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RESUMO

O virus Zika é um agente causador de doencas infecciosas que se espalha nos seres
humanos através dos vetores do virus, 0s mosquitos Aedes aegypti e Aedes
albopictus. A transmissao durante a gravidez leva a microcefalia em recém-nascidos
e também outros defeitos de nascimento. Os esfor¢cos para monitorar e controlar a
infeccdo pelo Zika virus globalmente s&o muito limitados. No contexto do
desenvolvimento de novas metodologias de diagndstico, a construcdo de sensores
biolégicos tem se tornado uma atividade ampla no ramo da ciéncia. Neste sentido
eletrodos modificados com polimeros condutores e ndo condutores sao opc¢des
viaveis, pois além de auxiliar na imobilizacdo das biomoléculas podem melhorar a
resposta analitica. Assim, realizou-se, o estudo das propriedades elétricas e
morfologicas de um novo material derivado do monémero acido 3-amino-4-
hidroxibenzdéico (AAHB) sobre a superficie de eletrodos de grafite de lapiseira para
construcdo de um biossensor contendo uma sequéncia de oligonucleotideo especifica
do Zika virus. Foi formado um material eletroquimicamente ativo na superficie dos
eletrodos de grafite de Ilapiseira. Analisou-se diferentes condicdes de
eletropolimerizacdo e comportamentos fisico-quimicos do monémero e foi proposto
um mecanismo de formacao do polimero. Véarios parametros foram investigados para
otimizar a resposta do genossensor ao substrato utilizando a voltametria de onda
guadrada (VOQ). Dentre essas investigacdes, as melhores respostas foram obtidas,
e 0 sensor mostrou uma faixa linear de trabalho para a sequéncia sintética de
14 x10-% a 66 x10° mol L (r? = 0,996), sendo a equacéo obtida da regresséo linear:
Aip (MA) = 43,34+1,38x[cDNA] (umol L) com limite de detecc¢do de 2,3 x10® mol L*
e o limite de quantificacdo de 7,6 x10 ~® mol L1, respectivamente. A faixa linear de
trabalho obtida em amostras de soro humano enriquecidas com material genético
extraido do Zika virus foi entre 84,0 pmol L't a 1410,0 pmol L (r?= 0,997). A equacéo
obtida da regressao linear foi: Aip (uA) = (-7.14) + 0,195x [cDNA] (pmol L ~1) sendo o
limite de deteccdo 25,4 x10'> mol L' e o limite de quantificacdo de
84,0 x 10 *? mol L 1. Os eletrodos foram armazenados a -8 °C por 30 dias e néo foi
observada uma perda de resposta significativa do material. Adicionalmente, o sistema
se mostrou seletivo na presenga de um alvo ndo-complementar e em amostras de
soro humano enriquecidas com material genético extraido do Dengue virus tipo 2
(DENV-2) e tipo 3(DENV-3). Assim, o0 sistema mostra-se promissor no
desenvolvimento de genossensor para diagnéstico do Zika virus, com a utilizacdo do
poli(AAHB) como suporte para imobilizacdo de biomoléculas em eletrodos de grafite
de lapiseira, que foram escolhidos pela eficiéncia e baixo custo. Uma segunda
alternativa avaliada foi o uso de polimeros molecularmente impressos (MIP) e seus
controles néo impressos (NIP) para biotina. Neste caso, utilizando DNA-biotinilado das
sequéncias sintéticas do genoma do virus Zika em imunoensaios de ELISA, nos que
se avaliou a capacidade de reconhecimento do material, para posteriormente aplicar
estes polimeros em ensaios de Fluxo Lateral, os quais apresentaram boa resposta no
reconhecimento seletivo. Mostrando que este sistema € uma alternativa promissora
para a rapida deteccao do Zika virus.

Palavras chave: Biossensores. Acido 3-amino-4-hidroxibenzéico. Eletrodos
modificados. Zika virus.



ABSTRACT

The Zika virus is a causative agent of infectious diseases that spreads in humans
through the virus vectors, Aedes aegypti and Aedes albopictus mosquitoes.
Transmission during pregnancy leads to microcephaly in newborns and also other birth
defects. Efforts to monitor and control Zika virus infection globally are very limited. In
the context of the development of new diagnostic methodologies, the construction of
biological sensors has become a broad activity in the field of science. In this sense,
electrodes modified with conductive and non-conductive polymers are viable options,
since besides aiding in the immobilization of the biomolecules they can improve the
analytical response. Thus, the study of the electrical and morphological properties of a
new material derived from the 3-amino-4-hydroxybenzoic acid monomer (AHBA) on
the surface of graphite graphite electrodes was carried out to construct a biosensor
containing an oligonucleotide sequence specific Zika virus. An electrochemically active
material was formed on the surface of the graphite graphite electrodes. It was analyzed
the sedimentation conditions of electropolymerization and physicochemical behavior
of the monomer and a mechanism of formation of the polymer was proposed. Several
parameters were investigated to optimize the response of the genosensor to the
substrate using square wave voltammetry (SWV). Among these investigations, the
best responses were obtained, and the sensor showed a linear working range for the
synthetic sequence of 14 x10°to 66 x10° mol L (r> = 0.996), and the equation was
obtained from the linear regression : Aip (UA) = 43.34 + 1.38x [cDNA] (umol L) with
detection limit of 2.3 x 10® mol L and the quantification limit of 7.6 x 10-6 mol L,
respectively. The linear range of work obtained on human serum samples enriched
with genetic material extracted from the Zika virus was between 84.0 pmol L* and
1410.0 pmol L (r?= 0.997). The equation obtained from the linear regression was: Aip
(WA) = (-7.14) + 0.195x [cDNA] (pmol L 1), the detection limit being 25.4 x 10"*? mol L -*
and the limit of quantification 84.0 x 10-*> mol L. The electrodes were stored at -8 ° C
for 30 days and no significant loss of response of the material was observed. In
addition, the system was selective in the presence of a non-complementary target and
in human serum samples enriched with genetic material extracted from Dengue virus
type 2 (DENV-2) and type 3 (DENV-3). Thus, the system is promising in the
development of a genosensor for the diagnosis of the Zika virus, with the use of poly
(AHBA) as a support for the immobilization of biomolecules in pencil graphite
electrodes, which were chosen for efficiency and low cost. A second alternative
evaluated was the use of molecularly printed polymers (MIP) and its non-printed
controls (NIP) for biotin. In this case, using biotinylated DNA from the synthetic
sequences of the Zika virus genome in ELISA immunoassays, in which the recognition
ability of the material was evaluated, and later applied these polymers in lateral flow
assays, which presented good response in selective recognition. Showing that this
system is a promising alternative for the rapid detection of the Zika virus.

Key words: Biosensors. 3-Amino-4-hydroxybenzoic acid. Modified electrodes. Zika
virus.
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PREFACIO

A presente dissertagéo aborda o uso de um novo material eletropolimerizado
sobre eletrodos de grafite de lapiseira para imobilizacdo e deteccdo de
oligonucleotideos especificos do virus Zika. A utlizacdo deste novo material
polimérico como suporte para imobilizagdo de biomoléculas é inédita, visando o
desenvolvimento de um método de diagndstico rapido e de baixo custo para a febre
do Zika.

O Capitulo 1 apresenta os procedimentos realizados e os resultados obtidos
nos estudos de eletropolimerizacéo e caracterizacdes do material sobre os eletrodos
de grafite de lapiseira, bem como sua utilizagdo como suporte para imobilizagcéo e
deteccao de oligonucleotideos e amostras do material genético do virus Zika.

O Capitulo 2 mostra os estudos iniciais de teste de imunoensaios do tipo ELISA
e fluxo lateral, realizados durante o periodo de estagio pesquisa no exterior (BEPE)
na Universitat Autonoma de Barcelona — UAB — Espanha, 0s quais, visam obter os
melhores resultados para o desenvolvimento de um teste de diagndstico rdpido do
virus Zika, viavel, estavel, reprodutivel, seletivo e de baixo custo.

Por fim, apresenta-se as perspectivas futuras em relacéo ao trabalho.



Capitulo |

Desenvolvimento de biossensor eletroquimico,

visando a deteccao do Virus Zika
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1. INTRODUCAO

1.1 O virus da Zika

Originario da floresta Zika em Uganda, este virus foi isolado, pela primeira vez
em 1947, de um macaco Rhesus que havia sido colocado em uma gaiola em uma
plataforma de arvores (DICK et al., 1952; HENRY, 2014). O macaco era um animal
sentinela no programa da Fundacdo Rockefeller para pesquisas sobre a febre
amarela. Assim, o macaco febril foi levado ao laboratério da Fundacdo em Entebbe e
seu soro foi inoculado em camundongos. Apés 10 dias todos os camundongos que
foram inoculados intracerebralmente estavam doentes, e um agente transmissivel
filtravel, mais tarde denominado virus Zika, foi isolado dos cérebros dos camundongos
(HAYES, 2009). Posteriormente, também foi identificado em seres humanos, em
1952, em Uganda e na Republica Unida da Tanzania (OMS, 2016). Apés cerca de 60
anos da sua identificagdo em humanos, foi reportado em 2015, o primeiro caso de
infecgdo, pelo virus Zika no Brasil, espalhando-se rapidamente por todo o continente
Americano (FAUCI; MORENS, 2016).

O virus da Zika, € um arbovirus, ou seja, um virus que é essencialmente
transmitido por artrépodes, como os mosquitos, do género Flavivirus, da familia
Flaviviridae (MOTA et al., 2016). E um virus de RNA (Ribonucleic acid) de fita simples
e sentido positivo, contendo 10.794 nucleotideos que codificam 3.419
aminoacidos. Esta intimamente relacionado ao virus Spondweni (LANCIOTTI et al.,
2008). Os parentes mais préoximos incluem os virus da encefalite de Ilhéus; o virus
da febre amarela, dengue, encefalite japonesa e o virus do Nilo Ocidental (KUNO et
al., 1998; COOK; HOLMES, 2006; LANCIOTTI et al., 2008).

1.2 A Febre do Zika

O primeiro relato bem documentado da doenca pelo virus da Zika em humanos
foi em 1964, sendo os principais sintomas: dor de cabeca leve, erupcéo
maculopapular no rosto, pescoco, tronco e bragos, se espalhando também para as
palmas das maos e solas dos pés, febre transitoria, mal-estar e dor nas costas
(SIMPSON, 1964).
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Filipe et al., em 1973, relataram a doenca com inicio agudo de febre, dor de
cabeca e dor nas articulagdes, mas sem erupcéao cutanea. Neste caso o virus da Zika
foi isolado do soro coletado no primeiro dia dos sintomas; a doencga teve fim em 1
semana (FILIPE et al., 1973). Em 2007, ocorreu um surto na Ilha Yap, onde houveram
5000 casos de infeccdo de uma populacédo total de 6700 habitantes. Este surto foi
caracterizado por erupcao cutanea, conjuntivite e artralgia (LANCIOTTI et al., 2008;
DUFFY et al.,, 2009). Outras manifestacdes menos frequentes incluiram mialgia,
cefaleia, dor retro-orbitaria, edema e vémito (DUFFY et al., 2009).

Apesar de apresentar sintomas brandos, foram constatados recentemente
guadros mais graves como o0 comprometimento do sistema nervoso central (sindrome
de Guillain-Barré, mielite transversa e meningite) (CAMPOS et al., 2015; ZANLUCA et
al., 2015). No caso da transmissédo horizontal, durante a gravidez, pode causar
microcefalia em recém-nascidos e também outros defeitos de nascimento (CUGOLA
et al., 2016; MLAKAR et al., 2016; RUBIN et al., 2016; LI et al., 2016).

O Brasil enfrentou em 2016 seu primeiro surto de virus Zika, iniciado
particularmente na regiao nordeste. A maioria dos casos de infeccao pelo Zika virus é
autolimitada e sem sequelas, mas houve aglomerados de casos de microcefalia em
algumas areas da transmissao. O aumento do niumero de casos de microcefalia no
Brasil levou a um alto nivel de preocupacao entre as mulheres gravidas em todo o
pais. Assim em fevereiro de 2016, o Comité de Emergéncia de Regulamentos
Sanitarios Internacionais da OMS (Organizacdo Mundial da Saude) recomendou

emergéncia de saude publica, de preocupacdao internacional (VICTORA et al., 2016).

1.3 Epidemiologia e modos de transmisséao

Com os avancos nas tecnologias, o deslocamento de pessoas a nivel mundial
em velocidade e frequéncia maiores, com o uso do transporte aéreo, tém viabilizado
também o deslocamento de vetores para areas onde 0 mesmo nao era presente.
Assim como o encontro direto do homem com areas inexploradas, onde se
encontravam agentes desconhecidos (LUNA, 2002).

Surgindo nas Américas apenas em 2015, o virus da Zika foi identificado quando
um surto de uma doenca, ainda desconhecida, que apresentava como um dos seus
sintomas exantema, ocorreu na Bahia, Brasil (ZANLUCA et al., 2015). Logo, o virus ja

havia se espalhado por 16 estados brasileiros. O ministério da satde do Brasil estimou
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em 1,3 milhdes de casos suspeitos até o final de 2015 e até marco de 2016, ja haviam
cerca de 50 mil casos na Colémbia. No inicio de 2016 o virus da Zika ja estava
presente em 35 paises e em todo territorio brasileiro (“Zika Virus | CDC”; MENDEZ et

al., 2017), como mostra a Figura 1.

Figura 1 - Estados com casos reportados de Zika virus no Brasil em 2014, 2015 e 2016, sinalizado
em preto

Virus Zika - 2014 Virus Zika - 2016 9

Fonte: Proprio autor, baseado em (“Zika Virus | CDC”) e (MESSINA et al., 2016)

Por se tratar de um arbovirus, a transmisséo ocorre principalmente a partir da
picada da fémea do mosquito Aedes aegypti ou também do Aedes albopictus, sendo
estes apenas vetores. Apds esse processo 0 virus se multiplica no sistema hospedeiro
levando a progressdo da doenca (LAZEAR; DIAMOND, 2016). Ainda ndo se tem
informacgdes se o virus da Zika se tornara endémico em macacos e estabelecera um
ciclo de transmisséo silvestre na América Latina analogo ao observado com o virus
da febre amarela ou, se serd mantido exclusivamente através de ciclos de transmissao
urbana sem ciclo silvestre, similar ao virus da dengue (HANLEY et al., 2013).

Atualmente, ndo ha evidéncias de que animais, ndo humanos e primatas sirvam
como hospedeiros amplificadores para o virus Zika, sugerindo um modo de
transmissao similar ao de outros Flavivirus, como o virus da dengue, febre amarela e
chikungunya. Embora a transmissao por mosquitos seja claramente a principal causa
de surtos da febre do virus Zika, outros modos de transmissdo também foram
relatados, como: de mae para filho, através de transfuséo de sangue, transplantes de
medula 6ssea ou transplantes de érgédos e também pode ser transmitido pelo ato
sexual (MUSSO et al.,, 2015; BOGOCH et al., 2016; HOFER, 2016). A Figura 2
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esquematiza o ciclo de infeccdo pelo virus da zika e os efeitos severos relacionados

a doenca.

Figura 2 - Ciclo de infec¢do pelo virus da zika: o quadro verde ilustra o ciclo tipico da infecgdo; o
guadro azul identifica os efeitos severos que podem estar relacionados as infecgées.

Infecgdo
Virus Zika

célula Dendritica

!

Viremia

Perguntas ndo

respondidas
Microcefalia e outros

/V defeitos de nascimento?

Transmissdo
transplacentaria?

Transmissdo Sexual?

|

Persisténcia em tecido
imunoprivilegiado?

Febre
i/rrugl)g.ﬁo ctanes > \( » Febre do Zika mais
g1 grave?
Conjuntivite
Reacdo dependente de
anticorpos virus Dengue
ﬁ(_. Dengue mais grave?
Imunidade protetora Reacdo dependente de -
£ anticorpos virus Zika Interferénciacom
\ resposta da vacina da
\ /= ” " Dengue?

\ Sindrome de
Guillain-Barré?

