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RESUMO

A detecgdo do virus Zika (ZIKV) tornou-se um desafio de saude global nos tiltimos anos devido
sua rapida expansdo geografica associada ao aumento de anomalias neuroldgicas como a
sindrome de Guillain-Barré e a Microcefalia. Atualmente, as técnicas de diagnostico para o
ZIKV requerem trabalho intenso, sdo caros, demorados, necessario o uso de equipamentos
sofisticados, além de proporcionarem resultados falsos positivos. Este presente trabalho teve
como objetivo o desenvolvimento de um biossensor impedimétrico de DNA para deteccao
label-free desse virus. Para tanto, obteve-se uma plataforma constituida por um eletrodo de
carbono vitreo oxidado (0x-ECV) modificado com nanoparticulas de ouro funcionalizadas pelo
polieletrodlito cloreto de 3-n-propilpiridinico silsesquioxano (AuNPs-SiPy). Esse nanohibrido
foi caracterizado por medidas de UV-VIS, DLS, FTIR, Raman e DRX, ¢ o eletrodo de carbono
vitreo modificado com o nanohibrido, ox-ECV-[AuNPs-SiPy] por técnicas eletroquimicas.
Apoés a imobilizagdo de um oligonucleotideo sintético especifico do genoma do ZIKV com
grupamento tiol (ZIKV1) sobre este eletrodo, formou-se o biossensor ox-ECV-[AuNPs-
SiPy]/ZIKV1, cujas etapas de modificacdo foram otimizadas através de analises univariadas e
multivariada. O biossensor otimizado foi caracterizado por espectroscopia de impedancia
eletroquimica, voltametria ciclica e microscopia de forca atdmica. O reconhecimento do ssDNA
alvo do ZIKV foi monitorado pela variacdo da resisténcia a transferéncia de carga (ARct) do
marcador eletroquimico utilizado ([Fe(CN)s]**") e pela rugosidade (Ry) da superficie do
eletrodo. Este biossensor apresentou um limite de detecgdo (LOD) de 0,41 pmol L' com faixa
linear de 1,0 x10? - 1,0 x10°® mol L'!. O dispositivo proposto também apresentou ser estavel
até 90 dias (98,02 % da resposta inicial), sensivel e seletivo para quantificar o alvo do ZIKV
em amostras de soro, sendo portanto, uma ferramenta promissora para o diagnostico precoce
do ZIKV.

Palavras chaves: diagndstico virus Zika, biossensor impedimétrico, nanoparticulas de ouro,
silsesquioxano.



ABSTRACT

Zika virus (ZIKV) detection has become a global health challenge in recent years due to its
rapid geographical expansion associated with the increase of neurological abnormalities such
as Guillain-Barré syndrome and Microcephaly. Currently, the techniques for ZIKV diagnosis
require labor intense, costly and lengthy tests using sophisticated equipment; moreover, false
positives occur. This work aimed to develop an impedimetric DNA biosensor for label-free
detection of this virus. For this, a platform consisting of an oxidized glassy carbon electrode
(ox-ECV) modified with gold nanoparticles functionalized by the polyelectrolyte 3-n-
propylpyridine chloride silsesquioxane (AuNPs-SiPy) was obtained. This nanohybrid was
characterized by UV-VIS, DLS, FTIR, Raman and XRD measurements, and the nanohybrid
modified carbon glass electrode, ox-ECV-[AuNPs-SiPy] by electrochemical techniques. After
the immobilization of a specific synthetic oligonucleotide of the ZIKV genome with thiol
grouping (ZIKV1) on this electrode, the biosensor ox-ECV-[AuNPs-SiPy]/ZIKV1 was formed,
whose modification steps were optimized through univariate and multivariate. The optimized
biosensor was characterized by electrochemical impedance spectroscopy, cyclic voltammetry
and atomic force microscopy. The recognition of the ZIK'V target ssDNA was monitored by the
variation transfer resistance (ARc) of the electrochemical marker used ([Fe(CN)s]*/*") and the
roughness (Rq) of the electrode surface. This biosensor presented a detection limit (LOD) of
0.41 pmol L! with a linear range of 1.0 x 10712 — 1.0 x 10 mol L"!. The proposed device also
presents to be stable for 90 days (98.02 % of the initial response), sensitive and selective to
quantify the target of ZIKV in serum samples, and is therefore a promising tool for the early
diagnosis of ZIKV.

