (EDC) foi utilizada para ativar o grupamento carboxila da SAM de acido lipdico
para imobilizagdo da STA. A EDC foi dissolvida em solugdo tampéo fosfato 0,1 mol L pH
7,0 e a STA foi preparada utilizando-se a solugdo de EDC. Nesta fase, aplicaram-se estudos
quimiométricos por meio do planejamento fatorial completo do tipo 2° para otimizagio das
variaveis: concentracdes da STA e EDC e o tempo de incubagdo dos CDtrodos na solugdo
desses reagentes. A Tabela 1 apresenta os niveis alto e baixo aplicados para as varidveis.

2- Bloqueio da superficie com albumina de soro bovino (BSA): o bloqueio da

superficie eletrodica ¢ utilizado para evitar adsor¢des inespecificas. Apos a imobilizacdo da

STA, os CDtrodos foram imersos em uma solug¢do contendo BSA 1,0% por 30 minutos.
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Tabela 1: Matriz de planejamento fatorial completo de trés variaveis e dois niveis

Variavel Nivel alto Nivel baixo
Csra (mg mL™) 0,1 0,01
Cepc (mol L) 1,0 x 107 5,0x 107
tincubacio (Minutos) 60 30

3- Imobilizag¢do do conjugado biotina-peroxidase (b-HRP): utilizou-se a enzima HRP
marcada com uma molécula de biotina, sendo que a imobilizacdo da HRP ocorre por meio da
alta afinidade entre a biotina e a STA. Assim, os eletrodos contendo a STA imobilizada e
devidamente bloqueados, foram imersos em uma solugdo contendo b-HRP 0,1 mg mL™ por
um tempo de incubacdo de 30 minutos.

A cada etapa de imobilizagdo, os CDtrodos foram lavados por imersdo em solucio
tampao fosfato pH 7,0 para remocdo das biomoléculas fracamente adsorvidas. Deve-se
ressaltar que estes parametros foram estipulados de acordo com estudos anteriores.*

As medidas foram realizadas por amperometria a Ei=+0,150 V e Egpiicado= -0,050 V

em solucdo contendo 5-ASA 5,0 x 10 mol L™ ¢ H,O, ¢ 3,5 x 10 mol L™.
3.3.3.5. Imobiliza¢io das sondas de DNA e do conjugado a-HRP

O planejamento fatorial completo necessita de 2* ensaios para sua execugio, portanto,
sua principal desvantagem ¢ o grande numero de ensaios que devem ser realizados a cada
fator adicionado ao estudo. No entanto, muitas vezes, com um numero menor de
experimentos € possivel alcancar as informagdes mais importantes, obtendo-se as mesmas
conclusdes caso fosse realizado um fatorial completo. Os planejamentos que apresentam estas
caracteristicas sdo conhecidos como planejamentos fatoriais fracionados. Existem diferentes
tipos de planejamentos fatoriais fracionados como, por exemplo, as fragdes 1/2, 1/4, 1/8,

200 em que k é o nimero de varidveis e p é o tamanho da

1/16...1/2p de um planejamento
fracdo. O tamanho da frag¢do influenciard no possivel numero de efeitos a serem estimados e,

. . ro: 87
consequentemente, no numero de experlmentos necessarios.
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3.3.3.5.1. Planejamento fatorial fracionado 2°

Nesta etapa do trabalho, estudos quimiométricos usando o planejamento fatorial
fracionado foram aplicados na otimizacdo da imobilizagdo das sondas de DNA. As varidveis a
serem definidas compreendem a dilui¢do (a partir da solugdo estoque 200 ug mL™) e tempo
de incubagdo das sondas de DNA biotinilado especificas para HCV; dilui¢do (a partir do soro
fornecido pelo Laboratério da Unicamp) e tempo de incubag@o da amostra positiva de HVC e,
finalmente, concentragdo e tempo de incubag¢do do conjugado a-HRP, utilizado como
marcador da reagdo de hibridizagao.

Sendo seis as varidveis a serem otimizadas, compreendendo dois niveis para cada uma,
um planejamento fatorial completo constaria de 2° experimentos, ou seja, 64 experimentos.
Dai a necessidade de se realizar um planejamento fatorial fracionado, optando-se pelo 2°7,
que ¢ o numero minimo de experimentos a serem realizados. A Tabela 2 mostra os niveis alto

e baixo empregados para as diferentes varidveis.

Tabela 2: Matriz de planejamento fatorial fracionado de seis variaveis e dois niveis

Variavel Nivel alto Nivel baixo
Diluicdao b-DNA 1:8 1:80
tincubagio b-DNA (minutos) 30 15
Diluicdo c-DNA 1:1 1:4
tincubagio C-DNA (minutos) 60 30
Concentracio a-HRP (mg mL™) 0,003 0,001
tincubagio a-HRP (minutos) 60 30

Uma vez realizado um estudo exploratério por meio deste planejamento fatorial
fracionado, as variaveis que t€ém maiores efeitos sobre o sistema foram identificadas. Assim,

novos estudos foram realizados com base nos resultados obtidos.
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3.3.3.5.2. Planejamento fatorial fracionado 2**

Apds o primeiro planejamento fatorial, no qual foi possivel estabelecer alguns dos
pardmetros, notou-se a necessidade da realizagdo de um novo planejamento fatorial
fracionado para as variadveis que apresentaram maior influéncia sobre o sistema, sendo elas a
diluicdo e tempo de incubagdo do c-DNA e a concentracdo e tempo de incubagdo do
conjugado a-HRP. Deste modo, foi realizado um planejamento fatorial fracionado do tipo 2*",
no qual foi estabelecida a diluigdo do b-DNA em 1:80 por um tempo de incubagio de 30
minutos, de acordo com o estudo anterior. Os niveis alto e baixo empregados neste estudo sdo

apresentados na Tabela 3.

Tabela 3: Matriz de planejamento fatorial fracionado de quatro variaveis e dois niveis.

Variavel Nivel alto Nivel baixo
Diluicdo c-DNA 1: 0,5 1:1
tincubacio C-DNA (minutos) 60 30
Concentracio a-HRP (mg mL™) 0,030 0,003
tincubagio a-HRP (minutos) 60 30

Na sequéncia, todos os pardmetros foram fixados, variando-se somente a concentragio
do conjugado a-HRP com o intuito de se obter o maximo da resposta em termos de
intensidade de corrente. Nesta fase, os eletrodos foram modificados conforme descrito e as
concentragdes de a-HRP empregadas foram 0,03; 0,05; 0,10; 0,30 e 0,50 mg mL™". Os estudos
foram realizados na auséncia (considerado como branco) e na presenca do DNA
complementar.

Todos os experimentos foram realizados utilizando o sistema de substratos 5-ASA e

H,0O, nas concentracdes 5,0 x 10%e 35x 10 mol L'l, respectivamente.
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3.3.3.6. Determinacio do valor cut-off e aplicacio do biossensor em amostras positivas
para HCV

Apds a otimizagdo de todas as etapas de modificacdo do CDtrodo de ouro no
desenvolvimento do biossensor, o dispositivo foi aplicado em vinte amostras negativas para
HCV para determinacdo do valor cut-off, o valor minimo de intensidade de corrente que
indica a presenca de HCV, por meio da férmula:

Cut-off = (média da intensidade de corrente de 20 amostras negativas) + (3 x desvio padrao)

O biossensor foi aplicado em vinte amostras positivas do genotipo 1 e em dez do

gendtipo 3.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. PARTE 1: ESTUDO DO MECANISMO DE RESPOSTA DO BIOSSENSOR
UTILIZANDO A ENZIMA HRP NA PRESENCA DE 5-ASA E H,0,

4.1.1. Avaliacao da limpeza da superficie dos CDtrodos de ouro

Apds a construgdo do CDtrodo, sem qualquer tipo de limpeza da superficie eletrddica,
foram tracados voltamogramas ciclicos em solu¢ido de K4Fe(CN)s 1,0 x 102 mol L de -0,4 a
+0,7 V, v="50 mV s™. Observa-se na Figura 4 que os picos de oxidagio e redugio encontram-
se bem separados e deformados, ocasionados pela dificuldade da transferéncia eletronica na
superficie do eletrodo.

A causa desse comportamento pode ser devido a agdo do HNOj; concentrado durante a
etapa de retirada da pelicula protetora que recobre o ouro, levando a oxidacdo de residuos do
policarbonato e também a formagdo de 6xido de ouro estdvel sobre a superficie do eletrodo,

acarretando a deformacdo do perfil voltamétrico.
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Figura 4: Voltamograma ciclico tracado em solugdo tampdo fosfato-citrato 0,1 mol L' pH 5,0 contendo
K4Fe(CN)s 1,0 x 107 mol L™ antes da limpeza da superficie do CDtrodo de ouro; v=50 mV s™.