Fonte: (Adapitado de LAZEAR; DIAMOND, 2016)

Apesar de apresentar sintomas brandos, foram constatados recentemente

guadros mais graves como 0 comprometimento do sistema nervoso central (sindrome

de Guillain-Barré, mielite transversa e meningite) (CAMPOS et al., 2015; ZANLUCA et

al., 2015). No caso da transmissdo horizontal, durante a gravidez, pode causar

microcefalia em recém-nascidos e também outros defeitos de nascimento (CUGOLA
et al., 2016; MLAKAR et al., 2016; RUBIN et al., 2016).
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1.4 Microcefalia

Por ter sido o maior problema da contaminacdo pelo virus da Zika, a
microcefalia merece destaque. Esta € uma anomalia que ocorre no perimetro cefélico
(PC) de neonatos, os quais apresentam uma medida menor, quando comparada com
a de outras criancas do mesmo sexo e idade. Associada a um crescimento insuficiente
do cérebro, os bebés com microcefalia poderao ter problemas de desenvolvimento. A
gravidade da microcefalia oscila entre ligeira a grave. O diagnostico precoce da
microcefalia pode, por vezes, ser realizado por ecografia do feto, mas na maioria das
vezes, o0 diagndstico é feito a nascenca ou mais tarde por comparacdo, conforme
ilustrado na Figura 3. Segundo recomendacdes da OMS é considerada microcefalia
guando o PC for menor ou igual a 30,54 cm para meninos e menor ou igual a 30,24
cm para meninas, segundo os parametros de (“INTERGROWTH-21st”). Os recém-
nascidos (RN) afetados, podem apresentar atraso no desenvolvimento e incapacidade
intelectual, até mesmo desenvolvendo convulsfes e incapacidades fisicas, incluindo

dificuldades auditivas e visuais (“OMS | Microcefalia,” 2016).

Figura 3 - Comparacéo entre perimetro cefalico, normal e em diferentes graus de gravidade e recém-
nascidos.

CIRCUNFERENCIA CRANIANA NORMAL MICROCEFALIA MICROCEFALIA GRAVE

Fonte: Adaptado de (“Facts about Microcephaly | CDC”).

Com etiologia complexa e dependente de diversos fatores, a microcefalia pode
ocorrer devido a infec¢gOes durante a gestacao, como as infecgdes por herpes simples,
rubéola, citomegalovirus, sifilis e toxoplasmose. Com transmissdo horizontal, tais
infecgBes cruzam a membrana chegando a circulagdo sanguinea embrionaria e fetal
(MOORE, 2013). A microcefalia € uma condi¢do rara. A incidéncia estimada de

microcefalia tem grandes variag6es, devido a diferencas na definicdo e na populacao-
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alvo. No Brasil a partir de agosto de 2015, ocorreu um aumento inesperado do nimero
de casos de microcefalia ao nascimento. Esse aumento do nimero de casos de
microcefalia foi relacionado a insercao e rapida distribuicdo do virus Zika no Brasil
(MENDEZ et al., 2017).

A suspeita de transmissao horizontal estava relacionada ao surto do virus Zika
ser um novo elemento e ter tido correspondéncia espaco-temporal com 0s casos de
microcefalia ao nascimento (TEIXEIRA et al., 2016). Esta transmisséo foi reforcada
guando detectado este virus, no liquido amni6tico de duas mulheres gravidas de
bebés com microcefalia e no tecido de um recém-nascido com microcefalia que

morreu apos o nascimento no estado da Paraiba (CALVET et al., 2016).

1.5 Diagnéstico de infec¢fes pelo virus Zika

Atualmente, o diagndstico laboratorial da infeccdo pelo virus Zika é realizado
através da técnica de RT- PCR (reverse transcription polymerase chain reaction) a
partir do RNA diretamente extraido do soro do paciente (FAYE et al., 2008; OEHLER
et al., 2014). Esta € usada como técnica de referéncia para deteccao do virus Zika, na
fase de incubacgéo e também na fase de laténcia do virus (MINISTERIO DA SAUDE,
2016). Entretanto, o RNA viral ja foi detectado em soro de mulheres gravidas
aproximadamente 10 semanas apos a infec¢do, nas quais foi identificada a ocorréncia
de infeccéo congénita (DRIGGERS et al., 2016).

Outro método também utilizado é o teste de ELISA (enzyme-linked
immunosorbent assay) ou de imunofluorescéncia, para a confirmacéo da presenca do
virus Zika. Porém, devido a baixa concentracdo de anticorpos IgM e o 1gG na fase de
incubacao, se torna mais dificil a identificacdo do virus. Os anticorpos IgM podem ser
encontrados a partir do terceiro dia da doenca e os anticorpos IgG devem ser
pesquisados no soro agudo e convalescente (LANCIOTTI et al., 2008). O diagnéstico
por sorologia (ELISA) além de ser um método oneroso, também é dificultado devido,
o virus Zika apresentar reacdo cruzada com outros Flavivirus, como o da dengue,
febre do Nilo Ocidental e febre amarela (MEANEY-DELMAN et al., 2016).

Neste sentido, novos métodos de diagndstico como os biossensores podem ser
uma excelente opcgdo, devido a alta sensibilidade e seletividade acopladas a
possibilidade de miniaturizacdo, portabilidade, baixo custo e minima quantidade de

energia necessaria para funcionamento (WANG, 2002).
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1.6 Biossensores

Um biossensor ou sensor biolégico é um dispositivo analitico que contém um
material bioldgico imobilizado a um transdutor, para produzir um sinal quantitativo,
proporcional & concentracdo do analito em questdo (HEALY et al., 2007). Desde o
desenvolvimento do primeiro biossensor por Clark e Lyons para a deteccao de glicose
utiizando a enzima glicose oxidase (CLARK; LYONS, 1962), uma nova area na
pesquisa cientifica foi criada com o surgimento de varios pesquisadores ao redor do
globo, trabalhando em prol de novos dispositivos, como pode ser comprovado por
recentes publicacfes e revisbes bibliograficas (REN et al., 2016; DU; ZHOU, 2018;
GUPTA et al., 2018; RAGAVAN et al., 2018) e a existéncia de periodicos voltados
exclusivamente para o assunto.

Os sensores biolégicos contribuem para o estabelecimento das técnicas
analiticas, representando uma nova ferramenta para determinacdo de analitos no
sangue (glicose, uréia, lactato, colesterol, DNA, antigenos, anticorpos, entre outros),
screening de bibliotecas de cDNA (DNA complementar), monitoramento ambiental,
andlise e controle em alimentos, e determinacdo seletiva de doencas. Sendo entéo
classificados de acordo com o sistema reconhecedor a ser usado. Dentre a gama de
possibilidades de desenvolvimento de biossensores estdo 0s genossensores ou

sensores bioldgicos baseados em DNA.

1.7 Genossensores

No decorrer das Ultimas décadas, muito conhecimento foi adquirido sobre as
estruturas, composicoes e fungdes dos acidos desoxirribonucleicos. Um dos estudos
mais importantes na area foi desenvolvido por James Watson e Francis Crick em que
postularam um modelo tridimensional que consistia de duas cadeias em forma de
hélice de DNA em torno do proprio eixo para formar uma dupla hélice (WATSON,;
CRICK, 1953). As duas, assim chamadas fitas de DNA sdo mantidas unidas por
ligagbes de hidrogénio envolvendo os grupos amino e carbonila das bases
nitrogenadas. Os padrdes de ligacdo mais importantes foram definidos por Erwin
Chargaff na qual a base nitrogenada adenina se liga especificamente com a timina e
guanina com citosina (VISCHER; CHARGAFF, 1948).
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Os genossensores sao construidos baseados nas forcas e nas especificidades
das interacdes entre as fitas que geram a dupla hélice. Desta maneira, por processos
denominados desnaturacdes, na qual a dupla fita é aberta, 0 DNA, o0 RNA,
oligonucleotideos menores e produtos de PCR, todos na forma de simples fita, sdo
utiizados como material biolégico a serem imobilizados nas superficies de
transdutores. Deste modo deseja-se, assim como anticorpos apresentam afinidade
por antigenos e enzimas especificidade na catalise de substratos, que 0 genossensor
possa detectar a fita complementar presente em uma amostra a ser analisada.

Devido a utilizagcdo de DNA, os genossensores sdo muito aplicados na area
biolégica nos estudos de expressdo génica, genotipagem, classificacdo patolégica,
descoberta de novas drogas, sequenciamento e diagndstico molecular (LIU et al.,
2012). As aplicacdes dos genossensores atingem varios ramos, como monitoramento
de poluicdo (PALCHETTI; MASCINI, 2008), em anadlise de &aguas residuais
(LUCARELLI et al., 2002), deteccao de doencas (MERIC et al., 2002), dentre outros.
Oliveira e colaboradores relataram, em um estudo realizado em 2015, o
desenvolvimento de um biossensor eletroquimico de DNA para a deteccdo de
sequéncias do virus Dengue tipo 3 (DENV-3). A deteccédo foi realizada utilizando
voltametria de pulso diferencial (VDP). Os resultados mostraram um limite de
deteccdo de 3,09 x 10° mol L. Além disso, este sistema permite a deteccdo seletiva
de sequéncias de DENV-3 em tampao e solu¢des de soro humano (OLIVEIRA, R. M.
L. et al., 2009).

De maneira similar, utilizando o sistema proteina-ligante estes pesquisadores
também desenvolveram um biossensor eletroquimico para glicoproteinas séricas (GS)
de pacientes infectados com virus dengue (DENV) baseado em nanoparticulas de
ouro e polivinil-butiral adsorvido em eletrodos de ouro, através do uso da técnica de
Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica. Os espectros de impedancia mostraram
um aumento na resisténcia a transferéncia de carga quando a proteina especifica
interagiu com GS. Além disso, a resisténcia a transferéncia de carga obtida com soro
de DENV positivo foi maior do que a obtida com soro negativo. O biossensor resultante
€ capaz de reconhecer GS de pacientes infectados por VD (OLIVEIRA, M. D. L. et al.,
20009).

O desenvolvimento de biossensores para Dengue continua sendo alvo de
pesquisas em busca de melhores resultados de analise (SINGHAL et al., 2017; LIM et

al., 2018). Os estudos atuais no campo dos sistemas de deteccao disponiveis para a
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detecgdo do ZIKV permanecem em um estégio inicial (SHAN et al., 2016; KAUSHIK
et al., 2017), ndo sendo encontrado ainda um sistema totalmente confiavel, simples,
rapido e de baixo custo.

Dessa forma, dentre os possiveis transdutores utilizados nas deteccgdes,
destacam-se 0s eletroquimicos. Desde a detec¢cdo eletroquimica, seletiva de
sequéncias de DNA por Mikkelsen (MILLAN; MIKKELSEN, 1993), vérios estudos tém
sido reportados, sejam eles utilizando marcadores eletroativos nas fitas
complementares (alvos) (XU, CHUN et al., 2000; XU, C et al., 2000), ou indicadores e
intercaladores de DNA (MINASYAN et al., 2006; LOAIZA et al., 2007), utilizando as
respostas do proprio transdutor modificado (CHONG, 2006), entre outros.

Das etapas do desenvolvimento de um biossensor, a imobilizacdo do material
biol6gico sobre a superficie do transdutor € a crucial. Nao somente a biomolécula deve
ser imobilizada com eficiéncia, mas deve ser imobilizada sem perder a atividade ou
sitio ativo, ndo pode sofrer processos de lixiviacdo, deterioracdo com tempo ou

desnaturacdo nem impedir a transferéncia eletrénica com o transdutor (WANG, 2002).

1.8 Utilizagao de eletrodos modificados com polimeros

A utilizac&o de polimeros condutores contendo grupos funcionais presentes em
suas estruturas sdo alternativas viaveis para imobilizagdo de biomoléculas na
superficie de eletrodos. Pode-se assim direcionar a superficie do transdutor com
grupos funcionais desejaveis e ainda manter ou ampliar a condutividade. Vérios
polimeros foram utilizados para construcdo de genossensores, como: polipirrol (PENG
et al., 2006; QI et al., 2007), polianilina (WU et al., 2005), derivados de politiofeno
(CHA et al., 2003), acido 2-aminobenzéico (LI et al., 2004), acido 3- hidroxifenilacético
(OLIVEIRA, R. M. L. et al., 2009), dentre outros.

O 2-aminofenol € um monémero que apresenta estrutura aromatica contendo
um grupamento amina e uma hidroxila. Polimerizando uma estrutura aroméatica sobre
a superficie de um transdutor eletroquimico, pode-se construir uma fina camada, com
grupos funcionais orientados para se ligarem as estruturas biologicas derivadas do
DNA modificadas, havendo ainda a possibilidade da mesma camada apresentar
condutividade de um polimero intrinsicamente condutor (LUKKARI et al., 1998).

Franco, D.L. relata em um de seus trabalhos que foi possivel a

eletropolimerizagdo de 2-aminofenol, na qual o material formado apresentou
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tendéncias condutoras em solucdo contendo o par redox Fe?*/Fe3* e valores de
resisténcia baixos através de estudos de Espectroscopia de Impedancia
Eletroguimica. Analises morfoldgicas mostraram a formacdo de um filme com
caracteristicas rugosas. Os resultados por FTIR sugeriram possivel polimerizagéo via
-NH2 com presenca de bandas de -OH livres, pela possibilidade de ligagdes tipo
C-N-Cde bandas de aminas aromaticas secundarias. Foram realizados
experimentos de imobilizacdo de produtos de PCR de genes especificos para cancer
de prostata, desnaturados e hibridizados, com a utilizagcao do ferrocenocarboxialdeido
como mediador do processo de detec¢do, onde por fim constatou que o polimero pode
ser usado como matriz de deteccbes de bases nitrogenadas de DNA e para
construcdo de biossensores (FRANCO, 2007).

Apesar de importante, os experimentos realizados por Franco D.L foram
resultados de imobilizacdo de material biolégico através de adsorcdo fisica, que
apresenta uma grande desvantagem, por meio da fraca interacdo com o transdutor,
principalmente pela possibilidade de lixiviagdo e pouco controle da quantidade de
material imobilizado. Uma maneira de contornar esta desvantagem, é a introducao de
grupos funcionais disponiveis para serem utilizados em ligag6es quimicas com as
biomoléculas seletivas. Desta forma para construcdo de um dispositivo a partir de
oligonucleotideos contendo grupos terminais amino, € interessante a presenca de um
grupo acido carboxilico na estrutura molecular de um mondémero. ISso porque através
de uma reacao de substituicdo nucleofilica do grupo acila pode ser formado uma
amida através do &cido carboxilico presente no transdutor e do grupo amina presente
na extremidade dos oligonucleotideos.

A vista disso, 0 mondmero acido 3-amino-4-hidroxibenzdico (AAHB) (Figura 4)
apresenta-se sendo um mondmero altamente promissor para essa finalidade. O
mesmo apresenta o grupo &cido carboxilico ligado diretamente a um anel aromatico.
Além disso, a estrutura € muito similar ao ja estudado 2-aminofenol (FRANCO et al.,
2008) (Figura 4) que gera um material com caracteristicas condutoras.

O mondmero, AAHB é um derivado do benzeno, e metabdlito intermediario na
biossintese da grixazona, e serve como um precursor para o polibenzoxazol, um
bioplastico termoestavel. Também serve como um precursor de varios metabdlitos
secundarios produzidos por Streptomyces (SUZUKI et al., 2006; KAWAGUCHI et al.,
2015). O AAHB foi copolimerizado eletroquimicamente com anilina para melhorar a

atividade redox da polianilina em altos valores de pH, o que € desejavel para algumas
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aplicacbes exigentes, como baterias recarregaveis e eletrocatalise usadas em

ambientes altamente basicos (CHEN et al., 2013).