Key-words: diagnosis of Zika virus, impedimetric biosensor, gold nanoparticles,
silsesquioxane.
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1 INTRODUCAO

O virus Zika (ZIKV) consiste de um Flavivirus transmitido por mosquitos originarios
da Floresta de Zika em Uganda. Desde sua descoberta em 1947, esse virus tem-se propagado e
apresentado efeitos de mutagdo, tornando-se um importante desafio de satide global (MUSSO;
GUBLER, 2016). No qual, alcangou a Micronésia (2007), Polinésia Francesa (2013) e paises
da América e Asia (2015/2016) (DUFFY et al., 2009; ANTHONY et al., 2016). Somente em
2015, o Ministério da Satde do Brasil estimou em torno de 1,3 milhdo de casos suspeitos, que
foram reportados (PETERSEN et al., 2016). Em 2016, a Organizacdo Mundial de Saude
declarou essa virologia de emergéncia de satde publica de interesse nacional (DOWALL et al.,
2017). A longa exposicdo ao ZIKV pode vir a causar efeitos de anormalidades cerebrais em
recém-nascidos denominado de Microcefalia ou, em adultos, pode vir a desencadear uma
doenga autoimune grave denominada Guillain-Barré (DE ARAUJO et al., 2016; AMORIM,
2019; SCREATON; MONGKOLSAPAYA, 2017; RUBIN; GREENE; BADEN, 2016). No
momento, os recursos disponiveis para monitorar e controlar infec¢des causadas pelo ZIKV sdo
limitados e insuficientes devido a falta de responsabilidade; falta de organizagdo; e
indisponibilidade de drogas, vacinas e ferramentas de diagnostico (KAUSHIK et al., 2017).

O diagnéstico de individuos infectados pelo ZIKV ¢é desafiador, pois
aproximadamente 80% dos sintomas clinicos ndo sdo especificos e apresentam semelhanga com
outros Flavivirus como a Dengue (DENV) e Chikungunya (CHIKV) (MARTINEZ; GARZA,;
CUELLAR-BARBOZA, 2019). As técnicas de diagnostico geralmente empregadas na detecgdo
do ZIKV sdo: reagdo em cadeia da polimerase por transcri¢do reversa quantitativa em tempo
real (QRT-PCR)(MOUREAU et al., 2007), amplificacdo isotérmica mediada por loop (LAMP),
ensaio de imunoadsor¢do enzimatica de captura de anticorpo Zika IgM/IgG (ELISA) e método
de neutralizagdo pela reducdo de placas (PRNT). Apesar do bom desempenho, essas técnicas
requerem equipamentos onerosos, manuseio profissional, o diagnostico leva dias ou em alguns
casos podem apresentar diagnostico falso positivo ou negativo (SINGH et al., 2018). Deste
modo, sdo necessarios novos métodos de prevencdo e de controle de epidemias as quais
possuam alta sensibilidade, sejam de baixo custo, rapido e de diagnostico preciso.

O desenvolvimento de biossensores eletroquimicos de DNA tem se mostrado uma
recente alternativa de diagnostico simples desse agente infeccioso (HUANG et al., 2017). A
maioria desses sensores baseiam-se na imobilizacdo de um DNA sonda simples fita (ssDNA)

sobre uma superficie de eletrodo. Frente a capacidade de reconhecimento do DNA alvo
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complementar formando o DNA dupla fita (dsSDNA) ou um hibrido DNA/RNA. Desta maneira,
a sensibilidade e a precisdo sdo determinadas pela hibridacdo especifica entre a sonda e as
sequéncias dos acidos nucleicos presentes no DNA alvo (JUSTINO et al., 2015; OLIVEIRA et
al., 2015; CHAO et al., 2016). As etapas do desenvolvimento do sensor podem ser monitoradas
por técnicas voltamétricas (variagdo de valores de corrente de pico, Ip) ou impedimétricas
(variagdo de valores de resisténcia a transferéncia de carga, Re representada por ARct). Em
ordem de simplificar e diminuir o custo dos biossensores, recentemente as plataformas
propostas na literatura se baseiam na metodologia lable free. Ou seja, trata-se do uso de fitas de
DNA livres, ndo rotulados por enzimas, desta maneira ndo dependem de reagdes secundarias
para avaliar a resposta do sensor.