Para contornar essa dificuldade, diferentes métodos de limpeza da superficie do
CDtrodo de ouro foram empregados. Inicialmente, foram investigados procedimentos de
limpeza mecanica, com auxilio de flanela umedecida em solu¢do de alumina (0,05 pum) ou

aplicacdo de ultrassom em meio de dgua ou etanol. No entanto, visto que a camada de ouro
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depositada sobre o suporte de policarbonato ¢ muito fina, estes métodos ocasionaram o
desprendimento do ouro da superficie do CDtrodo.

O método subsequente, na qual o CDtrodo foi submetido a aplicagdo de potencial fixo
em +0,5 V por 5 minutos em solugdo de NaCl 0,5 mol L apresentou uma melhora no perfil

voltamétrico, como pode ser vista na Figura 5.
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Figura 5: Voltamogramas ciclicos tracados em solugdo tampio fosfato-citrato 0,1 mol L™ pH 5,0 contendo
K4Fe(CN)g 1,0 x 107 mol L™ antes (A) e apds (B) limpeza da superficie do CDtrodo de ouro utilizando aplicagio
de potencial fixo em +0,5 V em solugdo de NaCl 0,5 mol L' por 5 min. (v="50 mV s™).

Os picos de oxidagdo e reducdo ainda apresentaram significativa separacdo, com
AE;ic, de aproximadamente 335 mV. Quando € aplicado o potencial de +0,5 V em uma
solucdo de NaCl, ocorre a redu¢do do 6xido formado na superficie do ouro devido ao uso de
HNO; concentrado. No entanto, esse potencial ndo ¢ suficientemente elevado para retirar todo
o oOxido da superficie, resultando na ligeira mudanca do perfil voltamétrico. Outro fator
relevante ¢ que fons cloreto podem interagir com o ouro, formando complexos®™, como
mostrado na reag@o abaixo:
Au+4ClI' — AuCly +3 ¢
Assim, a solucdo de NaCl ndo foi considerada apropriada para a limpeza da superficie
eletrédica, necessitando de um procedimento mais adequado.
O processo de limpeza seguinte consistiu em ciclagens sucessivas em solucdo de
H,SO04 0,5 mol L™ no intervalo de potencial de 0,0 a +1,5V a uma velocidade de varredura de
100 mV s até obtengdo do voltamograma ciclico tipico, como mostrado na Figura 6. A

adsorcdo de oxigénio sobre eletrodo de ouro ocorre entre 1,2V e 1,6V e a dessor¢do ocorre
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entre 0,8V ¢ 1,0V.*¥ Este perfil voltamétrico ¢ um indicativo de que a superficie do eletrodo

encontra-se limpa.
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Figura 6: Voltamograma ciclico tragado em H,SO, 0,5 mol L"! sobre CDtrodo de ouro, v=100mV st

ApoOs esse pré-tratamento, realizou-se as medidas voltamétricas em solucdo de
K4Fe(CN)s 1,0 x 10> mol L. Pode-se observar pela Figura 7 que houve significativa
mudanca no perfil voltamétrico do K4Fe(CN)s, com AE,;i., de aproximadamente 105 mV.
Embora ndo seja o valor esperado de 59,2 mV para um sistema reversivel que envolve um

elétron,” o resultado ¢ satisfatorio para o objetivo do estudo.
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Figura 7: Voltamogramas ciclicos tracados em solugdo tampio fosfato-citrato 0,1 mol L™ pH 5,0 contendo
K4Fe(CN)g 1,0 x 102 mol L antes (A) e apés (B) limpeza da superficie do CDtrodo de ouro por ciclagens

sucessivas em H,SO, 0,5 mol L'l.(\FSOmVs'l).
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Sendo assim, a limpeza por meio de ciclagens sucessivas (10 ciclos em média) em
H,S04 0,5 mol L foi definida para os experimentos subsequentes. A reprodutibilidade do
procedimento empregado na construcdo dos eletrodos foi avaliada comparando-se os valores
de picos de correntes anodica e catodica e o desvio padrio relativo obtido para 5 CDtrodos

diferentes foi de 1,7%. Este resultado indica que as areas dos eletrodos sdo muito similares.
4.1.2. Estudo da estabilidade da solucio de 5S-ASA

O 5-ASA ¢ pouco soluvel em 4gua, com solubilidade de 1,7 mg mL™" a 25 °C. Os
procedimentos para dissolu¢cdo do 5-ASA encontrados na literatura incluem adi¢do de HCI ou
NaOH, e também o uso de metanol.”'®® Esses procedimentos, no entanto, inviabilizam a
utilizacdo da solu¢do do 5-ASA em ensaios com enzimas, uma vez que as biomoléculas
podem sofrer desnaturagdo nessas condigdes. Como alternativa, quantidades adequadas do
solido de 5-ASA foram dissolvidas em solucdo tampdo fosfato-citrato pH 5,0, seguido de
aquecimento a 60 °C por 5 minutos para completa dissolugdo. Os estudos da estabilidade da
solucdo foram conduzidos por voltametria de onda quadrada e por espectrofotometria
imediatamente apos o preparo e esfriamento da solug@o e apds 2, 4, 6 e 8 horas de preparo.

A Figura 8 apresenta os voltamogramas de onda quadrada obtidos para os diferentes
tempos. Observa-se que ndo houve significativa variagdo da intensidade de corrente de pico
com o aumento do tempo, apresentando uma perda de 6,4% entre 0 e 4 horas, como pode ser

visto na inser¢@o da Figura 8.

204 18

0 hora 16

154 8 horas

Tempo / horas

00 02 04 06 08
E/Vvs. Ag/AgCl

Figura 8: Voltamogramas de onda quadrada tragados em solugdo tampao fosfato-citrato 0,1 mol L™ pH 5,0
contendo 5-ASA 5,0 x 10° mol L™, obtidos ap6s diferentes tempos a partir do preparo. Inser¢io: intensidades de
corrente de pico obtidas em solucdo tampdo fosfato-citrato pH 5,0 em fun¢@o do tempo, na auséncia (O0) e na
presenca (m) de 5-ASA. Pardmetros voltamétricos: f: 150 Hz, a: 0,05 V e AE. 0,002 V.
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Medidas espectrofotométricas foram realizadas nas mesmas condigdes de meio
reacional dos experimentos eletroquimicos e sdo mostradas na Figura 9. Do mesmo modo, a

variagdo da intensidade da absor¢do nas bandas caracteristicas do 5-ASA néo foi significativa.

0,20

0,15

0,10

298

S < 0,051
=
0,00{ o o o o o
< 0 hora ’ ‘
.ﬁ 0 2 4 6 8
=) 8 horas Tempo / horas
72}
2

200 300 400 500 600 700 800
A/ nm

Figura 9: Espectros UV-Vis da solugdo tampio fosfato-citrato 0,1 mol L™ pH 5,0 contendo 5-ASA 5,0 x 107
mol L obtidos apos diferentes tempos a partir do preparo. Inser¢io: valores de Asog em solugdo tampéo fosfato-
citrato pH 5,0 em fung¢do do tempo, na auséncia (0) e na presenca (m) de 5-ASA.

Estes resultados indicam que nio ha degrada¢@o da solugdo do 5-ASA apos até § horas
do preparo. Uma vez que os experimentos utilizando o 5-ASA sio realizados em menos de 4

horas, o procedimento para preparo da solucdo do reagente mostrou-se adequado.

4.1.3. Comportamento eletroquimico do 5-ASA sobre eletrodo de grafite de lapiseira
(PGE)

De acordo com a li‘[eratura,93 o4

a oxidacdo do 5-ASA ¢ um processo com transferéncia
de dois elétrons para formagdo da espécie eletroquimicamente ativa quinona-imina (5-ASA-
QI) em uma reacdo quasi-reversivel sobre eletrodo de carbono vitreo. Adicionalmente, em
solucdes aquosas, a imina sofre hidrélise formando a quinona correspondente. A quinona

formada pode, entdo, se reduzir formando o 4cido gentisico (Esquema 1).
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H 0 0 OH
COOH COOH COOH COOH
- +
2¢ -2H" H,0 +2¢ +2H
. + NH;
NH o OH

NH,
5-ASA 5-ASA-QI Quinona Acido Gentisico

Esquema 1: Reagdes de oxidagio do 5-ASA sobre eletrodo de carbono vitreo.”*

Inicialmente, um estudo da oxida¢do do 5-ASA sobre PGE foi realizado por
voltametria ciclica para confirmar a reagdo citada acima. A Figura 10 apresenta a influéncia
da velocidade de varredura sobre a oxida¢do do 5-ASA. A baixas velocidades de varredura
(20 ¢ 50 mV s™), um pico de oxidacdo irreversivel é observado, uma vez que nio ocorre o
pico de redugdo na direcdo catodica. Em altas velocidade de varredura (100 a 500 mVs™), o
processo de oxidacdo se torna quasi-reversivel, com o aparecimento de um pico em potencial
em torno de +0,280 V na varredura catodica referente a redug¢do da imina formada, visto que

nessas velocidades, este processo ocorre mais rapidamente que a etapa de hidrdlise.
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Figura 10: Voltamogramas ciclicos tragados em solugdo tampao fosfato-citrato pH 5,0 contendo 5-ASA 1,0 x
10 mol L™ a velocidade de varredura de (1) 20; (2) 50; (3) 100, (4) 200; (5) 300 e (6) 500 mV s

Nos estudos da influéncia da velocidade de varredura na corrente de pico anddica (I,)
observou-se uma dependéncia linear de I,, com a raiz quadrada da velocidade ' (Figura 11
A), com coeficiente de correlacdo linear (r) igual a 0,9939 e também ocorre uma relagdo
linear do log I, com o log v (Figura 11 B) com r= 0,9968, evidenciando que o transporte de

massa € controlado por difusdo.
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Figura 11: Graficos da I, vs. V2 (A) e log Ia vs. log v (B).