Figura 4 - Estrutura molecular (1) acido 3-amino-4-hidroxibenzoico e (2) 2-aminofenol.
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Fonte: Proprio autor

Desta forma, nesta dissertacédo foi realizado o estudo da imobilizacéo do acido

3-amino-4-hidroxibenzéico sobre a superficie de um transdutor eletroquimico de

grafite através de eletropolimerizagdo, fornecendo um novo substrato para

incorporagdo de biomoléculas visando o desenvolvimento de um genossensor mais

sensivel e estavel. O sistema apresenta potencial de ser miniaturizado e podera ser

construido em poucas etapas. Assim, um dispositivo sensivel, especifico e de baixo

custo poderd se tornar um sensor bioldgico aplicavel a detec¢do de amostras de DNA

e similares do virus da Zika.
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2. OBJETIVOS

Desenvolvimento de um biossensor construido sobre transdutor eletroquimico
de grafite modificado eletroquimicamente, com filme polimérico do monémero acido
3-amino-4-hidroxibenzdico, utilizando como material biolégico amostras de

oligonucleotideos especificos do genoma do Zika virus.
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3. MATERIAL E METODOS

Os experimentos eletroquimicos foram realizados no Laboratério de
Eletroanalitica (GEAr) do Instituto de Quimica da Universidade Estadual Paulista —
UNESP — Campus Araraquara. As andlises de infravermelho foram obtidas no
Laboratorio de Multiusuéario do Instituto de Quimica da UNESP em Araraquara e as
Micrografias Eletronicas de Varredura (MEV-FEG) foram realizadas no laboratorio de
Microscopia Eletronica de Alta Resolucao também do Instituto de Quimica da UNESP
em Araraquara. As solucdes foram preparadas utilizando agua purificada no sistema

mili-Q-Milipore® e reagentes de grau analitico.
3.1 Montagem da célula eletroquimica

Foi utilizada uma célula eletroquimica de compartimento Gnico, sem agitacéo
(Figura 5), limpa quimicamente em solucédo de 1:1 de &cido nitrico e acido sulfarico
por 20 minutos e lavada em abundéancia com agua mili-Q.

Figura 5 - Esquema da célula eletroquimica onde os experimentos foram realizados utilizando
eletrodos de prata/cloreto de prata, KCI 3,0 mol L't como referéncia (A), eletrodos modificados e néo
modificados como trabalho (B) e eletrodo de platina como auxiliar (C). Volume 20 mL.

S

Fonte: Proprio autor

O eletrodo de prata, cloreto de prata, cloreto de potassio 3,0 mol L*
(Ag/AgCI - KCI 3,0 mol L?) foi utilizado como referéncia e o eletrodo de platina foi
utilizado como auxiliar ambos limpos com agua mili-Q antes de cada ensaio para todos
os estudos eletroquimicos realizados. Como eletrodos de trabalho foram utilizadas

minas de grafite de lapiseira de grossura 0,9 mm e dureza HB da marca Pentel®
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(WANG et al., 2000; ALVES et al., 2017; SAID et al., 2018), a area geométrica utilizada
foi de 0,289 cm?, essa area é equivalente a 1 cm do eletrodo disponivel para imerséo
e foi mantida de um eletrodo para o outro, utilizando esmalte incolor da marca
Risque®. Foi utilizada uma lapiseira com tubo metélico adaptada como base do
eletrodo.

3.2 Limpeza e preparo dos eletrodos de grafite

Os eletrodos de trabalho de mina de grafite foram usados inicialmente nos
estudos da formacao do polimero, na escolha do pH ideal para varreduras, e para
caracterizacao pelas técnicas de Voltametria ciclica (VC) e Microscopia Eletrénica de
Varredura (MEV- FEG). Considerando que sdo minas de grafite comuns, suas
produtoras adicionam em sua superficie parafina (INOCENCIO, 2008), com a
finalidade de lubrificar e facilitar o mecanismo de ejecéo do grafite. Esta substancia
pode interferir na resposta, sendo necesséaria sua remoc¢ao. As minas doravante
chamadas de eletrodos de grafite (PG - do inglés pencil graphite) foram entéo lixadas
em lixa d’agua com granulometria 320, lavados com agua deionizada e levados a

banho de ultrassom por 20 minutos em agua, para remocéo de residuos de grafite.

3.3 Preparo das solugdes

Foram preparadas solugbes aquosas de acido 3-amino-4-hidroxibenzéico
(AAHB) 2,5x103 mol Lt em &cido sulftrico a 0,5 mol L2, solu¢des contendo apenas o
eletrélito suporte acido sulfirico 0,5 mol L%, solucbes de ferricianeto de
potassio 5 x 103 mol L contendo cloreto de potassio 0,5 mol L™ e solucdes de cloreto
de hexaaminoruténio Il 5x10-3 mol L contendo cloreto de potassio 0,5 mol L1, Para
medidas de espectros UV — visivel foram preparadas solucdes 4x10* mol L de AAHB

contendo acido sulfarico 0,5 mol L e o pH ajustado com solucédo de NaOH.
3.4 Medidas Eletroquimicas
Apoés limpeza da célula, dos eletrodos, preparo das solu¢cdes e desoxigenacao

da célula com N2 puro, o sistema eletroquimico foi montado contendo os trés eletrodos

(trabalho, referéncia e auxiliar) dentro da célula. Medidas eletroquimicas foram
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realizadas utilizando um potenciostato pAutolab PGSTAT 101, software Nova 2.1 para
configuracdes de parametros e software de tratamento de dados para obtencdo das
gréficas, todos utilizando eletrodo de referéncia Ag/AgCl - KCI 3,0 mol L.

Os estudos das propriedades eletroquimicas do AAHB foram realizados
inicialmente em eletrodo de trabalho de grafite utilizando a técnica de voltametria

ciclica.

3.5 Micrografias Eletrénicas de Alta resolugdo — MEV-FEG

Foram obtidas micrografias eletrbnicas das superficies modificadas dos
eletrodos de grafite de lapiseira e impressos (Drop sens DS 150), utilizando o

microscopio eletrénico de alta resolugdo MEV-FEG da JEOL modelo JSM-7500F.

3.6 Espectroscopia de infravermelho

Experimentos foram realizados com eletrodos de grafite com grande area
superficial visando extrair o material formado. Foram aplicados 100 ciclos de varredura
de potencial, em solugdo contendo o monémero em Aacido sulfarico. Apds o
experimento, os eletrodos foram lavados em abundéancia com agua mili-Q e colocados
em um tubo Falcon contendo acetonitrila. Os eletrodos banhados em acetonitrila
foram levados a um aparelho de ultrassom por 2 horas para extracdo do polimero
depositado. O material extraido foi seco por rotaevaporacgéo e deixado em dessecador
a vacuo. As amostras, secas, foram enfim levadas a um espectrofotometro de
infravermelho. Os dados foram registrados em transmitancia na faixa de 600 a 4000
cm?, resolucéo de 4 cm, 64 varreduras utilizando um espectrofotdmetro de absorgéo
na regido do infravermelho médio com transformada de Fourier VERTEX 70 da
BRUKER com médulo ATR.

3.7 Imobilizacdo e deteccédo dos Oligonucleotideos

Apds a modificagdo da superficie dos eletrodos PG com a formacé&o do filme
polimérico do AAHB (PAAHB) e posterior caracterizacdo, estes foram lavados em
solucdo tampdo fosfato salino 0,1 mol L pH 7,4 (PBS) (CRUZ et al., 2017) sob
agitagdo para entdo iniciar o processo de imobilizacdo e detecgdo dos
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oligonucleotideos. Primeiramente para a ativacao do filme polimérico, foi usada uma
solucdo contendo 5,0 x102 mol L de [1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida]
(EDC) e 1,25 x 102 mol L* de N-hidroxisuccinimida (NHS) (4:1) (FERNANDES, 2015)
em meio de tampdo MES 0,1 mol Lt com pH 4,5 (GRABAREK; GERGELY, 1990). O
EDC/NHS promovem uma ativacdo do grupo acido carboxilico, tornando o carbono
da carboxila um melhor eletréfilo. Como nucledfilo, foram utilizados os grupos amino
presentes nos oligonucleotideos modificados com um grupo amino na extremidade 5,
obtidos pela Invitrogen®. Um esquema desse sistema pode ser visto abaixo na
Figura 6, a qual forneceu todas as sequéncias utilizada no trabalho.

Figura 6 - Esquema da reacao de ativagdo do grupo carboxilato com EDC/NHS e formacé&o de ligagéo
amida.
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Fonte: Adaptado de https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/24510

Os eletrodos foram colocados imersos em uma solucdo de EDC/NHS. Apds 30
minutos foram lavados em tamp&do MES e com o uso de uma pequena ponteira,
imersos em 15 pL de uma solugdo 66 umol L, previamente preparada, da fita simples
de oligonucleotideos (ssDNA) especifica ao Zika virus (SONG et al., 2016), adaptada
apos alinhamento global utilizando a ferramenta BLAST, a qual apresentou
similaridade total com o genoma do virus Zika. A sequéncia usada foi 5 H:2N-
AGGGCGTGTCATACTCCTTGTG 3 adequadamente desenhada para permitir a
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reacdo com o grupamento carboxila do filme polimérico (PAAHB), agora ativado e
mais reativo devido ao EDC/NHS previamente adicionados.

Apoés 45 minutos de interagcdo os eletrodos foram lavados em solucéo tampéao
PBS e realizada uma medida eletroquimica utilizando a técnica de voltametria de onda
quadrada (VOQ) em solucdo aquosa de ferricianeto de potassio 5x10°2 mol L?
contendo cloreto de potassio 0,5 mol L. Em seguida, o eletrodo foi lavado em
solucdo tampdo PBS e imerso em solucdo contendo fitas simples de
oligonucleotideos complementares a sequéncia anteriormente imobilizada ssDNA:
5 CACAAGGAGTATGACACGCCCT 3, para realizar a reagdo de hibridizagcdo mais
45 minutos de interacdo. Apds este tempo o sensor foi lavado em tampéo PBS e
realizada uma medida eletroquimica como anteriormente descrito.

O esquema mostrado na Figura 7, representa as principais etapas realizadas
durante o processo de preparacao dos eletrodos até a deteccao das sequéncias

complementares.

Figura 7 — llustracéo das principais etapas de preparo dos eletrodos de grafite.
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Fonte: Proprio autor

A deteccédo do processo de hibridizacdo deu-se pela anélise do pico de reducao
de ferricianeto de potéssio (+0,5 a 0 V), na qual foi feita a verificagdo das diferencas
de corrente entre as duas medidas (Aip). Ap6s o processo de hibridizacdo observou-
se o decréscimo da corrente do pico de reducao da sonda redox, devido ao acumulo
de carga negativa do esqueleto de DNA apéds a hibridizacao, que gera repulsdo dos
anions de ([Fe(CN)¢]®), diminuindo a quantidade de corrente gerada pela converséo

redox da sonda na superficie do eletrodo (KAFKA et al., 2008).
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3.8 Seletividade

Para avaliacdo da seletividade foi realizada a imobilizacdo e deteccdo de
maneira semelhante ao executado na secao 3.7, alterando apenas a sequéncia
complementar por uma ndo complementar (5 AAAATTTTTTCCCCCCCGGGGG 3)).

3.9 Amostras de soro humano enriquecidas com material genético extraido do

Zika virus

Conforme descrito anteriormente na secao 3.7, foram preparados os eletrodos
com o ssDNA imobilizado. A seguir, foi realizado o teste de hibridizagdo em amostras
de soro humano enriguecidas com extrato de RNA completo do Zika virus, obtidos em
pareceria com o Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes FIOCRUZ de Pernambuco,
em colaboragcédo com a Profa. Dra. Rosa A. Dutra da UFPE.

Inicialmente adicionou-se a um micro tubo uma proporcdo de 80% de soro
humano, 8% de tamp&o 20xSSC e 12 % de extrato de RNA viral, tendo-se um volume
total de 30 pL, os eletrodos foram deixados imersos na solucdo de hibridizag&o por 6
horas em camara Umida a 42 °C, sendo esta metodologia adaptada de MARQUES et
al. (1998). As concentracbes de RNA extraido foram variadas de 84,0
a5620,0 pmol L1, através de diluicdo seriada. A deteccdo ocorreu como descrito na

secéao 3.7.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Limpeza dos eletrodos de Carbono Grafite

Para iniciar as andlises, primeiramente foram otimizados os métodos de
limpeza dos eletrodos de grafite para obtencdo de um padréo Figura 8 e 9. Assim,
limpos, os eletrodos foram submetidos a um teste de qualidade e da solucdo do
eletrolito suporte. Foram realizados experimentos utilizando como técnica
eletroquimica a voltametria ciclica (VC) e solu¢gbes contendo sondas anibnicas,

catibnicas e o proprio eletrdlito suporte.

Figura 8 - Voltamogramas ciclicos obtidos sobre os eletrodos de grafite apds limpeza mecanica em
solucao de cloreto de potéssio 0,5 mol L™ contendo (A) ferricianeto de potassio 5x10° mol L™ e (B)
cloreto de hexaaminoruténio 11 5x10- mol L't a 100 mV s
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Fonte: Proprio autor

Nas sondas redox de ferricianeto de potassio (anibnica) e de cloreto de
hexaaminoruténio Il (catiénica) foi obtida uma diferenca entre os picos de oxidacéo e
reducdo menor que 80 mV, sendo essa diferenca um indicativo de qualidade da
superficie eletrodica, mostrando baixa resisténcia a transferéncia de carga e uma
limpeza adequada da superficie do eletrodo.
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Figura 9 - Voltamogramas ciclicos obtidos sobre os eletrodos de grafite apds limpeza mecéanica em
solucgdo aquosa de Acido sulfdrico 0,5 mol L' a 50 mV s
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Fonte: Proprio autor

No eletrdlito suporte, solugdo aquosa de acido sulfurico, ndo se observou
nenhum pico de oxidacdo ou reducdo de material contaminante na superficie do
eletrodo ou na solucao, na faixa de potencial desejada para a polimerizacdo. Estes
dois parametros foram usados como padrdes de qualidade de limpeza para garantir a

reprodutibilidade dos demais eletrodos.
4.2 Estudo das propriedades eletroquimicas do AAHB

Para inicio dos estudos das propriedades eletroquimicas do AAHB através do
uso da técnica de voltametria ciclica (Figura 10), foram aplicados 100 ciclos de
potencial a uma velocidade de 50 mV s sobre o eletrodo de grafite para realizar a

oxidacdo do mondémero na tentativa de promover a polimerizacdo do mesmo.
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Figura 10 - Voltamogramas ciclicos obtidos sobre os eletrodos de grafite em solugdo aquosa
2,5 x 10 * mol L! de AAHB contendo acido sulfarico 0,5 mol L%, 100 ciclos, 50 mV s, As setas
indicam aumento ou diminuicdo de corrente no decorrer das varreduras.
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Fonte: Proprio autor

O primeiro ciclo de potencial, apresenta duas ondas de oxidacdo do AAHB M1
(+0,75 V) e M2 (+0,85 V), porém ocorre na varredura reversa apenas um processo
catédico correspondente M3 (+0,64 V). O pico M1 corresponde a oxidacdo do AAHB
para o monocétion-radical AAHB*, ja o pico M2 é provavelmente devido a oxidagao
do AAHB™ a dication (BARBERO et al., 1989). Uma vez que o aparecimento de dois
processos de oxidacdo estd bem descrito para o 2-aminofenol, consideramos 0s
mesmos processos para efeitos de comparagcdo deste novo material
eletropolimerizado. Desta forma, foi atribuido ao primeiro pico a oxidacdo do
grupamento —NHz (M1).O segundo processo de oxidagdo (M2), caracteriza um
comportamento voltamétrico singular do 2-aminofenol, devido a presenca de grupos -
OH que sao doadores de elétrons (GONCALVES et al., 2000).

Com o aumento do numero de ciclos, ha uma diminuicdo gradual de corrente
desses dois picos (M1 e M2). Indicando que a superficie do eletrodo esta sendo
modificada com um material derivado do AAHB, originados da reacao entre os cations-

radicais eletroquimicamente formados, tornando a superficie mais resistiva e
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dificultando a chegada de mais material monomérico na superficie do eletrodo de
trabalho (FRANCO, 2007). O pico M2 diminui a partir do segundo ciclo, o que
corrobora com o descrito anteriormente.

Pode-se observar no primeiro ciclo também uma onda de reducéo P1(+0,33 V).
A partir da segunda varredura inicia-se o surgimento de trés novos picos de oxidagéo
em potenciais menos anddicos: P2 (+0,2 V), P3 (+0,35 V) e P4 (+0,5 V) que
apresentam um aumento na corrente a cada ciclo completado. Apds alguns ciclos
nota-se também o surgimento de uma nova onda de reducgéo P5 (+0,15 V). O fato de
haver picos em potenciais menos anddicos € uma forte evidéncia de formac¢ao de um
filme polimérico (FRANCO, 2007). Isso porque picos nesses potenciais significam que
estruturas que antes nao existiam em solucéo, estdo sendo formadas e que possuem
necessidade de menor energia para serem oxidadas ou reduzidas (potenciais menos
anodicos e catédicos, respectivamente). Uma explicagdo disso é a formacdo de
dimeros ou trimeros que, neste caso, possuem maior conjugacédo de duplas liga¢des,
aumentando a ressonancia da molécula, sendo mais faceis de serem estabilizadas ao
remover elétrons de sua estrutura, quando comparada ao mondémero.

Observa-se entdo que as ondas de oxidacdo do polimero P2 e P3, séo
complementares as ondas de reducéo P5 e P1, respectivamente, sendo considerados
pares redox reversiveis. Esse perfil € semelhante ao perfil de eletropolimerizacéo do
2-aminofenol (FRANCO, 2007). A onda anodica em maior potencial, (P4) se apresenta
irreversivel e, até o momento, sem estrutura identificada no processo da
polimerizag&o.

A estrutura e 0 mecanismo de eletropolimerizagcdo dos poli-aminofendis
depositados em eletrodos de grafite ndo é totalmente conhecida, mas estes polimeros
ja foram estudados em outros materiais (SALAVAGIONE et al., 2004, 2005). A
literatura sugere que a cadeia principal de poli-2-aminofenol contém fenoxazina
(GONGCALVES et al.,, 2000; SALAVAGIONE et al., 2005). Como outros cations-
radicais de aminas aromaticas (GAO et al., 1989), o cation-radical 2-aminofenol pode
dimerizar por acoplamento C-C, C-N ou N-N. Em solu¢cdes mais acidas, o acoplamento
N-C de cations-radicais produz o dimero ciclico 3-aminofenoxazona (Figura 11),
(JACKOWSKA et al., 1993) e também ja foram propostas o surgimento de unidades
de fenoxazina (TUCCERI et al., 1997).



47

Devido a semelhancga estrutural do monémero AAHB com o 2-aminofenol e do
perfil eletroquimico dos respectivos polimeros, pode-se sugerir entdo, que 0 processo
de polimerizagcdo do AAHB seja semelhante ao do 2-aminofenol.

Figura 11 - Estrutura molecular da (1) 3-aminofenoxazona e (2) unidades de fenoxazina.
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Fonte: Proprio autor

Para visualizar o comportamento eletroquimico do filme formado na superficie

do PG em solucéo de polimerizacao apresenta-se a Figura 12, a seguir.

Figura 12 - Voltamogramas ciclicos obtidos sobre os eletrodos de grafite em solucdo de acido
sulfdrico 0,5 mol L™t a 50 mV s, Experimentos realizados (-----) apos limpeza e (-----) apds
modificacdo pela aplicagéo de 100 ciclos de potencial em solugéo de &cido sulfirico 0,5 mol Lt
contendo 2,5 x 103 mol L* de AAHB a 50 mV s
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Fonte: Proprio autor

Embora na Figura 10, durante a polimerizacdo nota-se a presenca de cinco
picos atribuidos a formacéo do polimero (P1, P2, P3, P4 e P5), apds o termino da
polimerizacdo sdo observados apenas trés deles (P2, P5 e P4) em acido sulfarico

0,5 mol L? indicando que, o par redox P2/P5 representam efetivamente ao polimero,



48

e que o par P1/P3 correspondem a produtos relacionados aos oligbmeros de menor
namero de unidades monomeéricas (2 ou 3, etc) de fenoxazina que nao sdo aderidos
ao eletrodo, ou que estdo em constante crescimento gerando filme polimérico. Ja para
o P4, ainda ndo se conseguiu explicar qual é sua procedéncia, e devera ser analisado
com maior profundidade, visto que o material sintetizado nesta dissertacao é inédito
na literatura. Entretanto, estudos mostrados para o poli(2-aminofenol) (GONCALVES
et al., 2000), ajudam a discernir que o terceiro pico irreversivel (P4) pode ser
consequéncia da presenca do grupo funcional carboxilato no AAHB, afetando o
comportamento eletroquimico do material obtido.

Uma vez observado que era possivel realizar a eletropolimerizacdo do AAHB,
em meio acido, um novo estudo foi realizado alterando-se o pH do meio reacional para
valores de pH mais basicos, a fim de avaliar a influéncia da protonacdo da molécula
no processo de polimerizagdo, assim como o efeito causado nas propriedades
eletroquimicas do filme.

O efeito do pH no comportamento eletroquimico do AAHB foi analisado em
solucdo tampédo BR por voltametria ciclica (Figura 13). Os valores de pH foram
ajustados entre 2 e 12, para garantir que todos os grupos funcionais pudessem ser
desprotonados.

Figura 13 - (A) Voltamogramas ciclicos obtidos do primeiro ciclo de varredura a 50 mV s da
eletropolimerizagéo do de 3-4-AAHB 2,5 mmol L™ sobre os eletrodos de grafite em diversas solugdes
de tamp&o BR com diferentes pH.(B) Relacdo entre o potencial de pico versus o pH obtido dos
Voltamogramas da Figura (A).
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Na Figura 13 A e B, pode-se notar o deslocamento do potencial para valores
menos positivos a medida que o pH aumenta, apresentando linearidade entre os
valores de pH 2 a 10, caracteristica especifica das rea¢gdes envolvendo protons
durante a reacéo de transferéncia de elétrons. Esta relacéo linear entre os valores de
Ep (V) e pH, é representada pela equacéao 1.

Ep = 0.788 — 0.066pH (1)

Comparando o valor experimental com o valor tedrico da equacao de Nernst
(Equacéo 2), onde H* é o numero de protons e n € o numero de elétrons, a inclinacéo
de 0,066 V por unidade de pH pode ser relacionada a uma reacgéo redox envolvendo

0 mesmo numero de prétons e elétrons.
N
Ep = E°- 0.0592("=)pH 2)

Para obter mais informacfes, as mudancas de absorbancia nas soluc¢des do
mondmero em  diferentes valores de pH foram observadas por

espectroscopia UV- visivel.

4.3 Caracteristicas espectrais do AAHB

Para melhor entendimento do processo de desprotonacdo e as mudancas
fisico-quimicas provocadas por esses processos na molécula de monémero AAHB,
foram realizados experimentos de absor¢cdo em solucdes 4,0 x 10* mol L do
mondmero AAHB, com valores de pH 0,25; pH 3,5; pH 7 e pH 12 os que foram
ajustados com solucdo diluida de NaOH. A Figura 14 mostra 0s espectros de

absorbéancia obtidos:
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Figura 14 - Absorbancia do monémero AAHB 4,0x10* mol Lt em fung&o do comprimento de
onda (-----) Branco, (-----) pH 0,25, (-----) pH 3,5, (---—-) pH 7 e (-----) pH 12.

o] (0] 0, O
pH>10

© NH, NH,
-6 OH o

c

«©

o)

S

o

(7]

O

<

200 250 300 350 400 450 500

Comprimento de onda (nm)

Fonte: Proprio autor

Os espectros foram interpretados baseados nos grupos funcionais presentes

na molécula do monémero, conforme mostra a Tabela 1.

Tabela 1 — Comprimento de onda de maxima absorcdo de alguns grupos funcionais benzénicos
absorventes (cromoforo).

CROMOFORO Banda 1 (nm) Banda 2 (nm)
Benzeno 202 254
Acido benzoico 230 273
Anion benzoato 224 268
Fenol 210 270
Anion fenéxido 235 287
Anilina 230 280
Cation anilinio 203 254

Fonte: (PAVIA, D.L.; LAMPMAN, G.M. ; KRIZ, 2010)
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Como nao sao relatados na literatura os valores dos pKasdo AAHB, os valores
de pH foram escolhidos baseados na comparacdo com o acido 4- aminobenzdico
(DIXON; JURS, 1993; CSIZMADIA et al., 1997).

No valor de pH 0,25, o &tomo de nitrogénio e a carboxila estdo protonados. No
valor de pH 3,5 ha a formacdo de um zwitterion, uma estrutura eletricamente neutra.
No valor de pH 7, o grupo amino é formado e apés o valor de pH 10 ha a formacéo
também do anion fendxido. Desta forma pode-se entdo avaliar as bandas do UV.

O benzeno apresenta tipicamente trés bandas de absorcdo. Uma a 180 nm,
gue devido as limitagces Opticas dos equipamentos normalmente ela ndo é registrada.
Assim, a analise do benzeno recai sobre duas bandas de absorcédo, correspondentes
a 203 e 254 nm.

A presenca de auxocromos no benzeno, tais como —COOH, -OH e —NH:2
promove um deslocamento batocromico (deslocamento para maiores comprimentos
de onda, também chamado deslocamento para a regido do vermelho) como pode ser
visto na Tabela 1. A provavel sinergia dos trés grupos no efeito mesomérico no anel
aromatico pode ser a explicacdo dos valores experimentais para o0 monémero AAHB
serem maiores do que os valores encontrados na Tabela 1 para as estruturas simples
(4cido benzoico, anilina e fenol).

E provavel que a banda em 215 nm (para valores de pH 0,25 e 3,5) e 0s
‘ombros” em 219 e 210 nm (para valores de pH 7 e pH 12, respectivamente) sejam
relacionadas a chamada segunda banda primaria do benzeno de 180 nm, deslocada
no mondémero devido ao aumento do efeito mesomérico. Porém, como mostrado na
Tabela 1, o fenol apresenta uma banda exatamente a 210 nm (referente a primeira
banda primaria do benzeno). Desta forma, fica inviavel a analise do monémero em
relacdo as bandas primarias (PAVIA, D.L.; LAMPMAN, G.M.; KRIZ, 2010).

Porém a banda secundaria (benzeno em 254 nm) apresenta comportamento
esperado na presencga dos auxocromos. Em valores de pH 0,25 e 3,5, ha somente
esta banda a 252 nm, devido ao fato do &cido carboxilico e anion carboxilato nédo
afetarem a ressonancia do anel quando os outros grupos nao sao alterados, assim
como tem pouca diferenga entre o acido benzoico e o anion benzoato. Este valor esta
condizente com o valor de 254 nm referente ao céation anilinio na Tabela 1. E
interessante notar pela tabela que as posi¢cdes das bandas do cétion anilinio e do
benzeno sdo praticamente as mesmas. Isto se deve ao fato de que, ao protonar o

atomo de nitrogénio, os pares de elétrons livres no grupo amino ndo estdo mais
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disponiveis para interagdo com os elétrons TT do anel aromatico. Desta forma, as
posicdes das bandas correspondentes a este efeito isolado devem permanecer
idénticas as do benzeno. Ao se elevar o pH (tanto a pH 7 quanto 12), ocorre a transi¢ao
de cétion anilinio para grupo amino.

Neste momento, os pares de elétrons do nitrogénio tornam a estar disponiveis
para aumentar o efeito mesomeérico do anel aromatico, promovendo deslocamentos
batocrémicos. Em pH 7 é possivel observar trés bandas: 215, 255 e 300 nm. Neste
valor de pH, ambos, grupos amino e carboxilico estdo desprotonados. Enquanto que
0 grupo amino € eletricamente neutro, o grupo carboxilico esta presente na forma de
anion carboxilato. Em comparacdo do anion benzoato com o &cido benzoico, o fato
do grupamento estar desprotonado promove um deslocamento hipsocrémico
(deslocamento para menores comprimento de onda, também chamado de
deslocamento para a regido do azul). O grupo carboxilico é classificado como um
substituinte desativador, por remover os elétrons do anel aroméatico. Na forma de
carboxilato o efeito desativante € ainda maior. As formas de ressonancia deste grupo
sdo simétricas o que o torna mais estavel (PAVIA, D.L.; LAMPMAN, G.M.; KRIZ,
2010). Ao mesmo tempo ha a presencga do grupo amino, retirador de elétrons por efeito
indutivo, mas fortemente doador de elétrons por ressonancia (assim como a hidroxila),
0 gque explicaria também a manutencéo, em valor de pH 3,5 mesmo estando presente
0 anion carboxilato.

Provavelmente os dois efeitos ativadores fortes do grupo amino e da hidroxila
promovem o deslocamento batocrémico observado e o espectro se assemelha ao do
benzeno com trés bandas, com seus respectivos desclocamentos batocrémicos: de
180 para 215 nm, de 202 para 252 nm e de 254 para 300 nm. Ja em pH 12, além da
presenca do anion carboxilato, h4 a presenca do anion fendxido. Ao contrario do
deslocamento hipsocrébmico entre a anilina e o cétion anilinio devido a
indisponibilidade do par de elétrons no nitrogénio, ha um maior deslocamento
batocrdmico ao se passar do fenol para o anion fenéxido devido agora a presenca de
um par de elétrons adicional (elétrons n)) e o efeito mesomeérico € aumentado. Isso &
possivel de se analisar na estrutura do mondémero, pois ha um deslocamento
batocrémico entre os valores de pH 7 e 12 da banda de 255 para 281 nm e da banda
de 300 para 308 nm (PAVIA, D.L. ; LAMPMAN, G.M. ; KRIZ, 2010).
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Desta forma, pelos espectros de UV pode-se ter certeza das diferentes
espécies do mondémero em diferentes valores de pH e da influéncia que o pH tem

sobre os processos de absorcéo da molécula.

4.4 Estudo da formacéao de filmes em solugdes com diferentes valores de pH

O estudo da eletro-oxidacdo do AAHB em diferentes valores de pH da solucdo
do mondmero fez-se necessario, uma vez que o pH € uma variavel determinante das
propriedades e caracteristicas dos materiais eletropolimerizados.

Assim foram aplicados ciclos de potencial em eletrodos de grafite em solucdes
do mondémero em valores de pH de 0,25; 3,5; 7 e 12 ajustados com uma solucéo
concentrada de NaOH, sendo:

a) pH 0,25 extremamente &cido e sem ajuste, ou seja, o pH de preparo da

solucéo (&cido sulfarico 0,5 mol LY);

b) pH 3,5 na tentativa de iniciar um processo de desprotonacao do grupo

funcional acido carboxilico para carboxilato;

C) pH 7 para desprotonacdo dos grupos funcionais para obter os grupos

carboxilato e amino;

d) pH 12 extremamente basico, garantindo desprotonacao de todos grupos

funcionas carboxilato, amino e fendxido.

A medida que o valor de pH aumenta, ocorre um deslocamento no potencial de
oxidacdo do mondmero para potenciais de picos menores, tal como mostrado na
Figura 13 A. Indicando uma maior facilidade em retirar elétrons das moléculas de
AAHB. Essa facilidade de eletrooxidacéo, deve-se as alteragdes eletronicas causadas
pela desprotonacao, o que acaba deixando os pares de elétrons mais disponiveis para
a reacdo. Na forma de fenoxido a oxidacdo ocorre mais facilmente devido a um
aumento na densidade eletrénica pela presenca de um atomo de oxigénio carregado
negativamente, levando ao aumento do efeito de ressonancia no anel aromatico. Isso
corrobora com os resultados de absorbancia obtidos, indicando que com a alteracéo
dos valores de pH ocorre uma maior alteragcdo nos grupos funcionais do AAHB,

levando a modificagcdo das suas propriedades eletrénicas.
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Figura 15 - Voltamogramas ciclicos obtidos sobre os eletrodos de grafite apos limpeza (-----) €;
modificado apés aplicagdo de 100 ciclos de potencial em solu¢éo aquosa de acido sulfarico
0,5 mol L ! contendo 2,5 x 10 mol L' de AAHB a 50 mV s, em pH de preparo (-----) pH 0,25, e em
pH ajustados com NaOH para: (-----) pH 3,5, (-----) pH 7 e (-----) pH 12, em (A) solu¢&o aquosa de
ferricianeto de potéssio 5x10 mol L contida em cloreto de potassio 0,5 mol L™ e (B) solugédo aquosa
de cloreto de hexaaminoruténio Il 5x10- mol L' contida em cloreto de potassio 0,5 mol Lt a uma v =
100 mV st
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Fonte: Proprio autor

Embora n&o tenha sido observado grandes alteracdes nos pefis voltamétricos
nas sondas redox, pode-se observar a existéncia de um filme com respostas
eletroquimicas semelhantes na soluc¢ao contendo o eletrélito suporte com o0 aumento
de pH, porém com valores decrescentes de corrente. Mantendo assim o pH 0,25 o
valor padrdo para realizacdo do processo de eletropolimerizacdo, uma vez que
apresentou maior modificacao da superficie, maior reprodutibilidade e também devido

a ndo necessidade de ajuste da solucédo, sendo este o valor de pH da solucéo original.