A Figura 12 apresenta os voltamogramas obtidos apds varreduras sucessivas do 5-
ASA 1,0 x 10° mol L em um intervalo de potencial de -0,3 a +1,0 V, com v= 200 mV s,
Observa-se que ha significativa diminui¢do da intensidade da corrente do pico em +0,37 V,
possivelmente devido a adsor¢cdo de espécies formadas que dificultam a transferéncia
eletronica até a superficie do eletrodo. Nota-se também que, a partir da segunda varredura, ha
o aparecimento de dois picos em +0,65 V e em +0,80 V que diminuem com o aumento do
numero de varreduras. De acordo com a literatura’, esses picos podem ser atribuidos a
formacdo de filmes poliméricos eletroativos produzidos durante a oxidacdo do 5-ASA. Um
ligeiro aumento na intensidade de corrente ocorre em potenciais em torno de 0,21 V na
varredura anddica e em 0,0 V na varredura catodica, o que sugere o aparecimento de um par

redox.
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Figura 12: Voltamogramas ciclicos obtidos em solugio tampéo fosfato-citrato pH 5,0 contendo 5-ASA 1,0x10”
mol L™ apés (1) primeira, (2) segunda, (3) terceira, (4) quarta e (5) quinta varredura sucessiva a 200 mV s,
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4.1.4. Avaliacido da interacio do 5-ASA com HRP na presenca de H,O,

Uma vez estudada a reagdo de oxida¢do do 5-ASA sobre eletrodo de grafite, este
processo foi avaliado na presenca de H,O, e HRP por voltametria ciclica (Figura 13). O pico
em 0,35 V corresponde a oxidacdo do 5-ASA na auséncia (linha A) e na presenca (linha B) da
enzima e de H,O,. Observa-se que ha significativa diminui¢do da intensidade de corrente do
pico de oxidacdo (em torno de 49,3%) e um aumento na intensidade da corrente catddica
(cerca de 2,7 vezes) em potencial ao redor de -0,065 V, mais claramente observado na
inser¢do da Figura 13. O aumento da intensidade de corrente catddica na presenca da enzima
ndo ¢ dependente da oxidag@o eletroquimica do 5-ASA. Esses resultados indicam que a
enzima estaria consumindo uma fracdo do 5-ASA, consequentemente, diminuindo a corrente
anodica e promovendo a formacdo de um produto que sofre redugdo no potencial

mencionado.
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Figura 13: Voltamogramas ciclicos (50 mV s™) do 5-ASA 1,0 x 10~ mol L' em solugio tampao fosfato-citrato
pH 5,0 na auséncia (A) e na presenca (B) de H,O, 3,5 x 10~ mol L™ e HRP 5,0 x 10* U mL". Insergdo:
Voltamogramas ciclicos no intervalo de 0,30 a -0,30 V do 5-ASA 5,0 x 10™* mol L' na auséncia (A) e presenca
(B) de H,0, 3,5 x 10° mol L' ¢ HRP 5,0 x 10* U mL".

De acordo com Abdel-Hamid et al.”® a oxidagdo do 5-ASA na presenca da HRP
também produz a 5-ASA-QI e, apds sua hidrolise, a benzoquinona. No entanto, um
conhecimento exato do produto desta rea¢do de oxidag@o ainda € necessario.

Um acompanhamento da formagdo de produtos foi realizado por voltametria de onda

quadrada, pois esta técnica apresenta maior sensibilidade na determinagdo de analitos e
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produtos de reagdo. Os voltamogramas obtidos em solugdo tampdo fosfato-citrato pH 5,0
contendo a mistura 5-ASA/H,0,/HRP apds diferentes tempos de reacdo sdo mostrados na
Figura 14. Nota-se que ha dependéncia da intensidade da corrente de pico com o aumento do
tempo de reagdo até um tempo de 15 minutos. Apos esse tempo, o aumento da intensidade de

corrente ndo ¢ significativo, indicando que ndo mais ocorre a formagao de produtos.
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Figura 14: Voltamogramas de onda quadrada obtidos em solugdo contendo 5-ASA 5,0 x 10* mol L, H,0, 3,5
x 10° mol L' ¢ HRP 5,0 x 10 U mL™" apés tempos de reaciio de 2 (1); 5 (2); 7 (3); 10 (4); 15 (5); 20 (6); 25 (7)
¢ 30 minutos (8). Condi¢des voltamétricas: f: 50 Hz, a: 0,050 V e AE: 0,010 V. Insercdo: Dependéncia da
corrente de pico com o tempo de reacdo.

Uma indica¢do adicional da formacdo de produto € observada pela mudanca na
coloracdo da solucdo contendo a mistura dos reagentes 5-ASA, H,O, e HRP. Inicialmente, a
solucdo ¢ incolor, no entanto, com o aumento do tempo de reagdo, a solu¢do adquire uma
coloracdo marrom-intenso. Tal variagcdo de cor ndo ocorre na auséncia de um dos reagentes.

Medidas de absorcdo baseadas em radiagdo ultravioleta e visivel encontram vasta
aplicagdo para identificagcdo e determinagdo de espécies inorganicas e organicas. Um espectro
de absor¢do na regido ultravioleta e visivel € 1til para detectar a presenca de certos grupos
funcionais que atuam como cromoforos.

Desta forma, espectros de UV-Vis foram obtidos para a solugdo contendo a mistura 5-
ASA/H,O,/HRP apds diferentes tempos de reag@o, similarmente aos estudos voltamétricos, e
sdo apresentados na Figura 15. Observa-se o aparecimento de uma banda de absor¢do no
comprimento de onda de 470 nm que aumenta com o aumento do tempo de reagdo,

caracterizando a formacdo de produto. A partir de 10 minutos a absorbancia torna-se
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constante, sugerindo que ha estabilizagdo na formacdo de espécies. Na auséncia de um dos

reagentes, ndo ha absorc¢do nesta regido do espectro.
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Figura 15: Espectros UV-Vis das solugdes contendo 5-ASA 5,0 x 10* mol L', H,05 3,5 x 10° mol L' ¢ HRP
5,0 x 10" U mL™" ap6s tempos de reagio de 0,5 (1); 1 (2); 2 (3); 3 (4); 5 (5); 7 (6); 10 (7); 15 (8); 20 (9); 25 (10);
30 (11) e 45 minutos (12). Insercao: Variacdo da absorbancia em 470 nm com o aumento do tempo de reagdo.

4.1.5. Estudo da adicio de benzoquinona e acido gentisico ao sistema 5-ASA/H,0,/HRP

Como previamente mencionado, na oxidagdo eletroquimica do 5-ASA ocorre a
formacdo de quinona e 4cido gentisico. Desta maneira, para identificar se a benzoquinona ou
o acido gentisico € o produto da oxidac@o do 5-ASA pela HRP, voltamogramas individuais de
tais compostos foram obtidos nas mesmas condigdes voltamétricas empregadas para a mistura
5-ASA/H,0,/HRP. Um pico largo em 0,020 V vs. Ag|AgCl foi obtido para a benzoquinona.
Por outro lado, o 4cido gentisico ndo ¢ eletroativo quando ¢ aplicado um intervalo de
potencial na varredura catodica.

Sendo assim, aliquotas de solu¢do padrdo de benzoquinona foram adicionadas a
solu¢do contendo a mistura dos reagentes 5-ASA/H,O,/HRP apos o tempo de reagdo de 5
minutos. A Figura 16 ilustra os voltamogramas de onda quadrada obtidos para este estudo e a
resposta individual da benzoquinona.