4.5 Espectroscopia de infravermelho do material formado

Para tentar elucidar os tipos de ligagdo que o mondmero realiza para gerar o
material imobilizado sobre o eletrodo, foram registrados espectros de infravermelho
de amostras extraidas de eletrodos em banho de acetonitrila por ultrassom. O
espectro do material obtido por eletropolimerizagdo foi comparado com o do
monémero (Figura 16). As consideracdes para 0 monémero e o material extraido da
superficie do eletrodo foram analisadas de acordo com Pavia, D.L. et al (PAVIA, D.L.;
LAMPMAN, G.M.; KRIZ, 2010) e Silverstein (SILVERSTEIN et al., 2005).

0,2
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Figura 16 - Espectros de infravermelho obtidos do (A) monémero e do (B) material extraido,
resolucdo de 4 cm, 64 varreduras.
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Fonte: Proprio autor

No espectro de Infravermelho do mondémero temos uma complexidade
esperada de bandas. Isso porque varias absorcbes de —OH, —NH2 e —COOH séo
similares. A regido com bandas largas de média intensidade entre 2500 e 3250 cm™
contém as contribuic6es de estiramento O-H de ligag6es de hidrogénio (fenol e acido
carboxilico), e estiramento C-H no anel aromatico.

As bandas de média intensidade a 1597, 1504 e 1435 cm sdo tipicas de
estiramento C=C de aromatico. A banda a 1597 pode ser relacionada também com a
deformacgao angular tipo tesoura (scissoring) de N-H. A banda a 1375 cm refere-se a
deformacdo angular O-H no plano (fenol). A banda a 1265 cm™ refere-se ao
estiramento C-O (fenol). A banda forte a 1643 cm™ refere-se ao estiramento simétrico
C=0 do éacido carboxilico. Bandas de média intensidade a aproximadamente 843 e
774 cm™ podem ser referentes a deformacdo angular C-H fora do plano de anéis
trissubstituidos nas posi¢des 1,2,4. As bandas relacionadas ao grupo amino, como
estiramento C-N normalmente em 1069 cm?, N-H wagging entre 700 — 900 cm™ e
deformacé&o angular N-H ja mencionada acima sdo muito pequenas mesmo na anilina,
0 que, neste espectro, pode ser indicio que foram sobrepostas pelas contribui¢cdes da
hidroxila e da carboxila ficando dificil a anélise desse grupo isoladamente (FRANCO,
2007).
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Em relacdo ao polimero pode-se ver as bandas a 1469 e 1385 cm™ referentes
aos estiramentos C=C do anel aromatico, preservado na estrutura. Como neste caso,
estamos analisando uma macroestrutura complexa (um polimero) algum
deslocamento pode ocorrer e gerar as bandas observadas, € evidente o aparecimento
do estiramento C=0 do &cido carboxilico a 1736 cm™ confirmando que este grupo
permaneceu, e seu deslocamento corrobora com a indicacao de formac&o de um novo
material polimérico, sugerindo que esse grupo funcional fica livre para posterior uso
na ligac@o covalente da biomolécula.

Além disso é evidente o aparecimento da banda de média intensidade
a 1171 cm. Esta banda pode estar relacionada ao estiramento simétrico C-O-C,
normalmente encontrado entre 1085 — 1150 cm™, o que garante que o grupo hidroxila
ndo mais exista na forma livre e sim como um éter aromatico. Infelizmente as bandas
de C-N de aminas primarias, secundarias e terciarias absorvem na mesma regido, o
gue torna dificil prever se o mecanismo de rea¢éo ocorre pelo atomo de nitrogénio ou
de oxigénio, embora demonstrado anteriormente por outros autores a participacao dos
grupos amino e hidroxila nos processos de polimerizacao do 2-aminofenol (BARBERO
et al., 1989; ORTEGA, 2000).

4.6 Proposta de mecanismo de polimerizacdo do AAHB
Com base nos dados eletroquimicos e espectroscépicos apresentados e

reforcados pela literatura, prop6e-se um mecanismo para a eletropolimerizacéo do

AAHB, conforme exibido na Figura 17.
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Figura 17 - Proposta de mecanismo para eletropolimerizacao do AAHB.
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O estudo voltamétrico em diferentes condi¢fes de pH, sugeriu que 0 mesmo
namero de elétrons e protons estdo envolvidos na eletrooxidacdo do monémero. A
condicao escolhida de formacao do polimero para o desenvolvimento do biossensor
foi em meio acido, com um grupo -NH2 protonado. A primeira etapa (step 1) do
mecanismo proposto esta de acordo com esses dados, assim como para o acido 4-
aminossalicilico (CRUZ, DA et al., 2017), a retirada de um elétron e a remocédo de um
préton gera o cation radical.

Goncalves e colaboradores (GONCALVES et al., 2000) notaram uma mudanca
de cor na solucao durante a eletropolimerizacdo de 2AP e durante o armazenamento
prolongado, e a atribuiram a formacdo de uma benzoquinona-monoamina
intermediaria. O mesmo foi observado durante a polimerizacdo do AAHB com uma
substancia acastanhada envolvendo o eletrodo de trabalho, indicando que ocorre a
formacéo do cétion radical.

A segunda etapa (step 2) € uma adaptacéo para o AAHB, e mostra a proposta
da formacdo do dimero através de uma reacdo quimica entre o radical ou cation
radical e a estrutura (a) do step 1, seguida de uma desprotonacao.

Na terceira etapa (step 3) se apresenta outra via plausivel para a formacgéo do
mesmo dimero. O cétion radical formado no &tomo de nitrogénio reage com o cation
radical da estrutura (c) do step 1, similar ao proposto para 2AP (THENMOZHI et al.,
2014). E interessante notar que usando somente a estrutura (c) pode ser gerado o
mesmo dimero previsto na segunda etapa (step 2). A reacdo na estrutura (b) é
improvavel devido a presenca de —OH e a estrutura (d) sofre de impedimento estérico
entre dois grupos funcionais.

Rotando o dimero para uma conformacédo diferente na quarta etapa (step 4),
existe a possibilidade de o grupo —OH se ciclizar e formar uma estrutura do tipo
fenoxazina. Barbero e Kinimura (BARBERO et al., 1987; KUNIMURA et al., 1988)
foram os primeiros a propor a formagao desta estrutura como parte da polimerizagéo
2AP, e trata-se de um sistema conjugado devido a sua conformacao linear com
orbitais p conectados a elétrons deslocalizados. A formacdo dessa estrutura durante
a eletropolimerizacdo do AAHB é importante, pois pode ser uma explicacdo alternativa
para a substancia acastanhada ao redor do eletrodo e ser responsavel pelos picos
redox P3 e P1 da Figura 10. Em primeiro lugar, o potencial redox € menos positivo
devido ao aumento do efeito mesomérico quando comparado com a oxidacdo do

mondmero. Além disso, Gongalves e colaboradores (GONCALVES et al., 2000)
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descreveram a fenoxazina como um dimero ndo polimerizado, 0 que explica sua
auséncia na andlise da solucéo contendo apenas o eletrolito suporte. A formacao do
trimero esta provavelmente ocorrendo pelo dimero aberto, tal como descrito na quinta
etapa (step 5).

Apds um conjunto de reacdes, a cadeia polimérica € mostrada na sexta etapa
(step 6) na sua forma aberta ndo ciclizada (esquerda) e na forma ciclizada (direita).
Ambas as estruturas apresentam grupos carboxilicos livres, mas somente na forma
ciclizada, é possivel explicar os trechos C-O-C observados no espectro infravermelho
para o polimero. A linearidade para a cadeia polimérica, ao contrario do poli-(2AP),
nao é consistente para unidades longas, formando uma estrutura semelhante a um
cilindro com um furo no centro, lembrando um ionéforo e oferecendo um polimero
poroso. Com menor possibilidade de formar unidades semelhantes a fenoxazina, o
polimero ndo garante uma boa condutibilidade, o que explica as diminuicbes de
corrente nos experimentos realizados utilizando sondas aninicas e catibnicas em
meio de KCI e que sera discutido no item 4.7.

Este comportamento do polimero ndo o limita para ser usado como suporte
para desenvolvimento de um biossensor, uma vez que o uso de filmes n&o-condutores
sdo uma excelente escolha, pois seu crescimento é autolimitado, diminuindo a
camada de difusado entre o eletrodo e a biomolécula imobilizada, sendo permi-seletivo,
evitando que os interferentes atinjam a superficie do eletrodo (YUQING et al., 2004)
e, que adicionalmente, quanto ao poli-(AAHB), apresentara grupos carboxilicos livres,

gue permitirdo realizar as ligacdes covalentes com as biomoléculas.

4.7 Estudo do comportamento de sondas redox sobre a superficie dos eletrodos

de Grafite modificados com poli-AAHB

Até este ponto para a construgdo dos filmes poliméricos foram usados 100
ciclos de varredura de potencial, e para avaliar a resposta dos eletrodos modificados
com poli-(AAHB) foram realizados testes em duas sondas redox: uma anidnica
(ferricianeto de potassio) e outra catiénica (cloreto de hexaminoruténio Il), ambas em
cloreto de potassio, para verificar se houve algum tipo de modificacdo da superficie
dos eletrodos de grafite, através da comparagdo com os voltamogramas do eletrodo

limpo antes da modificacdo, conforme mostra a Figura 18.
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Figura 18 - Voltamogramas ciclicos obtidos sobre os eletrodos de grafite (-----) apés limpeza e (-----)
modificados ap0s aplicagéo de 100 ciclos de potencial em solu¢do aquosa de cido sulfdrico
0,5 mol L contendo 2,5 x 10 mol L'* de AAHB a 50 mV s, em: (A) solucéo aquosa de ferricianeto
de potassio 5x102 mol L contida em cloreto de potassio 0,5 mol L e (B) solugéo aquosa de cloreto
de hexaaminoruténio 11 5x10° mol L contida em cloreto de potassio 0,5 mol L av =100 mV s
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S&o visiveis as diferencas de corrente antes e apés os 100 ciclos, tendo-se um
decaimento de aproximadamente 100 pA (em ambas as dire¢cdes) nos valores em
ferricianeto e um aumento de cerca de 40 pA (em ambas as dire¢cdes) nos valores em
hexaaminoruténio (Il). Isso sugere uma alteracdo na superficie do eletrodo que esta
dificultando a troca de elétrons do eletrodo com a solucéo de ferricianeto e facilitando
a troca de elétrons com a solucdo de hexaaminoruténio. Porém, ao analisar as
respostas de corrente dos eletrodos antes e apds a aplicagdo dos 100 ciclos em
solucao contendo apenas cloreto de potassio, podemos verificar um grande aumento

da resisténcia em ambas as sondas, conforme mostra a Figura 19.
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Figura 19 - Voltamogramas ciclicos obtidos sobre os eletrodos de grafite (-----) apos limpeza e (-----)
modificados apds aplicagio de 100 ciclos de potencial em solugo de cido sulfdrico 0,5 mol L contendo 2,5 x
10° mol L* de AAHB a 50 mV s, em solugdo de cloreto de potassio 0,5 mol Lt av =100 mV s
Experimentos realizados na janela de potencial adequada ao (A) ferricianeto e (B) hexaaminoruténio II.
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Fonte: Proprio autor

Isso indica que ocorre uma modificacéo da superficie do eletrodo de grafite com
algum material derivado do monémero AAHB, que, agrega uma maior resisténcia a
superficie do filme em meio de cloreto de potassio. Na Figura 19 B pode-se claramente
notar a presenca de um pico de reducao (-0,25 V), que nao € visto no eletrodo limpo,
0 qual também é observado na Figura 18B no mesmo valor de potencial, sendo
atribuido a reducédo do material eletropolimerizado.

Com a finalidade de verificar a resposta referente as sondas anibnicas e
cationicas, e verificar a possibilidade de uso deste material na construcéo de sensores,
as Figuras 20 A e B, indicam que a resposta em meio de eletrélito (KCI) por si s6, ja
interfere no sinal de corrente da sonda redox, correspondente ao hexaaminoruténio.
Desta forma, foi escolhido para os demais experimentos o uso da sonda de
ferricianeto, na qual ha maior variacdo de corrente entre o eletrélito de suporte e a
sonda redox, mantendo a reversibilidade sem interacdo com o polimero derivado do

AAHB, neste intervalo de potencial.
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Figura 20 - Voltamogramas ciclicos obtidos sobre os eletrodos de grafite: (-----) Apos limpeza e (-----)
modificados com o material derivado de AAHB em: solucéo de cloreto de potassio 0,5 mol L™
contendo: (A) ferricianeto de potassio a 5x10* mol L e (B) cloreto de hexaaminoruténio Il a 5x103
mol L; e (-----) Em soluc&o de eletrdlito suporte de cloreto de potassio 0,5 mol L . Medidas
realizadas a 100 mV s, nas respectivas janelas de potencial para cada sonda redox.
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Sendo assim, nota-se que o material polimérico na superficie do eletrodo
reduziu a transferéncia de elétrons do par redox de ambas sondas (catibnica e
anibnica), sugerindo que o eletrodo esta recoberto com um filme polimérico com
caracteristicas menos condutoras, porém que apesar disso permite as sondas redox
uma transferéncia eletrbnica adequada, provavelmente devido a sua porosidade.
Sendo mais adequada para a sonda de ferricianeto, cuja molécula € de menor

tamanho que a do hexaaminoruténio

4.8 Estudo do numero de ciclos para modificacédo da superficie dos eletrodos de

grafite

Assim que foi verificada a possibilidade de uso do PG modificado com poli-
(AAHB) usando ferricianeto de potassio em eletrolito suporte de KCI, a seguinte etapa
de otimizacdo do sensor foi o estudo do numero de ciclos necessarios para a
modificacdo da superficie de grafite lapiseira. Os resultados obtidos apds crescimento
dos filmes usando diferente nimero de ciclos de varredura de potencial em eletrélito

suporte sao mostrados na Figura 21.
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Figura 21 - Voltamogramas ciclicos obtidos sobre os eletrodos de grafite (-----) apés limpeza; (-----)
modificado apds aplicagao de 10 ciclos; (-----) 25 ciclos; (-----) 50 ciclos; (-----) 100 ciclos e (-----) 150
ciclos de varredura de potencial em solugdo de acido sulftrico 0,5 mol L contendo 2,5 x 10 mol L

de AAHB em solugéo &cido sulfirico 0,5 mol Lt av =50 mV s™.

30 1

1549 .

o
1

Corrente (pA)
g8 @

A
(6]
1

01 00 01 02 03 04 05 06 07
Potencial (V)

Fonte: Proprio autor

Pode ser observado que o nivel de modificacdo da superficie dos eletrodos de
grafite € crescente de acordo com o numero de ciclos. Nota-se que com apenas 10
ciclos ja é formado material sobre o eletrodo. Assim, para estabelecer o nimero de
ciclos a ser usados na construcédo dos genossensores, foi realizada a caracterizacéo
morfolégica dos filmes obtidos.