Observa-se que com o aumento da concentragdo de benzoquinona, ha o aumento da
intensidade de corrente. No entanto, ocorre o deslocamento do pico para potenciais menos
positivos. Isto ¢ devido ao largo pico da benzoquinona, indicando o possivel acoplamento do

pico de redugdo do sistema 5-ASA/H,0,/HRP e da benzoquinona adicionada. Por meio do
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procedimento matematico de deconvolucdo do pico 6 da Figura 16, foi possivel obter esses

picos de reducdo separadamente, como podem ser vistos na Figura 17.
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Figura 16: Voltamogramas de onda quadrada da solugdo contendo 5-ASA/H,0,/HRP em solugdo tampao
fosfato-citrato 0,1 mol L™ pH 5,0 apés tempo de reagiio de 5 minutos (1) e para concentragdes de benzoquinona
analisadas: 0,1 (2); 0,3 (3); 0,5 (4); 0,7 (5) e 1,0 x 10* mol L (6). Insercdo: resposta individual da
benzoquinona. Condi¢des voltamétricas: f: 50 Hz, a: 0,050 V e AE: 0,010 V.
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Figura 17: Voltamogramas de onda quadrada obtidos para a mistura 5-ASA/H,0,/HRP contendo benzoquinona
1,0 x 10* mol L. Curva experimental (—) e curvas resultantes da deconvolugio para a mistura 5-
ASA/H;O,/HRP (e**) e para a benzoquinona (---).
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Desta maneira sugere-se que o pico em 0,12 V na Figura 16 ndo seja correspondente
ao processo redox da benzoquinona ou do acido gentisico.

Estudos espectrofotométricos destes compostos também foram realizados para
determinar se a banda de absor¢cdo em 470 nm ¢ referente a formagdo de benzoquinona ou
acido gentisico. Aliquotas de solugdo destes reagentes foram adicionadas a solu¢do contendo
a mistura 5-ASA/H,O,/HRP ap6s 5 minutos de reagdo. No entanto, a banda em 470 nm ndo
apresentou aumento na intensidade da absorbancia com a adi¢do dos padrdes, uma vez que os
espectros de 5-ASA, benzoquinona e 4cido gentisico puros apresentam bandas de absorcao

em valores de comprimentos de onda menores que a banda do produto (Figura 18).
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Figura 18: Espectros de UV-Vis da solu¢do 5-ASA (—), benzoquinona (---) e acido gentisico (**¢) em
concentracdes 5,0 x 10 mol L™ preparados individualmente em solugdo tampao fosfato-citrato 0,1 mol L™ pH
5,0 e da mistura 5-ASA/H,O,/HRP (-¢-¢-) apo6s 5 minutos de reagéo.

Uma vez que a molécula de acido gentisico ¢ similar & do 5-ASA, um estudo foi
realizado utilizando acido gentisico/H,O,/HRP, em substitui¢do ao 5-ASA. As medidas foram
obtidas utilizando uma solu¢do contendo acido gentisico 5,0 x 10* mol L, H,05 3,5 x 107
mol L' e HRP 5,0 x 10* U mL™ apds tempos de reagdo de 0, 1, 2, 5 e 10 minutos. No
entanto, ndo houve variacdo na coloracdo da solucdo, além de ndo ocorrer mudanga no perfil
do espectro do acido gentisico puro (Figura 19), indicando que ndo hé interagdo deste
composto com a enzima HRP e H,O,.

Este resultado sugere que a enzima HRP interage com o grupamento —NH; do 5-ASA,

pois ¢ a unica diferenga entre as moléculas do acido 5-aminossalicilico e acido gentisico.
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Figura 19: Espectros UV-Vis da solug@o tampao fosfato-citrato pH 5,0 (1) e da mistura de acido gentisico 5,0 x
10* mol L', H,0, 3,5x 10° mol L' ¢ HRP 5,0 x 10* U mL" apods tempos de reagdo de 0; 1; 2; 5 e 10 minutos
(2-6).

4.1.6. Comportamento eletroquimico do sistema 5-ASA/H,0,/HRP sobre CDtrodo de

ouro

Foram realizados estudos por voltametria ciclica utilizando os CDtrodos de ouro nas
seguintes condi¢des: 1) solugdo tampdo fosfato-citrato 0,1 mol L™ pH 5,0, eletrélito suporte;
2) somente 5-ASA 5,0 x 10* mol L™ em solu¢do tampio; 3) 5-ASA 5,0 x 10* mol L™ na
presenga de H,O, 3,5 x 10° mol L™ e 4) 5-ASA 5,0 x 10 mol L™, H,0, 3,5x 10° mol L e
HRP 5,0 x 10* UmL".

A Figura 20 mostra que, na auséncia da enzima, ndo ocorre processo eletroquimico
sobre o CDtrodo (Figura 20, A-C). No entanto, quando a HRP est4 presente (Figura 20, D),
ocorre uma significativa variagdo dos valores de intensidade de corrente catodica na regido
entre 0,0 e —0,150 V, apresentando um comportamento similar ao obtido sobre o eletrodo de
grafite (Inser¢do Figura 13).

Na sequéncia, realizou-se um estudo do efeito do potencial a ser aplicado na técnica
amperometrica utilizando o CDtrodo de ouro, na auséncia e na presenca da HRP. Potenciais
de +0,100 a —0,250 V vs. Ag|AgCl foram aplicados e avaliou-se o comportamento do sistema
enzimatico. A Figura 21 mostra que, na presenca da enzima HRP, houve um aumento do
valor de intensidade de corrente catddica em funcdo do potencial aplicado em todo o intervalo
estudado. No entanto, na auséncia da HRP, a intensidade de corrente inicia um aumento a

partir de -0,075 V. Esse aumento se deve possivelmente a redu¢do do H,O,, ndo sendo viavel
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o monitoramento da atividade catalitica da enzima em potenciais maiores que —0,050 V. Deste

modo, foi definido o potencial de —0,050 V para o monitoramento da atividade enzimatica.
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Figura 20: Voltamogramas ciclicos obtidos em: (A) solugdo tampio fosfato-citrato 0,1 mol L™ pH 5,0; (B) 5-

ASA 5,0 x 10 mol L'"; (C) 5-ASA 5,0 x 10 na presenca de H,0, 3,5 x 10~ mol L' ¢ (D) 5-ASA 5,0 x 10,
H,0, 3,5 x 10” mol L na presenca de HRP 5,0 x 10* UmL"; v=50mV s,
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Figura 21: Efeito do valor de potencial aplicado no monitoramento amperométrico do sistema 5-ASA/ H,0, 5,0
x 10" mol L' e 3,5 x 107 mol L™, respectivamente, em solugiio tampao fosfato-citrato 0,1 mol L™ pH 5,0, na
auséncia (O) e na presenga (@) de 5,0 x 10* UmL" da enzima HRP.
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4.1.7. Proposta de mecanismo de interaciio entre 5-ASA e HRP

Algumas informagdes da literatura indicam que o 5-ASA e intermediarios formam
ligagdes covalentes com a hemoglobina,”’ uma biomolécula que contém um grupamento
heme com Fe’”. E conhecido também que o 5-ASA reage rapidamente na presenca de H,O, e

: ~ +
baixas concentragdes de Fe'* %

e que, embora apresente dificuldades na sintese, o ferro pode
formar complexos com ligantes como quinona-iminas.”®

A enzima HRP nativa contém um grupamento heme, geralmente uma
ferroprotoporfirina IX, com quatro atomos de nitrogénio ligados a um Fe’". A quinta
coordenac¢do é por meio de um residuo de histidina e a sexta coordenagdo permanece

desocupada.” O ciclo catalitico da enzima HRP ¢ dado por:'*
[heme(Fe’")] + Hy0, — [heme(O=Fe"")-R"*] composto1 + H20 (D
[heme(O=Fe*")-R"*] composto1 + XOH — [heme(O=Fe*)] composionn + XO*  (2)

[heme(O=Fe*")] composto 1 + XOH — [heme(Fe’*)] + XOe (3)

A equagdo 1 envolve a oxidacdo do grupo prostético heme da peroxidase pelo
perdxido de hidrogénio (ou hidroperdxidos organicos) por dois elétrons e a formagido de um
composto intermediario, Composto I, consistindo do ferro oxiferril (O=Fe*") e do cation
radical © porfirinico. Na equagdo 2, o composto intermedidrio formado sofre uma reacéo de
reducdo pela transferéncia de um elétron do doador XOH, formando um segundo composto
intermediario, Composto II. Um elétron adicional pode ser transferido, proveniente de uma
segunda molécula XOH (Equagdo 3), de forma que a enzima retorne a forma nativa (Fe’").
Nas etapas 2 e 3, a espécie doadora de elétrons (XOH) ¢ oxidada.

101
1.

Filizola et a sugere o mecanismo de formagdo do Composto I de acordo com o

Esquema 2.

— ] — -+ ~ H 1t — — +
H‘ % [ ]
H\O/H + HOOH OI/OZ\H Ol/oz\H | 4 +H,0
- |3V N |3+/ - |3-</ —_— \Fey ’
Fe Fe “Fe IR
Composto I

Esquema 2: Formagio do Composto I por meio da oxidagio da HRP pelo H,0,, adaptado de Filizola et al.'”!
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Uma vez que os estudos eletroquimicos e espectrofotométricos revelaram que o
produto da reacdo entre o 5-ASA e a HRP ndo foi caracterizado como a benzoquinona ou o
acido gentisico, pretende-se elucidar o mecanismo de interagdo entre essas moléculas.