4.9 Caracterizacao morfolégica dos filmes imobilizados nos eletrodos de grafite

através de Microscopia eletrénica de varredura

Para obter uma ideia visual da modificacdo e estrutura morfologica do material
sobre a superficie eletrodica, foram registradas micrografias eletrénicas de varredura
(Figura 22) nos eletrodos de grafite de lapiseira limpos antes da modificacédo e apés
aplicacdo de 10, 25, 50, 100 e 150 ciclos de potencial em solucéo de 2,5 x10° mol L*?!
de AAHB preparada em &cido sulftrico 0,5 mol L1, 50 mV s



Figura 22 - Micrografias eletrbnicas de varredura de eletrodos de grafite de lapiseira com ampliacao
de 60.000 vezes: (A) eletrodo limpo e (B) modificado com 10 ciclos, (C) 25 ciclos, (D) 50 ciclos, (E)
100 ciclos e (F) 150 ciclos
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Pode-se observar que o eletrodo de grafite de lapiseira, apds passar pelo
tratamento manual (lixas d’agua e as etapas de sonicacéo), apesar de nao apresentar
a rugosidade caracteristica de eletrodos de grafite impressos comerciais, apresenta
aspecto irregular, devido a sobreposicéo de varias camadas de grafite, principalmente
apos o tratamento mecanico em sua superficie. Porém, ao mesmo tempo, observa-se
gue o processo de polimerizacao através de voltametria ciclica com 10, 25 e 50 ciclos
nao apresentou diferencas visuais significativas. Os aspectos morfolégicos de ambas
as imagens B, C e D séo similares entre si e entre o eletrodo de carbono grafite sem
modificacdo. J& para as imagens em E e F, observa-se indicios de uma morfologia
diferente das demais, com uma superficie apresentando uma modificacao irregular
com o surgimento de pontos amorfos. Porém mesmo assim, ndo foi possivel analisar
de forma precisa o recobrimento causado pelo polimero, utilizando esta técnica nos
eletrodos de grafite de lapiseira.

Numa tentativa de avaliar qual € a morfologia do material depositado de poli-
(AAHB), filmes foram eletrodepositados na superficie de eletrodos comerciais
impressos de grafite usando 100 ciclos de varreduras de potencial, e as imagens

obtidas sdo mostradas na Figura 23.
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Figura 23 - Micrografias eletronicas de varredura de eletrodos de grafite com diferentes ampliacdes:
(A) eletrodo limpo e (B) modificado com 100 ciclos em ampliacéo de 50.000 e (C) eletrodo limpo e (D)
modificado com 100 ciclos em ampliacdo de 100.000 vezes.
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Fonte: Proprio autor

Pode-se observar que o eletrodo de grafite impresso, apresenta aspecto
irregular, devido as camadas de spray da tinta de grafite. Porém, ao mesmo tempo,
observa-se que o0 processo de polimerizacao através de voltametria ciclica com 100
ciclos (imagem B) apresentou diferencas visuais significativas, € notavel uma
morfologia diferente, com uma superficie apresentando uma modificacao irregular de
alto recobrimento sobre a superficie do eletrodo modificado.

Como o objetivo deste trabalho € a modificacdo do eletrodo com um filme
polimérico fino, com a finalidade de diminuir ao maximo possivel a barreira difusional
e ao mesmo tempo promover uma alta transferéncia eletronica, foi escolhido 10 ciclos
para a preparacao dos filmes e posterior realizacdo dos testes para imobilizacdo dos

oligonucleotideos.
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4.10 Estudo da estabilidade do material sobre o eletrodo

Utilizando a técnica de voltametria de onda quadrada (VOQ) em solucdo de
cloreto de potassio 0,5 mol L* contendo ferricianeto de potassio 5 x 103 mol L pode-
se verificar com um maior grau de discriminacéo a diferenca das correntes quando
comparados o eletrodo limpo e modificado (Figura 24) com 10 ciclos de varredura de
potencial, que permitiu obter uma resposta eletroquimica adequada. Vale ressaltar
que a técnica de voltametria de onda quadrada, foi utilizada por que apresenta ganhos
expressivos nos valores de corrente, pois a sonda redox utilizada apresenta
comportamento reversivel (SOUZA, DE et al., 2003).

Todos os voltamogramas de VOQ foram corrigidos pela linha de base,
utilizando a ferramenta inclusa no software NOVA 2.1.2. Assim, 0s experimentos
mencionados acima foram definidos como padrdes para os sistemas, e a semelhanca
entre as respostas foi avaliada antes da constru¢céo do genossensor.

O estudo da estabilidade eletroquimica foi realizado para avaliar se ocorria
perda de resposta relativa ao polimero. Foi realizado um estudo em triplicata avaliando
a estabilidade do polimero com tempo de armazenagem. Os eletrodos modificados
foram armazenados a temperatura de -8 °C por um periodo de 30 dias. O perfil de
corrente por tempo foi avaliado na Figura 24B.

A tendéncia mostra a queda na resposta de corrente de trés eletrodos apés a
modificacdo com os 10 ciclos, como ja descrito anteriormente. Foi observado com o
passar do tempo, que o material ndo sofre grandes alteracbes, apos o
armazenamento, 0 que mostra um material com propriedades similares as iniciais.
Dessa maneira, este estudo garante que ao realizar os experimentos de estabilidade
dos sensores construidos sobre essa matriz polimérica, as possiveis perdas de

resposta ndo seriam relacionadas com perda da camada polimérica.
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Figura 24 — (A) Voltamogramas de onda quadrada obtidos sobre os eletrodos de grafite (------ ) em
solucdo aguosa de cloreto de potassio 0,5 mol L2, (------ ) eletrodo limpo e (------ ) eletrodo modificado
com 10 ciclos de varreduras de potencial os dois ultimos em solugéo de cloreto de potéssio
5x10-2 mol L contendo ferricianeto a 5x10° mol L. Experimentos realizados usando os seguintes
parametros voltamétricos: f = 80 s, a=- 50 mV e AEs =2 mV. (B) Corrente versus tempo de
armazenagem para o eletrodo modificado () e o eletrodo limpo (¢).
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4.11 Otimizacdo de parametros (eletro)analiticos da resposta do sensor

Foram realizados experimentos de otimizac&o de alguns parametros referentes
a técnica de voltametria de onda quadrada e também, a imobilizacdo dos
oligonucleotideos. A Figura 25 mostra os voltamogramas de onda quadrada, nos quais
0s parametros de incremento de potencial (AEs), amplitude de pulso e frequéncias,
foram otimizados, a frequéncia de aplicacdo dos pulsos € a responsavel pela
magnitude do sinal analitico, ou seja, a sensibilidade; a amplitude do pulso de
potencial aplicado influencia diretamente no perfil do pico, que tende a ficar mais largo
para altos valores de amplitude, e por esta razdo sdo parametros relevantes e
precisam ser otimizados e avaliados.
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Figura 25 — Voltamogramas de onda quadrada obtidos sobre os eletrodos de grafite em solugéo de cloreto de
potassio 0,5 mol L contendo ferricianeto de potassio 5x10° mol L, variando em (A) o incremento de potencial
(AEs), em (B) a amplitude de pulso e em (C) a frequéncias.
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Fonte: Proprio autor

Assim sendo, a Tabela 2, mostra os valores dos experimentos de otimizagao
dos parametros de voltametria de onda quadrada e as condi¢des escolhidas para

realizacdo do trabalho, os quais foram selecionados com base na sensibilidade e
seletividade das medidas.

Tabela 2 - Parametros eletroquimicos de VOQ estudados e escolhidos para a realizacdo das medidas
eletroanaliticas

Parametros Intervalo Condicao escolhida
estudado
Frequéncia (f), s* 10-150 80
Amplitude de pulso, mV |1-50| - 50
Incremento de potencial (AEs), mV 1-10 2

Fonte: Proprio autor

Uma vez otimizados estes parametros de voltametria de onda quadrada,
seguiu-se para a otimizacdo dos parametros para ativacdo e imobilizacdo dos

oligonucleotideos sobre o eletrodo de grafite modificado com o filme poli(AAHB).
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Foi utilizada a proporgéo 4:1 (molar) de EDC/NHS (FERNANDES, 2015), das
diferentes concentracfes testadas, conforme mostra a Figura 26A, a concentracao
de 5,0x102 mol L'* de EDC e 1,25x10 mol L' de NHS foi a ideal para o sistema
proposto.

Com afinalidade de realizar o processo de preparo do sensor no menor tempo
possivel, também foi otimizado o tempo de ativacéo do filme polimérico em solugéo
de EDC/NHS. Da Figura 26B, pode-se observar que a partir de 30 minutos ndo ha
grandes ganhos na ativagéo, sendo este tempo fixado como padréo para o sistema.
Finalmente, o tempo de imobilizagdo do ssDNA aminada, foi fixado em 45 minutos,
mesmo gue a corrente ndo tenha atingindo um patamar (Figura 26C), pois em tempos

superiores a solucéo secava, nao sendo viavel para o sistema.

Figura 26 — Diferenca de corrente de pico entre eletrodo de grafite modificado com poli(AAHB) em
solugdo de cloreto de potassio 0,5 mol L™ na presenca de ferricianeto de potassio 5x103 mol L, e
apos a variacdo dos seguintes parametros: (A) variacdo da concentracdo e (B) tempo de ativacdo em
EDC/NHS e (C) tempo de imobiliza¢éo da sequéncia de ssDNA aminada.
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Fonte: Proprio autor

Uma vez otimizados estes parametros, seguiu-se para a obtengcdo dos

parametros analiticos conforme descrito na secao 3.7.
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4.12 Avaliacao das caracteristicas analiticas do genossensor proposto

Apoés a modificacdo da superficie do eletrodo de grafite de lapiseira com a
eletropolimerizagdo do &cido 3-amino-4-hidroxibenzdico, foram realizadas as
imobilizagbes, hibridizagcbes e as detecgBes através de Voltametria de Onda
Quadrada (VOQ) em solucéo de ferricianeto de potassio em meio de KCI, na regiédo
de +0,5 e 0,0 V. Duas medidas foram realizadas, com o eletrodo contendo o polimero
(PG/PAAHB) ativado por EDC/NHS + ssDNA imobilizado (6,6x10° mol L), doravante
chamado de PG/PAAHB-ssDNA e apoés hibridizacdo contendo o polimero
(PG/PAAHB) ativado por EDC/NHS + ssDNA imobilizado + ssDNA complementar
(6,6x10° mol L), doravante chamado de PG/PAAHB-dsDNA, com o objetivo de se
analisar a eficiéncia da imobilizacdo e hibridizacdo dos oligonugleotideos. O
voltamograma obtido € mostrado na Figura 27A. Adicionalmente, foram realizadas as
correspondentes medidas em espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIS), e o
diagrama de Nyquist obtido € mostrado na Figura 27B, o qual mostra as diferencas

nas medidas antes e ap0s o0 processo de hibridizacéo.

Figura 27 — (A) VOQ em solucéo de KCI 0,5 mol L* contendo ferricianeto de potassio a 5x10°mol L*
para o PG/PAAHB-ssDNA (------ ) e para 0 PG/PAAHB-dsDNA (------ ). Medidas realizadas a f = 80 s,
a=-50mV e AEs =2 mV. (B) Diagramas de Nyquist obtidos para (a) PG/PAAHB, (b) PG/PAAHB +
ativacdo em EDC/NHS e (c) PG/PAAHB-ssDNA em solugéo aquosa de KCI 0,5 mol L  contendo
ferricianeto de potassio 5x102 mol L.
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O perfil da curva (a) da Figura 27B, pode ser explicado com base no filme
polimérico se encontrar com grupos carboxilicos desprotonados (carregados
negativamente), o qual causa repulsdo da sonda redox de ferricianeto também
negativamente carregada mostrando um alto valor para a Rct. ApOs 0 processo de
ativacao do filme polimérico com o EDC/NHS, a superficie do eletrodo se torna neutra
(linha b), causando assim uma reducdo expressiva no valor de R, pois permite a
chegada e difusdo da sonda redox na superficie eletrodica. Finalmente, o valor da Rt
volta a se elevar (linha c), quando se ligam as sequéncias de ssDNA aminadas, que
tal como esperado diminui a condutividade da superficie eletrodica.

A diferenca entre os picos (Aip) do PG/PAAHB-ssDNA e PG/PAAHB-dsDNA foi
utilizada para analise do processo de detec¢do como ja relatado na se¢éo 3.7. Assim,
foi construida a curva analitica para o genossensor proposto para as diferentes
concentragbes da sequéncia de oligonucleotideo complementar (cDNA) (o qual foi
adquirido da Invitrogen®) a imobilizada no eletrodo. A Aip foi obtido a partir da
subtracdo da corrente de pico do PG/PAAHB-ssDNA menos a corrente de pico do
PG/PAAHB-dsDNA, e estes valores de Aip foram plotados versus a concentracdo do
cDNA para graficar a curva analitica mostrada na Figura 28. Para esse experimento,
os eletrodos com a ssDNA j& imobilizada foram imersos em diferentes concentragfes
de cDNA e mantidas durante 45 minutos, a temperatura ambiente.

Com a equacao que ajustou os dados da curva analitica e usando as equacdes

(3) e (4) foram calculados os limites de detecc¢éo (LD) e quantificacdo (LQ) foram as

seguintes:
3-s"
LD = —
B,
equacéao 3
LQ 10-s*
=5
equacéao 4
Em que:
. A1 6 ainclinacdo da curva analitica,

. 8+ € 0 desvio padrao de analises feitas no branco.
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A resposta do genossensor, para a curva realizada por VOQ (Figura 28), foi
linearmente proporcional na faixa de concentragéo de 1,4 x10° a 6,6 x10° mol L de
Cdna, com r?=0,996.

Figura 28 - Curva de analitica para alvo complementar cDNA de oligonucleotideo especifico do Zika
virus, a diferentes concentracdes, sob as condi¢ces previamente otimizadas.
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Fonte: Proprio autor

A reta da figura anterior e representada pela equacao da reta:
Aip (MA) = 43,34+1,38x[cDNA] (umol L) equacao 5

Sendo o limite de deteccéo foi de 2,3 x10°® mol L* e o limite de quantificacéo
foi de 7,6 x10- mol L%, conforme mostra a Tabela 3:

Tabela 3 - Variaveis de desempenho do sensor proposto obtidos a partir da curva analitica da Figura 28.

Parametros Deteccéo
Faixa linear, umol L* 14 - 66
LD, pmol L? 2,3
LQ, umol L* 7,6
r2 0,996

Fonte: Proprio autor.
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Estabelecidos os limites de detec¢ao e quantificacéo do sistema, a seguir foram

realizados os testes de seletividade do sensor.

4.13 Seletividade do sensor

Com o intuito de verificar a especificidade da sequéncia imobilizada na
superficie do sensor, foi realizado o estudo da seletividade, utilizando uma sequéncia
nao complementar. Assim, apés a incubacao foram comparadas as respostas obtidas
com as mesmas concentragdes de oligonucleotideos complementares e néo
complementares (Figura 29).

Figura 29 — Voltamogramas de onda quadrada obtidos em KCI 0,5 mol L contendo ferricianeto de

potassio a 5x10°3 mol L para (------) PG/PAAHB-ssDNA (------) PG/PAAHB-dsDNA e (------)
PG/PAAHB-ni0 complementar. Medidas realizadas em f = 80. s, a=-50 mV e AEs =2 mV.
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Fonte: Proprio autor

Nota-se, que a diferenca de correntes entre as sequéncias complementar e nao
complementar € evidente, uma vez que se trata de concentracfes iguais. A pequena
gueda na corrente da sequéncia ndo complementar, pode indicar alguma pequena
retencdo inespecifica.

Em busca de verificar as respostas do sistema desenvolvido, em amostras néao
sintéticas, foram realizados testes com soro humano enriquecido com RNA total

extraido de culturas do Zika virus. Estas amostras foram obtidas em pareceria com a
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rede “ZIKSENSOR: Rede para desenvolvimento de dispositivos sensores point-of-
care, de baixo custo e facil scale up para diagnéstico em tempo real do Zika virus”,
coordenado pela Profa.Dra. Rosa Dutra da UFPE - PE. Os experimentos foram
realizados nas instalacbes da UFPE — Recife devido a falta de condicbes para
manipula¢cfes de amostras contendo virus e dificuldades encontradas no transporte

dos materiais biologicos até o IQ-Araraquara.

4.14 Curva analitica de soro humano enriquecido com RNA total extraido do Zika

virus

Conforme descrito na secéo 3.9, foram realizadas medi¢cdes para diferentes
concentracbes de RNA total extraido de culturas do Zika virus, e a seguir e foi

construida a curva analitica conforme mostrado na Figura 30.