Propde-se que, diferentemente do que foi descrito na literatura,”® na rea¢io com a
HRP, o 5-ASA nao forma o par redox quinona-imina/benzoquinona.

Sugere-se que, o 5-ASA, atuando como mediador de elétrons para a enzima HRP,
possa ser oxidado no grupo —NH, pelo Composto I, com formag¢do do Composto II (Esquema
3 A). Uma segunda molécula de 5-ASA reage com o Composto II e origina um complexo
entre 0 Fe*" ¢ o grupo —~NH, do 5-ASA (Esquema 3 B). A indicacdo desse sitio de interagdo ¢
baseada no experimento no qual a enzima ndo apresentou interacdo com o acido gentisico,
cuja molécula diferencia do 5-ASA pela auséncia do grupo amina. Outra indicag¢do desta
interacdo ¢ que a formacdo do complexo poderia inibir a hidrolise da quinona-imina,
impedindo a formagdo da benzoquinona e, finalmente, do 4cido gentisico, como demonstrado

pelos estudos de voltametria de onda quadrada e espectrofotometria.

A)
— —4 — —
° OH () OH
I, I,
~ T ~ T
Fe + , Fe +
L — NH, [ | I:JH
Composto I Composto 11
B) B ]
— — OH
COOH
OH
|| COOH
~ 4 + N + H,0
I |
~ ~ gy
NH2 Fe
~ ‘ ~
Composto 11 o Complexo o

Esquema 3: Proposta do mecanismo de oxidagdo do 5-ASA pela enzima HRP na presenca de H,O..

Outro indicio € que a formagdo do complexo ocasiona a mudanga na cor da solugdo e

o aumento da corrente catodica entre 0,1 ¢ -0,1 V e na banda de absor¢do em 470 nm. O ferro



68

102
1.1

tem uma razoavel afinidade por nitrogénio, como observado por Bachas et a e Lozano-

2 . . ~
1,'" no complexo formado entre Fe*" ¢ 5-amino-1,10-fenantrolina em solugdes

Camargo et a

aquosas.
Sendo assim, sugere-se que o mecanismo de resposta do biossensor amperométrico

baseado na enzima HRP e o mediador 5-ASA ¢ relativo a reducdo do complexo formado entre

o Fe*" ¢ 0 grupo —-NH, do 5-ASA.

4.2. PARTE 2: DESENVOLVIMENTO DO BIOSSENSOR

4.2.1. Comportamento do acido lipdico em soluciio

Nesta etapa, realizou-se um estudo do comportamento eletroquimico do acido lipoico
em solucdo para avaliar a possivel interferéncia do composto nos estudos amperométricos, no
qual o potencial aplicado é de —0,050 V.

A resposta voltamétrica do acido lipdico de concentragdo 1,0 x 107 mol L™ preparada
em etanol/solu¢do tampao fosfato-citrato pH 5,0 (1:10 v/v, respectivamente), observada na
Figura 22, apresenta um pico de oxidacdo (B), em E= +0,94 V, que pode ser atribuido ao
fendmeno de adsorcdo dos grupamentos de enxofre sobre a superficie do ouro.'™

Estudou-se também o comportamento do acido lipdico sobre CDtrodo de ouro quando
realiza-se a reducdo do composto. A Figura 23 apresenta o voltamograma obtido, na qual o
pico de reducdo que ocorre em E= -0,78 V ¢ atribuido a redu¢do da ligacio S-S com
formagdo do grupo —SH.

Sendo os potenciais de oxidagdo e redugdo relativamente altos, o dcido lipdico pode
ser utilizado para a formacdo da SAM na construgdo do biossensor, sem interferir na reducéo

da enzima HRP.
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Figura 22: Voltamogramas ciclicos tracados em (A) solugdo tampdo fosfato-citrato 0,1 mol L™ pH 5,0 e (B)
acido lipoico 1,0 x 10 mol L™'; utilizando o CDtrodo de ouro, v=50 mV s™.
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Figura 23: Voltamogramas ciclicos obtidos em (A) solugdo tampio fosfato-citrato 0,1 mol L pH 5,0 e (B)
acido lipoico 1,0 x 10 mol L-1; utilizando o CDtrodo de ouro, v=50 mV s™.

4.2.2. Avaliacdo da formacio da monocamada auto-organizada de acido lipdico sobre a

superficie dos CDtrodos de ouro

Em muitos casos, a formagdo de SAMs ocasiona uma barreira na transferéncia de
elétrons e o uso de um par redox em solugdo pode ajudar a compreender a distribui¢do da

monocamada auto-organizada sobre o eletrodo. Deste modo, inicialmente utilizou-se
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K4Fe(CN)s 1,0 x 10° mol L antes e ap6s a modificagdo da superficie do CDtrodos por 120
minutos com uma solugio de 4cido lipdico 1,0 x 10 mol L™ preparada em etanol absoluto.

A Figura 24 apresenta os voltamogramas obtidos e observa-se que, apds a modificacdo
da superficie com acido lipdico, houve uma total inativagdo da superficie eletrédica, uma vez
que ndo ocorreu o processo redox do K4Fe(CN)g (Figura 24 C). Esse comportamento ocorreu
devido a alta concentragdo de acido lipdico preparada em etanol absoluto, o que favoreceu a
interacdo do composto com o ouro, levando a uma maior densidade de moléculas na
superficie do eletrodo e a presenca de poucos defeitos ou pinholes. Os defeitos sdo resultados
da adsorcdo imperfeita do alcanotiol ou dissulfito sobre o ouro durante a etapa de auto-
organiza¢do ou como consequéncia do enxdgue, armazenamento ou uso do eletrodo. Esses
defeitos sdo responsaveis pelo contato entre a molécula redox e o eletrodo.

Quando h4 um grande niimero de defeitos e estes estdo proximos o suficiente de forma
que a camada de difusdo de cada um se sobreponha, a resposta voltamétrica terd
caracteristicas de processos controlados por difusdo linear. Por outro lado, se os defeitos sdo
pequenos em numero € ndo se sobrepdem, eles poderdo agir como um arranjo de
microeletrodos e a contribuicdo da difusdo radial passa a ser significativa frente a difusdo

. 105
linear.

I/pA

-2 01 00 01 02 03 04 05 0,6
E/Vvs. Ag/AgCl
Figura 24: Voltamogramas ciclicos obtidos em (A) solugdo tampdo fosfato-citrato 0,1 mol L' pH 5,0; (B)

K4Fe(CN)g 1,0 x 10° mol L™ antes da modificacio e (C) K4Fe(CN)s 1,0 x 10 mol L™ apds modificagio as
superficie com acido lipdico 1,0 x 10 mol L por 120 minutos; v=50 mV s™.

Desta maneira, novos experimentos foram realizados utilizando uma solu¢do mais

diluida do acido lipoico e diferentes tempos para a formacdo da SAM.
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A avaliag@o do tempo de formagdo da SAM foi realizada utilizando-se uma solugo de
acido lipoico 1,0 x 10 mol L™ em etanol/agua (1:10 v/v). Os CDtrodos foram imersos nesta
solugdo por 15, 30, 60 ¢ 120 minutos. Apds a lavagem dos CDtrodos por imersdo em uma
solugdo 1:10 etanol/dgua, realizou-se estudos por voltametria ciclica empregando o
K4Fe(CN)g. A seguir sdo apresentados os voltamogramas obtidos nas diferentes condigdes de

formagdo da SAM.
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Figura 25: Voltamogramas ciclicos tragados em solugio tampdo fosfato-citrato 0,1 mol L™ pH 5,0 contendo
K4Fe(CN)g 1,0 x 107 mol L™ referentes a: 1) (A) antes da modificagiio e (B) apés modificagio com écido lipéico
por 15 minutos. 2) (C) antes da modificagdo e (D) apdés modificacdo com acido lipdico por 30 minutos. 3) (E)
antes da modificacdo e (F) ap6s modificagdo com acido lipdico por 60 minutos. 4) (G) antes da modificagdo e
(H) apos modificagdo com 4cido lipdico por 120 minutos. v=50 mV s™.

A andlise da estimativa da porcentagem de recobrimento da superficie dos CDtrodos
pela SAM foi realizada por meio do célculo da area do pico de oxidacdo do K4Fe(CN)g antes
e apos a modificagdo com o acido lipdico. Para os tempos de 15, 30, 60 ¢ 120 minutos houve

um recobrimento de aproximadamente 38%, 19%, 29% e 40%, respectivamente.
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Esse resultado pode ser explicado por meio do entendimento da organizagdo das
moléculas na superficie do ouro. O acoplamento da molécula é uma etapa relativamente
rapida, seguida por um processo de organizagdo mais lento. Com 15 minutos de exposi¢do do
ouro ao acido lipdico, ha a interacdo da superficie com um grande mimero de moléculas do
acido lipdico, no entanto, pode ter ocorrido a adsor¢do de apenas um adtomo de enxofre. Como
aumento do tempo para 30 minutos, hA uma organizacdo da molécula, ocasionado o
deslocamento de outras, liberando espago na superficie (Esquema 4). A partir de 60 minutos,
ocorre 0 aumento da concentragdo das mesmas sobre o ouro, dai o aumento gradativo da

porcentagem de recobrimento.
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Esquema 4: Adsorcao do acido lipoico sobre o CDtrodo de ouro apds 15, 30 e 120 minutos de exposigao.

Como os voltamogramas obtidos para os tempos de modifica¢do de 15 e 120 minutos
apresentaram perfis semelhantes, realizou-se um estudo por voltametria ciclica empregando o
K4Fe(CN)s de -0,4 a + 0,7 V a uma velocidade de varredura de 0,1 mV s com o objetivo de
investigar um possivel comportamento de microeletrodo. A Figura 26 corresponde aos
voltamogramas obtidos para os eletrodos modificados nas condi¢des descritas. As curvas em
forma sigmoidal demonstram o comportamento esperado para o eletrodo de tamanho

micrométrico, na qual o processo difusional ndo linear ¢ predominante.
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Figura 26: Voltamogramas ciclicos tragados em solugio tampdo fosfato-citrato 0,1 mol L™ pH 5,0 contendo
K4Fe(CN)s 1,0 x 107 mol L™ apés modificagio do CDtrodo de ouro com a SAM de acido lipdico por (1) 15
minutos e (2) 120 minutos aplicando a velocidade de varredura de 0,1 mV s™.

A etapa seguinte consistiu em estudar a estabilidade da SAM formada, por meio de
ciclagens sucessivas em K4Fe(CN)g com os CDtrodos modificados. A Tabela 4 apresenta os
valores em porcentagem da perda de recobrimento da superficie dos CDtrodos apods as

ciclagens.

Tabela 4: Porcentagem de perda do recobrimento da superficie dos CDtrodos de ouro pela SAM de acido
lipdico apos ciclagens sucessivas em K Fe(CN)g para diferentes tempos de modificagio.

% de perda de recobrimento

Tempo de formacido da SAM (minutos) 3° ciclo 10° ciclo
15 11,60 15,10
30 3,76 13,70
60 9,97 12,10
120 0,49 6,50

Observa-se que ha significativas perdas de recobrimento da superficie do CDtrodo ja
no terceiro ciclo para os tempos 15, 30 e 60 minutos, enquanto que para o tempo de 120
minutos, a SAM mostrou-se mais estavel, uma vez que somente apds o décimo ciclo houve

relativa perda de recobrimento.
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4.2.3. Influéncia da SAM sobre a atividade catalitica da enzima HRP em solucio

A seguir, estudou-se a influéncia da monocamada de 4cido lipdico sobre a atividade
catalitica da enzima HRP em solugdo. Para isto, os CDtrodos, apos limpeza com acido
sulfurico, foram modificados com a SAM por 15, 30, 60 e 120 minutos. As medidas
eletroquimicas foram realizadas por meio da técnica amperométrica, tanto com o CDtrodo
limpo, como modificado nos diferentes tempos, nas solugdes: a) somente solugcdo tampao
fosfato-citrato pH 5,0; b) sistema 5-ASA / H,0O, 5,0 x 10* mol L' e 3,5 x 107 mol L™,
respectivamente; c) sistema 5-ASA / H,O, na presenca de HRP 5,0 x 10 U mL™. Na Figura
27 pode-se observar que, na auséncia da HRP, as intensidades de corrente sdo similares e
préximas de zero, independentemente se o CDtrodo esteja ou ndo modificado. Na presenca da
enzima, houve um significativo aumento da intensidade de corrente indicando a catélise

enzimatica na oxidac¢do do 5-ASA, sobre os CDtrodos modificados ou ndo.
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Figura 27: Intensidades de corrente obtidas por amperometria nas condi¢des: 1) CDtrodo sem monocamada:
(0) solugdo tampdo fosfato-citrato pH 5,0; (o) 5-ASA/H,0, 5,0 x 10* mol L' e 3,5 x 10 mol L,
respectivamente; (* ) sistema 5-ASA/H,0, na presenca de HRP 5,0 x 10* U mL"'. 2) CDtrodo com
monocamada em diferentes tempos de formacéo: (V) solugdo tampao fosfato-citrato pH 5,0; (A )5-ASA/H,0,
50x 10*mol L™ ¢ 3,5 x 10~ mol L™, respectivamente; (* ) sistema 5-ASA/H,0, na presenca de HRP 5,0 x 10™
UmL™". O sistema operou a -0,050V vs. Ag|AgCl.

A variacdo do tempo de formacdo da monocamada ndo alterou significativamente o
comportamento do sistema 5-ASA/H,O, na auséncia ou na presenca da HRP. Os valores

intensidade de corrente na presen¢a da enzima para os CDtrodos com ou sem a SAM foram
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comparados por meio do teste t-pareadol%. Para n= 4, 0 teaiculado foi de 0,1426, menor que o
valor de teiico= 3,18 para 3 graus de liberdade e 95% de confianga, sendo, portanto,
considerados estaticamente semelhantes.

Desta forma, o tempo de 120 minutos para a formagdo da monocamada de &cido
lipoico foi escolhido, devido a estabilidade da SAM formada e por ndo influenciar na

atividade da HRP.

4.2.4. Imobilizacdo da proteina estreptavidina (STA) via EDC sobre a SAM de acido

lipdico

Normalmente, estudos que objetivam a otimizacdo de parametros experimentais sdo
realizados através de procedimentos que avaliam o efeito de uma variavel por vez, o que, de
maneira geral, impede o estabelecimento de 6timos verdadeiros, devido a correlacdo que pode
existir entre as variaveis. Como alternativa, o planejamento fatorial pode ser utilizado.

Nesta etapa do trabalho, utilizou-se o planejamento fatorial completo do tipo 2° para
otimizacdo da imobilizacdo da proteina estreptavidina (STA) por meio da 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC), utilizando o conjugado biotina-peroxidase (b-HRP)
como marcador.

A Tabela 5 apresenta as diversas combinagdes de experimentos para este

planejamento fatorial e as intensidades de corrente obtidas.

Tabela 5: Matriz de planejamento fatorial completo 2° e intensidades de corrente obtidas

Experimento* Cepc (x10° mol L") Cgra (mg mL™") tincubacio (Min) I/ pA
1 5,0 0,01 30 -0,333 +£ 0,02
2 5,0 0,10 60 -0,471 + 0,02
3 10,0 0,10 30 -0,705 + 0,03
4 5,0 0,01 60 -0,450 + 0,05
5 5,0 0,10 30 -1,067 + 0,02
6 10,0 0,10 60 -0,871 + 0,09
7 10,0 0,01 30 -0,488 + 0,03
8 10,0 0,01 60 -0,666 + 0,08

* n=2 para cada experimento
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Empregando os resultados da Tabela 5 e aplicando o software Minitab™ Statistical
Software foi possivel identificar os efeitos de cada pardmetro sobre o sistema, observados no
Grafico de Pareto (Figura 28). Verificou-se que o pardmetro mais importante ¢ a concentragao
da STA. A concentracdo da EDC e tempo de incubagdo dos CDtrodos na solugdo desses

reagente ndo tém grande influéncia na imobilizagdo.

Csta—

Cepc

mcub™]

0,0 0,5 1,0 1,5

Figura 28: Gréfico de Pareto: influéncia dos parametros na imobilizagdo da STA sobre CDtrodo de ouro
modificado com SAM. Cgra=concentra¢do da estreptavidina; Cgpc= concentragdo da carbodiimida, t incub =
tempo de incubacao.

As influéncias dos niveis alto e baixo de cada varidvel também foram determinadas.
As retas apresentadas na Figura 29 expressam a tendéncia em termos de intensidade de
corrente quando se altera o parametro do nivel baixo para o alto. A varidvel ‘concentragido da
EDC’, por exemplo, tende a resultar em maior intensidade de corrente quando [EDC] = 10,0 x
10 mol L. Quanto mais inclinada for a reta, maior a influéncia do pardmetro sobre o
sistema. A intensidade de corrente tende a aumentar quando a STA e EDC estdo em solucdes
mais concentradas, enquanto o tempo de incubag@o nio apresentou significativas influéncias,

evidenciadas pela inclinagdo das retas na Figura 29.
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Figura 29: Tendéncia da intensidade de corrente para os niveis alto e baixo para cada variavel. Cgra=
concentragdo da estreptavidina; Cgpc= concentragdo da carbodiimida, t incub= tempo de incubag&o.

A concentragdo da STA apresentou-se como pardmetro com maior influéncia, pois a
intensidade de corrente depende da quantidade de HRP imobilizada. Quanto maior a
concentragdo de STA na superficie do CDtrodo, maior quantidade do conjugado b-HRP
imobilizado, resultando no aumento da corrente.