Figura 30 — (A) Voltamogramas de onda quadrada obtidos em solucéo de KCI 0,5 mol L contendo
ferricianeto de potassio 5x10°mol L'! para PG/PAAHB-ssDNA (------) e PG/PAAHB-RNAzika 84
pmol L=t (-----), 171 pmol L= (-----), 342 pmol L= (-----), 691 pmol L =1 (-----), 141 pmol L1 (-----),
2810 pmol L= (------), 5620 pmol L1 (------). Medidas realizadasem f=80 s, a=-50 mV e AEs =2
mV. (B) curva analitica em soro humano enriquecido com (¢) RNA-alvo complementar Zika virus total,
(o) RNA total do virus da Dengue tipo 2 e ( A) RNA total do virus da Dengue tipo 3 em diferentes
concentragdes. Insercdo: Ampliacéo na faixa de concentracdo menor.
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Fonte: Proprio autor

Foram calculados o limite de quantificagdo como menor concentragao

mensuravel e o limite de deteccéo (LD = LQ/3,3). A resposta do genossensor para a
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curva realizada foi linearmente proporcional na faixa de concentragéo de 84,0 a 1410
pmol Lt de RNA total do Zika virus, com r?=0,997, apresentando um processo de

saturacdo em concentracdes acima desses valores.

Foi obtida a equacéo da reta:
Aip (WA) = -7,14 + 0,195x[cDNA] (pmol L %) equacao 6

Sendo o limite de deteccdo de 25,4 pmol L' e o limite de quantificacdo de

84,0 x pmol L1, conforme mostra a Tabela 4:

Tabela 4- Variaveis de desempenho do sensor proposto para amostras de soro humano enriquecido
com RNA total do Zika virus obtidos da Figura 30.

Parametros Deteccao
Faixa linear, pmol L 84 — 1410,0
LD, pmol L* 25,4
LQ, pmol L? 84,0

r2 0,997

Fonte: Proprio autor

Os resultados obtidos em amostras de soro humano enriquecido com RNA total
extraido de culturas do Zika virus apresentaram ganhos excelentes nos limites de
deteccdo e quantificacdo, devido a grande diferenca no tamanho da sequéncia
sintética de oligonucleotideo complementar e a sequéncia RNA total do zika virus, o
gue leva a um maior acumulo de cargas negativas do esqueleto de fosfato do RNA
viral, tornando o sistema mais sensivel a menores concentragées.

A reprodutibilidade também foi avaliada. Apés um conjunto de analises (n =
9 medidas), o desvio padréo foi de 3,1%, comprovando a reprodutibilidade do sistema.
Houve pouca diferenca, comparado com o sistema contendo RNA total extraido do
virus da Zika, corrente observada para o sistema contendo o RNA total extraido do
virus da Dengue tipo 2 e culturas do virus da Dengue do tipo 3 indicando a

especificidade do sistema.
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5. CONCLUSOES PARCIAIS

O poli (3-amino-4-hidroxibenzoico) foi formado sobre eletrodos de grafite de
lapiseira com sucesso e apresentou semelhancas com o poli(2-aminofenol), o que
pbde ser confirmado pelas caracterizacfes eletroquimicas. O estudo de estabilidade
eletroquimica foi comprovado pela baixa perda de atividade em 30 dias de
armazenamento.

A andlise morfolégica da superficie de eletrodos de grafite de lapiseira
corrobora os estudos eletroquimicos sobre a modificacdo das superficies
apresentando um material de caracteristica amorfa e com recobrimento homogéneo.

Foi possivel modificar a superficie de eletrodos de carbono grafite com
derivados de acido 3-amino-4-hidroxibenzoico em solugcéo com valor de pH 0,25 e 3,5.
Porém, em valores de pH muito elevados (12, neste caso), mesmo sendo possivel de
se observar a formacédo de um cation-radical, ndo ha confirmacéo eletroquimica de
modificacdo da superficie.

A incorporacdo de sequéncia ssDNA aminada especifica do Zika virus e sua
hibridizacdo com o ssDNA alvo complementar (cDNA) foi possivel, apresentando
Otima respostas podendo ser detectadas através de voltametria de onda quadrada. Ja
a resposta do sensor para 0 material genético extraido do Zika virus mostrou uma
maior sensibilidade, devido a que ha uma maior repulsdo eletrostatica de ions
ferricianeto, causada pela presenca de um maior numero de ions fosfatos
provenientes dos esqueletos de fosfato presentes na sequéncia alvo complementar,
sendo o limite de deteccdo 25,4 pmol L'1. O genossensor mostrou ser seletivo contra
um alvo ndo-complementar e em amostras de soro humano enriquecidas com material

genético extraido do Dengue virus tipo 2 e tipo 3.
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1. INTRODUCAO

Na biologia molecular uma das estratégias mas bem sucedidas para analise
gualitativa e quantitativa de diferentes analitos € a realizacdo de imunoensaios do tipo
ELISA e Fluxo Lateral (Lateral Flow Assays - LFA), os quais baseiam-se no sistema
de reconhecimento altamente especifico antigeno/anticorpo (YETISEN et al., 2013).
Os quais serao descritos a sequir.

1.1 ELISA - Enzyme-Linked Immunosorbent assay

Conhecido como ELISA, o0 imunoensaio baseado na ligacdo
antigeno/anticorpo, é vastamente empregado em diversas areas, como diagndstico
de doencas, detec¢do de alergias provocadas por alimentacdo, entre outras. Além de
apresentar alta sensibilidade, especificidade e boa reprodutibilidade (CARINELLI et
al., 2016). A quantificacéo do analito pode ser realizada pela marcacéo enzimatica de
uma das espécies do par imunoldgico (antigeno ou anticorpo). Uma vez formado o
imunocomplexo na fase sdlida e realizada a lavagem do excesso de reagentes, 0
marcador enzimatico fixado na fase sdélida pode ser quantificado através da adigédo
dos substratos especificos, a enzima mais utilizada é a peroxidase de raiz forte (HRP),
seguida pela fosfatase alcalina (ALP) (SADASIVAM; MANICKAM, 1996).

No caso da HRP, a enzima catalisa a reacdo redox entre a 3,3',5,5-
tetrametilbenzidina (TMB) e 0 H202. O TMB é oxidado pela HRP na presenca de H20:2
gue é reduzido a H20, gerando uma solucédo de cor azul. A reacdo é interrompida
adicionando acido sulfurico e assim a solugdo muda para cor amarela, desta forma a
cor produzida é diretamente proporcional a concentracdo de HRP anexada aos
anticorpos e a medida de absorbancia pode ser feita com um espectrofotometro a
450 nm. Existem diferentes formatos do teste ELISA, sendo 0s mais comuns:

- Formato _sanduiche, onde o antigeno € colocado entre dois anticorpos

diferentes, um deles imobilizado no suporte sélido enquanto o outro esta marcado. O
antigeno deve conter pelo menos dois epitopos, portanto, esta técnica € limitada a
antigenos multivalentes. O sinal é proporcional & concentracdo do antigeno na
amostra (ALEGRET et al., 2004).

- Formato competitivo, depende da competicdo do antigeno com um

“‘indicador”, que se trata do mesmo antigeno marcado com uma enzima, para 0
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7

anticorpo imobilizado na superficie. Esta técnica é 0til para a quantificacdo de
pequenas moléculas como haptenos. O sinal € inversamente proporcional a
concentragéo do antigeno na amostra (ALEGRET et al., 2004).

- Formato direto: o anticorpo especifico contra o antigeno é marcado.

- Formato indireto: um anticorpo secundario marcado, geralmente policlonal,

interage com o anticorpo especifico ndo marcado. Embora isso envolva mais um
passo na incubacdo, a amplificacdo do sinal e o0 aumento da sensibilidade sao
geralmente obtidos com este formato (ALEGRET et al., 2004).

A Figura 31 ilustra os diferentes formatos do teste ELISA, anteriormente

exemplificados:

Figura 31 — Diferentes abordagens e formatos de teste ELISA

@-antgeno substrato
@ -enzima substrato ° (
* substrato + enzima=reaco de cor
substrato & /JL\ substrato
( anticorpo antigeno @
| )\ secundario inibidor [
anticorpo ® \
primario N/ anticorpo °
® w de captura ®

ELISAdireto  ELISAindireto  ELISAsanduiche  ELISA de competicao

Fonte: https://www.biomedicinapadrao.com.br/2010/05/elisa.html

1.2 Ensaio de fluxo lateral

Os LFA sao sistemas de andlise, para uso em qualquer local; sem necessidade
de estar dentro de um laboratério (LEE et al., 2015). Essa possibilidade permitiu que
os LFA se tornassem populares, principalmente, em analises clinicas e diagnosticos
médicos, devido a velocidade na entrega de resultados, alta sensibilidade,
estabilidade, baixo custo e facilidade de uso (WANG et al., 2015).

O dispositivo LFA consiste basicamente em: (i) uma faixa tendo uma ranhura
para inserir a amostra; (i) um compartimento conjugado onde estdo as moléculas
responsaveis pelo reconhecimento bioldgico; (iii) membrana de nitrocelulose (pela

gual a amostra flui) que contém as linhas de captura (com anticorpos apropriados) e
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(iv) uma camara de faixa absorvente no final (SAJID et al., 2015). A Figura 32, ilustra

esquematicamente os contituintes de um tira para teste de fluxo lateral.

Figura 32 - (a) Componentes da tira de fluxo lateral e (b) visdo geral de uma tira de fluxo lateral
montada e contendo a linha de teste.

a) Tira de amostra

% Membrana de nitrocelulose

Tira absorvente

b)

’—> Linha teste

Fonte: Proprio autor

Os LFA sao divididos em trés zonas: zona amostra/conjugada, zona teste e
zona reservatério. Na primeira zona correspondente a tira de amostra, pode ser
constituida de materiais como, nitrocelulose, nylon ou fibra de vidro e é responsavel
por receber a amostra e também a solucao tampao de analise, e outros componentes.
Em seguida, vem a membrana da zona de teste, geralmente constituida por
nitrocelulose ou nylon, e é a zona onde um marcardor especifico ao analito é
imobilizado em uma faixa estreita, chamada linha de teste, na membrana. Deste
modo, se o analito estiver presente na amostra, 0 marcador presente na linha se unira
ao analito formando uma linha visivel que indica a presenca da molécula de interesse,
oferecendo um sinal positivo. Assim a intensidade da cor que aparecer na linha de
teste sera proporcional a concentracdo do analito presente.

A terceira e Ultima zona é a do reservatorio, que € composta por celulose e
possui a fungéo de absorver toda solu¢ao tampéao adicionada para analise e 0s demais

componentes que nao reagiram; sendo de extrema importancia para impedir que 0s
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reagentes e solventes voltem a tira e ocasionem erros no experimento (BAUMERT;
TRAN, 2015).

1.3 Polimeros biomiméticos

Embora os métodos de imunoensaios mencionados acima sejam muito
eficazes, algumas dificuldades sédo encontradas, como pouca robustez devido ao uso
de moléculas bioldgicas - anticorpos e enzimas que sdo susceptiveis a condi¢cdes
onde ocorre variagdes bruscas de pH, temperatura, e tém elevado custo (MAHONY et
al., 2005). Surge entdo o interesse em conseguir NOvos materiais que consigam
minimizar ou resolver esses problemas, neste sentido o uso de polimeros impressos
molecularmente (MIP) mostram-se altamente promissores como substitutos de
biomoléculas, como material de reconhecimento molecular.

Os polimeros impressos realizam o reconhecimento seletivo formando
cavidades que sdo estrutural e funcionalmente complementares ao analito; s&o
também chamados de polimeros biomiméticos, porque simulam o sistema de
reconhecimento bioldgico de afinidade anticorpo/antigeno (TARLEY et al., 2005).
Embora a ideia de reconhecimento molecular seja baseada em sistemas biolégicos,
0s MIPs possuem varias vantagens como: baixo custo e facil preparacao; resisténcia
mecanica e térmica; podem ser preparados em varias formas e armazenados por anos
sem perda de eficiéncia.

Recentemente, tem sido relatados na literatura sistemas hibridos formados por
MIP recobrindo nanoparticulas magnéticas (MMIP), os quais dentre suas principais
vantagens € possuir uma alta razéo entre a area de superficie e o volume, o que torna
as cavidades impressas mais acessiveis ao analito; melhorando a cinética de ligacao
(POMA et al., 2010). Além disso, ap0ds a reagéo de reconhecimento do MIP magnético
com o analito, as particulas podem ser capturadas aplicando um campo magnético;
permitindo que uma quantidade maior de analito possa ser extraida da amostra,
portanto, havendo um aumento na sensibilidade do ensaio, e o material podendo ser
facilmente removido da solugdo (KUKUSAMUDE et al., 2012).
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2. OBJETIVOS

Aplicar o MIP para biotina, sintetizado anteriormente neste grupo de pesquisa
(PUPIN, 2017), na construgcao de um sistema em fluxo lateral, imobilizando-o em fitas
de nitrocelulose por ocluséo; e utilizando de um MIP-magnético também para biotina
em testes de magneto-ELISA, visando analisar o processo de imobilizacdo e

hibridacao de sequéncias de oligonucleotideos biotinilados especificos do Zika virus.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Magneto ELISA

O kit de substrato para ELISA (tetrametil benzidina — TMB e H203) foi obtido da
Thermo Scientific®, e a biotina-HRP da Fisher Scientific®. Solucdo 2,0 mol L de
H2S04 (Sigma-Aldrich) e AntiDig-HRP (fragmentos Anti-Digoxigenin POD Fab) foram
adquiridos da Roche Diagnostics S.L.
As solucdes tampdao usadas foram, TRIS 0,1 mol L* a pH 7,4 contendo NaCl
0,15 mol L' e 0,05% de Tween® 20 (v/iv em tampdo TRIS); e 0,01
mol L't de Na2HPO4 a pH 7,4 contendo 0,15 mol L* de NaCl, 0,05% de Tween® 20 e
0,5% de BSA (m/v em tampéo PBS).
A sequéncia de oligonucleotideo biotinilada (seql) utilizada foi a:
5'BIO—-CACAAGGAGTATGACACGCCCT 3

A sequéncia marcada com digoxigenina (seq2) foi:
5DIG- CACTTGGAAATGTCGCCTGAAAATGGATAAACTTAGATTGA
AGGGCGTGTCATACTCCTTGTG 3.

Sendo todos esses reagentes adquiridos pela Sigma-Aldrich® e todas solucdes
preparadas utilizando agua Mili-Q.

A Biotina-HRP e os oligonucleotideos de DNA marcados, nos ensaios magneto
ELISA, foram quantificados utilizando espectrofotometro TECAN Sunrise Infinite
M200pro provido com o software Magellan v 4.0, para aquisi¢cdo dos dados.

Para desaglomerar as particulas de MIP utilizou-se um sonicador de ponta
(SONOPLUS BANDELIN Ultrasonic Homogenizer mini20 com extensao de sonda MS
2.5).

O imunoensaio magnético, foi realizado em uma placa de 96 pocos e com
guantificacdo do analito por espectrofotometria na regido do visivel. O protocolo
experimental seguido para realizar os imunoensaios usando 0s polimeros impressos
€ descrito a seguir: (i) Adicionou-se 100 uyL de suspensdo de MMIP/MNIP
(5,0 mg mL-! em solucéo tampéo TRIS) por poco; (i) Apds remover o sobrenadante,
0s pocos foram lavados uma vez com solugcédo tampao TRIS; (iii) Os polimeros foram
entdo, incubados com 100 pyL de solugdo de oligonucleotideos biotinilados,

previamente incubados para hibridagdo com sua sequéncia complementar, marcada
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com digoxigenina, sob agitacdo a 36 °C por 60 minutos (intervalo de concentracdo
entre 0,39 até 200,0 ng mL* ) preparado em solugdo tampdo TRIS e 50 uL de
anticorpo (1,5 ng de antiDIG-HRP) durante 1 hora. (iv) O sobrenadante foi removido e
0s pocos foram lavados com solucdo tampé&o TRIS duas vezes; (v) Adicionou-se 100
ML de TMB/H20:2 (1:1 v/v) por pogo com incubag&o durante 30 min na auséncia de luz
e sob agitacdo mecanica; (vi) A reagao foi interrompida com a adicdo de 100 uL de
H2S04 2,0 mol L* e, (vi) Finalmente, a leitura éptica foi realizada medindo-se a
absorbancia em 450 nm (Figura 33).

Apés cada passo de incubacdo ou lavagem, a placa de 96 pocos foi
posicionada sob uma placa contendo imas para realizar a separacdo magnética, até
a deposicédo do MMIP no fundo da placa, seguido da separacdo do sobrenadante. Foi

realizada uma adaptacao da metodologia utilizada por (PUPIN, 2017).