A EDC ¢ um composto soltivel em agua e permite, sem pré-dissolugdo em solvente
organico, o acoplamento de uma molécula que contenha um grupo amina a outra que
contenha um grupo carboxila e esta reacdo ocorre mais efetivamente em pH ao redor de 7,0.
A concentragdo de EDC apresenta menor influéncia, pois estd sempre em excesso,
independente do nivel alto ou baixo. O Esquema 5 apresenta o mecanismo de reagdo entre a
STA e o grupo carboxila do 4cido lipdico via EDC.
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C DN o
VAN \N/\/\/ | ~cH, || R
EDC (carbodiimida) R NH

Moléculas acopladas

Acido lipoico

N H;C
S YA 0 ?
/\ / \N CH, |C| ll\J\
L NN Nen
3C/\NH it ’

Intermediario ativado H

Esquema 5: Reacgdo de acoplamento da molécula de STA a SAM de acido lipoico por meio da EDC. Adaptado
de Hermanson et al.'”’
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Portanto, os parametros foram fixados, sendo a concentracdo da STA de 0,10 mg mL™",
concentracdo de EDC de 10,0 x 10° mol L™ ¢ um tempo de incubagio de 30 minutos.

Em seguida, realizou-se um estudo no qual diferentes CDtrodos foram submetidos a
imobiliza¢do das biomoléculas, mas sempre na auséncia de um dos reagentes. A Tabela 6

apresenta os valores de corrente obtidos para cada experimento.

Tabela 6: Intensidades de corrente obtidas para as diferentes modificagdes dos CDtrodos

Eletrodo modificado I/pA
Sem monocamada -0,085 (+ 0,002)
Sem EDC -0,094 (+ 0,02)
Sem STA -0,079 (+ 0,005)
Sem BSA -1,599 (+ 0,13)
Sem b-HRP -0,0065 (+ 0,0007)

* n= 2 para cada experimento

Considerando que o valor da intensidade de corrente para o sistema otimizado foi em
torno de -0,900 pA, pode-se observar que, na auséncia de SAM, de EDC, de STA ou de b-
HRP, a intensidade de corrente obtida foi baixa, indicando que ndo houve imobilizagdo da
HRP. No entanto, na auséncia do bloqueio da superficie eletrodica com BSA ha um aumento

na intensidade de corrente devido a adsor¢do inespecifica da enzima.

4.2.5. Imobilizacio das sondas de DNA e do conjugado a-HRP

Quando o niimero de experimentos ¢ reduzido, consequentemente a quantidade de
informacdes também ¢ reduzida. No entanto, nem todas as interagdes sdo realmente
significantes e um estudo mais detalhado pode ser realizado posteriormente.

O planejamento fatorial fracionado s6 existe quando o niimero de experimentos ¢
maior que o numero de varidveis a serem analisadas. Deste modo, no estudo inicial da
imobiliza¢do das sondas de DNA, sendo seis o niimero de variaveis e dois niveis, 0 niumero
minimo de experimentos a ser executado deve ser 2%, ou seja, oito experimentos.

A Tabela 7 mostra as diversas combina¢des de experimentos para este planejamento

fatorial fracionado e as intensidades de corrente obtidas.
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A Figura 30 apresenta o Grafico de Pareto obtido para as resultados experimentais da
Tabela 7. Pode-se notar que apenas a diluicdo e o tempo de incubagdo das sondas de DNA
biotiniladas tiveram pequena influéncia sobre a resposta do biossensor. Os demais pardmetros

apresentaram influéncias consideraveis.

t a-HRP —

C a-HRP -

Diluigdo _|
c-DNA

t c-DNA -

Dilui¢ao
b-DNA —

t b-DNA —
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o
(9,
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Figura 30: Grafico de Pareto: influéncia dos pardmetros na imobilizagdo das sondas de DNA e do conjugado a-
HRP. t, yrp= tempo de incubagio de a-HRP; C, yrp= concentrag¢do de a-HRP; t. pya= tempo de incubagio de c-
DNA,; t,.pna= tempo de incubago de b-DNA.

A intensidade de corrente ¢ alta, indicada pela Figura 31, quando a dilui¢do do b-DNA
¢ de 1:80, com um tempo de incubag@o de 30 minutos, enquanto que a corrente aumentou
quando os demais pardmetros estdo no nivel alto.

A concentracdo do conjugado a-HRP empregada no estudo pode ser a principal causa
do resultado obtido. Visto que a concentrag@o de a-HRP possa estar baixa, um maior tempo de
incubacdo foi necessario para que ocorresse a difusdo da molécula até a superficie do
eletrodo. A quantidade de enzima também pode ndo ter sido suficiente para marcar todas as
reacdes de hibridizacdo do c-DNA, sugerindo uma maior demanda de concentracdo e tempo

do DNA complementar. Desta maneira, julgou-se necessaria a realizagcdo de novos estudos.
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Figura 31: Tendéncia da intensidade de corrente para os niveis alto ¢ baixo para cada variavel. t, pna= tempo de
incubagdo de b-DNA; t.pna= tempo de incubagdo de c-DNA;. C, yrp= concentrac¢do de a-HRP; t, jrp= tempo de
incubac¢do de a-HRP.

Nesta etapa da otimizagdo, a dilui¢do e o tempo de incubagdo do b-DNA foram
fixados de acordo com os resultados anteriores, sendo eles 1:80 e 30 minutos,
respectivamente. Um estudo por planejamento fatorial fracionado do tipo 2*" foi aplicado
para as varidveis que apresentaram maiores efeitos sobre o sistema — diluicdo e tempo de
incubagdo do c-DNA e concentragdo e tempo de incubagdo do conjugado a-HRP — nos quais
os niveis alto e baixo do tempo de incubagdo tanto para o c-DNA como para o conjugado
a-HRP foram mantidos iguais ao estudo anterior, aumentando-se os niveis da dilui¢do do
c-DNA e da concentragdo do conjugado. As intensidades de corrente obtidas para as diversas

combina¢des de modificagdo dos CDtrodos estdo na Tabela 8.

Tabela 8: Matriz de planejamento fatorial fracionado 2*' e intensidades de corrente obtidas

. Diluicdo tincubacio Concentragio tincubacio
Experimento I/pA
¢-DNA ¢-DNA (min) a-HRP (mg mL") a-HRP (min)
1 I:1 30 0,003 30 -0,88 + 0,04
2 1:1 60 0,030 30 -2,70 +£ 0,15
3 1:0,5 60 0,003 30 -0,47 + 0,03
4 1:1 30 0,030 60 -2,20 +0,12
5 1:1 60 0,003 60 -0,43 +0,02
6 1:0,5 60 0,030 60 -3,09 + 0,09
7 1:0,5 30 0,003 60 -0,43 +0,05
8 1:0,5 30 0,030 30 -1,95 +0,18

* n=2 para cada experimento
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Novamente aplicando o programa Minitab™ Statistical Software aos dados obtidos,
foi possivel construir o grafico de Pareto (Figura 32). Como previsto, o aumento da
concentragdo de a-HRP influenciou na resposta amperométrica, na qual se observa que o
tempo de incubacdo e a diluicdo do c-DNA ndo apresentaram efeitos significativos sobre o
sistema. O tempo de incubagdo do conjugado a-HRP, que no estudo anterior foi o pardmetro

que apresentou maior implica¢do nos resultados, apresentou uma influéncia desconsideravel.

C a-HRP—

t c-DNA—

Diluigdo
c-DNA 7]

t a-HRP—

0 0,25 0,5 0,75 1,0 1,25

Figura 32: Grafico de Pareto: influéncia dos pardmetros na imobilizacdo do DNA complementar e do conjugado
a-HRP. C, yrp= concentragdo de a-HRP; t. pya= tempo de incubag@o de c-DNA; t, yrp= tempo de incubagdo de
a-HRP.

Com base nas inclinagdes das retas da tendéncia da intensidade de corrente observadas
na Figura 33, foi possivel estabelecer os pardmetros para a imobilizagdo das biomoléculas. A
diluicio do DNA complementar foi fixada em 1:1. O tempo de 60 minutos apresentou
intensidade de corrente ligeiramente maior em relagdo ao tempo de incubagido de 30 minutos.
O tempo de incubag@o dos CDtrodos na solucdo do conjugado foi estabelecido em 30 minutos
por ser mais apropriado para a metodologia de modificacdo. A concentragdo de a-HRP

comprovou ser o parametro fundamental na modificacdo.
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Figura 33: Tendéncia da intensidade de corrente para os niveis alto ¢ baixo para cada variavel. t. pya= tempo de
incubagdo de c-DNA;. C, yrp= concentra¢do de a-HRP; t, yrp= tempo de incubagio de a-HRP.

Como a intensidade de corrente foi maxima quando a solu¢do do conjugado estava
mais concentrada, optou-se por estudar concentragdes mais altas de a-HRP. Para isto, todos os
demais parametros foram mantidos constantes nas condi¢cdes otimizadas, empregando-se as
concentragdes 0,03; 0,05; 0,10; 0,30 e 0,50 mg mL" de a-HRP.