Figura 33 — Esquema do magneto ELISA e da reagéo do H20: catalisada pela enzima HRP utilizando
o0 TMB como um doador de hidrogénio, seguido pela protonacdo do grupo amino com a adi¢do do
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Fonte: Proprio autor.
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Para avaliar a qualidade do material seletivo ndo magnético para aplicacdo nos
sistemas de fluxo lateral foi analisada a retencéo de Biotina-HRP utilizando o MIP/NIP

nao magneético, para isso foram realizadas as seguintes etapas:

i) Foram preparadas solugées de Biotina-HRP (100 a 2500 ng mL™1), as mesmas foram
colocadas em tubos contendo 5 mg mL* de MIP/NIP ndo magnético. Apés 30 minutos
de interacao os tubos foram levados a uma centrifuga a 10000 rpm e o sobrenadante
foi retirado e colocado na placa de 96 pocgos.

ii) Adicionou-se 100 yL de TMB/H202 (1:1 v/v) por pogo com incubagéo durante 30
minutos na auséncia de luz e sob agitacdo mecanica;

iii) A reacao foi interrompida com a adigdo de 100 yL de H2S04 2,0 mol L e a leitura
Optica foi realizada medindo-se a absorbancia em 450 nm.

3.2 Ensaios de fluxo lateral

O compartimento de tira de amostra (sample pad) de fibra de celulose foi
fornecido pela Millipore. Cartdes de suporte (adhesive backing cards) foram obtidos
da Kenosha C.V. (Netherlands), as membranas de nitrocelulose (FF80HP) e as tiras
adsorventes (adsorbent pad) foram adquiridos pela, GE Healthcare Europe. A
membrana de nitrocelulose foi bloqueada com polietileno glicol 4000 (PEG 4000),
fornecido pela Sigma-Aldrich®. Utilizou-se como substrato para as reacées com HRP,
TMB para membranas da Sigma-Aldrich®. Solu¢des tampéo foram preparadas em
agua destilada: tampao TRIS (como descrito na secéo 3.1).

Apos realizar-se a montagem das tiras de LF, com o auxilio de uma ponteira
(10 pL), levemente depositou-se 5 uL de MIP ndo magnético (5 mg/mL em tampéo
TRIS 0,1 mol L pH 7,5), sobre a membrana de nitrocelulose, indicada pela seta na
Figura 34. Em seguida foram levadas a estufa a 39 °C, por 30 minutos para secagem
do solvente, a membrana foi bloqueada adicionando 5 pL de PEG 4000 (0,2%) e

levadas a estufa a 39 °C, por mais 120 minutos.
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Figura 34 - Fita de ensaio Lateral Flow contendo linha do MIP j& depositado.

L
L,

Fonte: Proprio autor.

Apoés, foi adicionado 100 pL da amostra contendo a solucdo de
oligonucleotideos biotinilados, previamente encubados para hibridagdo com sua
sequéncia complementar, marcada com digoxigenina, sob agitacdo a 36 °C por 60
minutos, igualmente, como controle negativo foi adicionado a amostra de
oligonucleotideos biotinilados com sua sequéncia ndo complementar, marcada com
digoxigenina. Foram realizadas 3 lavagens, adicionando 100 pyL de tampéo TRIS a
cada lavagem.

Entdo adicionou-se 100 pL de AntiDig-HRP (1,5 ng mL1) em cada tira. Realizo—
se 8 lavagens conforme realizadas no passo anterior. E por fim adicionou-se 5 pL de
TMB sobre a linha de MIP/NIP.

Os experimentos de LF utilizando biotina-HRP foram realizados da seguinte
maneira:

(i) 5 pL de uma solucédo de MIP (5 mg mL?) foram depositadas na nitrocelulose,
sendo a mesma seca por 30 minutos em estufa a 39 °C, apoés foi adicionado 5 pL
de uma solucdo PEG 4000 a 0,2% para bloqueio e foram novamente deixadas por
2 horas em estufa a 39 °C.

(i) Adicionou-se uma mistura contendo 100 uL de biotina-HRP (1500 ng mL™?)

(iif) Foram adicionados 100 pL de solugao tampao TRIS oito vezes para eluir a biotina
em excesso que nao interage com o MIP, por meio da membrana de nitrocelulose;

(iv) O sistema foi deixado secar, por 30 min;

(v) Foi adicionado 5 pL de TMB e a cor do sistema foi avaliada.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Magneto ELISA

Os ensaios com os oligonucleotideos especificos do genoma do virus Zika,
foram realizados utilizando ELISA magnético, como descrito na secdo 3.1. A
sequéncia 1 (seql) marcada na extremidade 5’ com biotina para ligagdo com o MMIP
e a outra sequéncia (seq2) marcada na extremidade 5 com digoxigenina, para realizar
a leitura dptica utilizando antiDIG-HRP. O ensaio magnético foi realizado em um passo
de incubacéo e os resultados sdo comparados para o MMIP e MNIP.

Foram avaliados os tempos de incubacéo dos oligonucleotideos com o Mag-
MIP/NIP (Figura 35), o qual se observa um comportamento estacionério a partir de 30
minutos. Assim, o tempo de 30 minutos foi estabelecido como ideal, para interacao

das amostras de oligonucleotideos com os MMIP/MNIP

Figura 35 - Ensaio de tempo de ligagao do oligonucleotideo biotinilado com sua fita complementar
marcada com digoxigenina nos polimeros magnéticos (5 mg mL* de MMIP e MNIP) por magneto-
ELISA; no intervalo de tempo de 5 a 90 minutos e 1,5 ng de antiDIG-HRP. Barras de erro ilustram o
desvio padrdo para as medidas (n=3).
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Fonte: Proprio autor.
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Dando sequéncia nas otimizacdes, foi avaliada também a concentracdo da
sequéncia de oligonucleotideos biotinilado (Figura 36), sendo encontrado um ponto

de saturacdo na concentragéo de 150 ng mL™.

Figura 36 - Ensaio de concentracdo do oligonucleotideo biotinilado para ligacdo no material, com sua
fita complementar marcado com digoxigenina nos polimeros magnéticos (5 mg mL™* de MMIP e MNIP)
por magneto-ELISA; no intervalo de concentracéo de 50 & 300 ng mL? e 1,5 ng de antiDIG-HRP.
Barras de erro ilustram o desvio padrédo para as medidas (n=3).
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Fonte: Proprio autor

A variacdo da concentracdo da sequéncia de oligonucleotideo alvo (marcada
com digoxigenina) € mostrada na Figura 37, e gerou uma curva com crescimento
linear entre 0,39 ngmL-* e 62,5ngmL-%, o que mostra que o MIP magnético foi
capaz de se ligar em uma concentracdo maior de oligonucleotideos biotinilados em
comparacao com o NIP magnético, apresentando diferenga no sinal de absorbancia
para as concentracfes; no entanto, o sinal de absorbancia para o intervalo de
concentragcdo avaliado (de 0,39 a 200 ng mL) apresenta saturacdo ainda em

concentracdes baixas.
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Figura 37 - Ensaio de oligonucleotideo biotinilado com a variagdo da concentracdo da sua fita
complementar marcado com digoxigenina nos polimeros magnéticos (5 mg mL* de MMIP e MNIP)
por magneto-ELISA; no intervalo de concentragdo de 0,39 a 200 ng mLe 1,5 ng de antiDIG-HRP.

Barras de erro ilustram o desvio padrao para as medidas (n=3).
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Fonte: Proprio autor.

Os resultados mostram que os MMIP possuem eficiéncia na captura das
sequéncias de oligonucleotideos biotinilados e perfeita aplicabilidade no imunoensaio
do tipo ELISA, sendo possivel detectar diferentes concentracbes da sequéncia
complementar marcada com digoxigenina. Entretanto, uma vez que com o MMIP néo
€ possivel ver a cor das reacdes com TMB claramente, pois ja possuem uma cor
amarronzada, e principalmente elas néao fluem facilmente pela membranas de celulose
da tira de LF, os ensaios de fluxo lateral foram realizados utilizando os polimeros néo
magnéticos (PUPIN, 2017).
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4.2 Ensaios de fluxo lateral

O MIP convencional (sem nanoparticulas magnéticas) para biotina foi
facilmente depositado na membrana, conforme descrito na secao 3.2. Inicialmente
realizou-se testes utilizando a amostra (1500 ng mL™) de oligonucleotideos.

Figura 38 - Fita de ensaio de Lateral Flow contendo MIP/NIP a esquerda (Contendo amostra: Positivo)
contendo a sequéncia de oligonucleotideo biotinilado com a fita complementar marcada com

digoxigenina e a direita (Sem amostra: Negativo) contendo a sequéncia de oligonucleotideo biotinilado
com a fita ndo complementar marcada com digoxigenina.

Conte_ndé

7

pol e =

Fonte: Proprio autor.

Como pode-se notar pela Figura 38, o MIP ndo magnético ndo apresentou
resultados satisfatorios nos testes em fluxo lateral iniciais, ou seja, ndo foi possivel
identificar diferencas significativas entre as tiras contendo amostras positivas ou
negativas. Assim para avaliar primeiro a qualidade do material usado foi analisada a
retencdo de Biotina-HRP utilizando o MIP/NIP n&o magnético, conforme descrito na
secao 3.1.
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Figura 39 - Ensaio de retencio de biotina- HRP com a varia¢&o da concentracéo (5 mg mL? de MIP
e NIP) por absorbancia; no intervalo de concentracdo de 100 a 2500 ng mL™. Barras de erro ilustram
o desvio padréo para as medidas (n=3).
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Fonte: Proprio autor.

Como mostra a Figura 39, as diferencas entre MIP e NIP nao foram
significativas para as concentracdes utilizadas, exceto no ponto de menor
concentragdo de biotina-HRP (100 ng mL™). Possivelmente, os grupos funcionais do
NIP interagiram fortemente por ligagcdo ndo especifica com a biotina-HRP. O teste de
retencao de biotina-HRP, ndo apresentou resultados satisfatorios, assim foi realizada
uma nova sintese do material (MIP/NIP para biotina) sendo realizada por discentes do
grupo de pesquisa da Professora Isabel Pividori, onde se realizou o estagio sanduiche.

Como descrito anteriormente foi analisada a capacidade de retengao de biotina-
HRP no sistema de LF e identificou-se uma cor azul com intensidade mais forte

(Figura 40) no MIP do que no NIP, indicando melhor retencéo de biotina- HRP do MIP.
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Figura 40 - Fitas de ensaio em Lateral Flow (MIP/NIP) contendo biotina-HRP (1500 ng mL™).

Fonte: Proprio autor.

Assim, foram realizados novamente os testes contendo os oligonocleotideos
biotinilados, conforme descrito na secéo 3.2, variando a concentracdo da sequéncia
biotinilada (seq 1), entre 10 ng mL* e 2000 ng mL*, conforme mostra a Figura 41.

Figura 41 - Fita de ensaio de Lateral Flow utilizando MIP/NIP contendo a sequéncia de

oligonucleotideo biotinilado (10 ng mL™ e 2000 ng mL™) com fita complementar marcada com
digoxigenina (2000 ng mL™?).

i ; 1 ] ;
10 ng mL™ 100 ng mL" 500 ng mL 1000 ng mL™ 2000 ng mL™

MIP

NIP

Fonte: Proprio autor.
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P . . ~ . -1
A cor azul € notavel na linha MIP para as concentrac¢des a partir de 500 ng mL

e para linha NIP, nota-se uma leve coloracdo azul a partir de 1000 ng mL'1, 0 que
indica que o reconhecimento de MIP pelas sequéncias de oligonucleotideos marcados
com biotina, e sua sequéncia complementar marcada com digoxigenina, ocorreu com
sucesso.

Assim foi realizado novamente (Figura 42) o teste contendo o controle positivo
e o controle negativo, conforme descrito na secéo 3.2., utilizando a amostra (500 ng
mL?) de oligonucleotideos.

Figura 42- Fita de ensaio em Lateral Flow contendo MIP/NIP a esquerda (Positivo) contendo a
sequéncia de oligonucleotideo biotinilado com a fita complementar marcada com digoxigenina e a

direita (Negativo) contendo a sequéncia de oligonucleotideo biotinilado com a fita ndo complementar
marcada com digoxigenina.

e \)"b“ "Rggfwo =53 -— . Negativo

e — —

Fonte: Proprio autor.

Neste ensaio, a cor azul na linha MIP pode ser visualizada com maior
intensidade e de modo mais claro do que no primeiro ensaio, realizado. Indicando
assim, a efetiva capacidade de retencdo dos oligonucleotideos biotinilados e
diferenciagao nos sistemas contendo a sequéncia complementar e ndo complementar.
Portanto, uma vez que o dispositivo de fluxo lateral apresentou bons resultados na
deteccdo de sequéncias de oligonucleotideos especificos do genoma do virus Zika,
torna-se possivel o desenvolvimento de sistemas para detectar esse tipo de
organismo; sendo necessario otimizar as condicdes de andlise (avaliando
concentracdo de DNA e anticorpo, fluxo de solugédo tampéo, concentracdo de TMB,
etc.). Para assim, realizar-se além de uma deteccdo qualitativa, atingir também uma

deteccao quantitativa.
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5. CONCLUSOES PARCIAIS

O polimero molecularmente impresso formado sobre nanoparticlas magnéticas,
apresentou uma boa compatibilidade para uso em ensaios do tipo magneto ELISA, o
MMIP foi capaz de adsorver pequenas quantidades dos oligonucleotideos biotinilados
especificos do genoma do virus Zika, apresentando diferenciacdo com o NIP.

Nos sistemas de fluxo lateral o MIP realizou um reconhecimento seletivo, além
de serem realizados com muita rapidez; em ensaios com duracdo maxima de 45
minutos. Portanto, com as otimiza¢des apropriadas, o MIP possui amplo potencial na
aplicacao de sistemas de fluxo lateral, para desenvolvimento de testes de diagnostico

para o virus Zika.
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6. CONCLUSAO GERAL

Com base nos resultados, apresentados, o biossensor proposto é muito
promissor, uma vez que utiliza oligonucleotideos como uma interface reconhecivel,
evitando assim problemas encontrados com imunossensores para o virus Zika. O
sistema oferece as vantagens de baixo custo, um procedimento simples de
modificacdo e excelente reprodutibilidade. O biossensor desenvolvido mostrou
seletividade na identificacdo do material genético do virus Zika e na diferenciagéo do
virus da dengue em soro humano enriquecido, os achados deste trabalho indicam a
adequacdo desta plataforma para uso na imobilizacdo de biomoléculas e no
desenvolvimento de biossensores. Os imunoensaios do tipo ELISA e Fluxo Lateral,
também apresentam grande potencial para desenvolvimento de um kit de diagnéstico,
rapido, sensivel e especifico.

S&do, portanto, sistemas promissores para andlises de amostras reais,
particularmente produtos de PCR. Dispositivos que podem diferenciar a dengue do
Zika sdo necessarios devido as respostas cruzadas entre o0s virus, que sao um grande

problema para imunossensores.



97

7. PERSPECTIVAS FUTURAS

A maioria das pesquisas realizadas na area de diagndstico e terapéutica do
virus Zika, afirmaram que os efeitos adversos da infeccdo sédo piores que o esperado
(VOGEL, 2016). Portanto, desenvolver um sistema de deteccdo para deteccao, do
virus Zika, em estagios iniciais seria Gtil para um melhor diagndstico. Apesar das
conquistas significativas, permanece a necessidade de desenvolver novos sistemas
de deteccao portateis para detectar seletivamente o virus Zika em niveis muito baixos
(nas concentracdes de pmol L / fmol L1). Assim considerando os avancos da
pesquisa realizados neste trabalho e as etapas realizadas até entdo, algumas
perspectivas de desenvolvimento e continuidade da pesquisa:

- Ensaios de aplicacdo e seletividade em diferentes fluidos corporais (por
exemplo, sangue, urina, saliva)

- Otimizacbes nos tempos de deteccdo, visando um sistema mais rapido,
sensivel e seletivo.

- Otimizacdo dos sistemas de fluxo lateral utilizando os polimeros
molecularmente impressos, que demonstraram enorme potencial no desenvolvimento

de ensaios biomiméticos.
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