A modificacio do CDtrodo para este estudo consistiu na formagdo da SAM,
imobiliza¢do da STA, bloqueio com BSA e imobilizacdo da sonda de b-DNA. A partir desta
etapa, os CDtrodos foram divididos em dois grupos: no primeiro grupo, os CDtrodos foram
incubados somente em solu¢do tampdo de hibridiza¢do, ou seja, na auséncia de DNA
complementar, sendo, portanto, considerados como brancos. O segundo grupo foi incubado
normalmente na solu¢do do c-DNA para a realizacdo da reagdo de hibridiza¢do. Os dois
grupos de CDtrodos foram igualmente incubados na solucdo de a-HRP nas diferentes
concentragdes.

A Figura 34 mostra que a intensidade de corrente atinge um valor maximo em
concentragdes de a-HRP até 0,1 mg mL'l, tornando-se constante com o aumento da
concentragdo. No entanto, a intensidade de corrente dos CDtrodos na auséncia de DNA
complementar apresentaram altas intensidades de corrente a partir da concentragdo de 0,05
mg mL™. Devido a concentra¢io de a-HRP estar muito alta, ocorreu a adsorgdo inespecifica
do conjugado na superficie do CDtrodo, dando a resposta de um “falso positivo”. Sendo
assim, a concentragio do conjugado a-HRP foi estabelecida em 0,03 mg mL™. A Tabela 9
mostra um resumo de todos os parametros otimizados para a constru¢cdo do biossensor para

Hepatite C.
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Figura 34: Varia¢do da intensidade de corrente frente ao aumento da concentragdo do conjugado a-HRP
utilizado como marcador da reagdo de hibridizagdo na auséncia (o) e na presenca (®) do DNA complementar.

Tabela 9: Resumo das condi¢des otimizadas para a construcdo do biossensor para Hepatite C

Condic¢ao otimizada

Parametro Concentracio Tempo (minutos)
Formagdo da SAM de 4cido lipdico 1,0 x 10° mol L™ 120
EDC (carbodiimida) 10,0 x 10° mol L™ 30
STA 0,10 mg mL™ 30
b-DNA 1:80 30
c-DNA I:1 30
a-HRP 0,03 mg mL™ 30

4.2.6. Determinacido do valor cut-off e aplicacdo do biossensor em amostras positivas

para HCV

Apds estabelecer as melhores condigdes para o desempenho do biossensor
amperométrico, o valor minimo de intensidade de corrente que indica a presenga de HCV
(cut-off) foi definido. Para isto, o biossensor foi aplicado em vinte amostras negativas, sendo

a média de valores de intensidade de corrente de -0,266 = 0,111 pA. Ao valor da média foi
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somado trés vezes o valor do desvio padrdo, obtendo-se o valor de -0,599 pA. Sendo assim,
uma amostra ¢ considerada positiva para HCV quando a intensidade de corrente obtida for
superior a -0,599 pA e considerada negativa quando a intensidade de corrente for inferior a
este valor. O biossensor foi aplicado em amostras positivas com o propdsito de uma detecg¢do
qualitativa do HCV. A Figura 35 apresenta os cronoamperogramas obtidos pela aplicagdo de

-0,050 V por 60s para dez amostras negativas e dez amostras positivas para HCV 1.

1/pA

Figura 35: Cronoamperogramas obtidos utilizando o biossensor aplicado em amostras negativas (==*) e positivas
(—) para HCV genotipo 1.

Na Figura 36 sdo apresentados os valores de intensidade de corrente correspondente ao
tempo de 20s, referente ao cronoamperograma, para todas as amostras negativas e positivas
para HCV do gendétipo 1 apds 6 dias de armazenamento a -4 °C. Observa-se que, embora
diferentes intensidades de corrente tenham sido obtidas para as diversas amostras positivas,

todas apresentaram valores superiores ao valor de cut-off (-0,599 pA).
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Figura 36: Intensidades de corrente obtidas na aplica¢do do biossensor amperométrico em amostras negativas
(o) e positivas (@) para HCV 1 apds 6 dias de armazenamento a -4 °C.

Uma vez que toda a otimizaga@o tenha sido conduzida utilizando-se sondas biotiniladas

e amostras do c-DNA gendtipo 1, experimentos foram realizados com o objetivo de

determinar se a metodologia ¢ adequada para deteccdo do HCV genoétipo 3. Deste modo, na

etapa de imobilizagdo do b-DNA e c-DNA foram utilizadas as biomoléculas deste gendtipo. O

procedimento foi aplicado as amostras positivas para HCV 3 apds 8 dias de armazenamento

das amostras a -4 °C. Como pode ser observado na Figura 37, as intensidades de corrente para

as amostras positivas apresentaram valores acima do valor de cut-off, indicando que a

metodologia é também apropriada para detec¢do do HCV 3.

I/pA
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Figura 37: Intensidades de corrente obtidas na aplica¢do do biossensor amperométrico em amostras negativas
(o) e positivas (@) para HCV 3 apds 8 dias de armazenamento a -4 °C.
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Algumas amostras positivas para HCV 3 apresentaram um valor de intensidade de
corrente abaixo do valor médio das amostras positivas para HCV 1 (-3,96 £+ 0,61 pA, Figura
36). Visto que o experimento utilizando o c-DNA de HCV 3 foi realizado apds 8 dias de
armazenamento, o tempo de armazenagem poderia ser o responsavel pela diminui¢do da
corrente. Sendo assim, o biossensor foi aplicado em diferentes amostras positivas para HCV 1
apos 16 dias de armazenamento a -4 °C. A Figura 38 mostra que as respostas obtidas para a
maioria das amostras foram menores que o valor de -3,96 = 0,61 pA. O tempo de estocagem
influenciou nos resultados, provavelmente porque o c-DNA das amostras sofreu degradacio
ou desnaturacdo devido a diversos fatores. Porém, mesmo apods o longo armazenamento, os

valores de corrente se mantiveram acima do valor de cut-off.
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Figura 38: Intensidades de corrente obtidas na aplicagdo do biossensor amperométrico em amostras negativas
(o) e positivas (@) para HCV 1 apds 16 dias de armazenamento a -4 °C.

A otimizagdo dos pardmetros de modificagdo do CDtrodo de ouro para a imobilizagdo
das sondas de DNA possibilitaram a constru¢do do biossensor para deteccdo do virus da
Hepatite C. Os resultados mostraram que a metodologia é adequada para aplicacdo em
amostras dos gendtipos 1 e 3, sendo estes os que prevalecem no Brasil.

O tempo de armazenamento das amostras pode influenciar na resposta amperométrica,
uma vez que foi observada uma diminui¢do na intensidade de corrente, podendo causar um
resultado falso-negativo. Deste modo, os experimentos devem ser realizados tdo logo se tenha

acesso as amostras.
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5. CONCLUSOES

Estudos eletroquimicos e espectrofotométricos foram aplicados na investigacdo do
produto da reacdo entre a enzima HRP e o mediador de elétrons 5-ASA, na presenga do
peroxido de hidrogénio como substrato enzimatico. Os resultados indicaram que, ao contrario
do que ocorre na reagdo de oxidagdo eletroquimica do 5-ASA, a benzoquinona e o acido
gentisico ndo sdo produtos da oxidacdo enzimatica do mediador. Durante a oxidacdo do 5-
ASA pela HRP, ha a formag¢do de um complexo entre a 5-ASA-QI e o Composto II que inibe
a hidrdlise do grupo amina do 5-ASA, impedindo a formagdo de benzoquinona e acido
gentisico. A resposta do biossensor amperométrico baseado na enzima HRP e o mediador 5-
ASA ¢ referente a reducdo do complexo formado.

A utilizagdo do CDtrodo de ouro como suporte para imobilizagdo de sondas de DNA
mostrou-se adequada para o desenvolvimento de um biossensor para detec¢do do virus da
Hepatite C, pois apresenta vantagens como facil constru¢do e manuseio, reprodutibilidade e
baixo custo.

O emprego de estudos quimiométricos por meio do planejamento fatorial nas etapas de
modificagdo do CDtrodo possibilitou a obten¢do das melhores condigdes experimentais com
um menor nimero de ensaios, maior rapidez e baixa demanda de reagentes e amostras.

A anélise dos resultados mostrou que o biossensor ¢ adequado para a detec¢do do virus
da Hepatite C tanto do genétipo 1 como do gendtipo 3, obtendo-se consideravel distingdo

entre as respostas das amostras positivas e negativas.
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6. PERSPECTIVAS FUTURAS

Como propostas para trabalhos futuros sugere-se:
e Estudar o efeito do tempo de armazenamento das amostras de soros de pacientes
positivos para HCV, desde a obtencdo do c-DNA amplificado até a modificacdo da

superficie do CDtrodo e medida da intensidade de corrente;

e Estudar o efeito do tempo de armazenamento do biossensor apds a reagdo de

hibridizagdo b-DNA/c-DNA;

e Desenvolver uma metodologia para detec¢do quantitativa do c-DNA.
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