A fim de melhorar a resposta eletroquimica de um biossensor, diferentes tipos de
nanomateriais, como grafeno, nanotubos de carbono, quantum dots e nanoparticulas de metais
nobres sdo utilizados na superficie do eletrodo (SAHA et al., 2012; HOLZINGER; LE GOFF;
COSNIER, 2014; YANG et al., 2015). O uso desses materiais condutores proporciona varias
vantagens na constru¢do de biossensores, principalmente no aumento da area superficial e
auxilia na orientacdo para a imobilizagdo e reconhecimento do DNA (LIU et al., 2010).
Especialmente as nanoparticulas de ouro (AuNPs) sdo aplicadas para a construgdo de
biossensores eletroquimicos devido as suas intimeras propriedades, tais como a alta
condutividade elétrica, alta area superficial, ser de facil preparo, a possibilidade de
funcionalizacdo e biocompatibilidade (SAHA et al., 2012; ALEX; TIWARI, 2015). A interagdo
entre AuNPs e biomoléculas pode ocorrer por meio de ligagdes covalentes, for¢as de van der
Walls ou interacdes eletrostaticas, que permitem o seu uso em diferentes plataformas. A ligagao
covalente que ocorre por meio de grupos especificos pode proporcionar maior estabilidade e
reprodutibilidade. Um exemplo sdo as ligacdes tiol-metal, que sdo eficientemente utilizadas
para aderir oligonucletideos as superficies de nanoparticulas (AUSTIN et al., 2014), obtendo
sensores com desempenho eletroanalitico ultrassensivel para a deteccdo de analitos
relacionados as doengas.

Até o momento, na literatura foram reportados exemplos de biossensores para a
deteccdo de ZIKV compostos por antigenos/anticorpos (AG/AB) e o virus inteiro (KAUSHIK
et al., 2018; AFSAHI et al., 2018; TANCHAROEN et al., 2018). A nosso conhecimento,
somente existe um sensor de DNA para ZIKV reportado na literatura (FARIA; ZUCOLOTTO,

2019). Visando preencher essa lacuna, o objetivo principal deste trabalho consiste no
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desenvolvimento de um novo biossensor de DNA label-free para detecgdo de oligonucletideos
do ZIKV, baseado em uma plataforma sensibilizada por AuNPs estabilizadas no polimero

cloreto 3-n-propilpiridinico silsesquioxano (SiPy), sobre um eletrodo de carbono vitreo (ECV).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 VIRUS ZIKA (ZIKV)

Os virus s@o organismos Unicos que possuem alta capacidade de multiplicacdo em
células hospedeiras (microrganismos, plantas e animais incluindo seres humanos) (VAN
REGENMORTEL; MAHY, 2004). Desde o inicio da histéria, virus € outros seres vivos tem se
afetado mutuamente, levando a evolugdo de organismos avancados, assim como do sistema
imunologico. Devido & evolugdo do virus ser rapida, ao aumento da disseminacdo da
globalizacdo e ao desenvolvimento de sistemas de transportes, o surgimento de virus mutados
e mais resistentes foi intensificado (LEE et al., 2018). Um virus de RNA que apresenta taxas
altas de mutacdo e que tem chamado ateng@o nesses ultimos anos € o ZIKV. Esse virus foi
acidentalmente descoberto e isolado no ano de 1947, a partir da coleta de soro de uma espécie
de macacos conhecida como Rhesus (cepa africana MR-766) na floresta de Zika, em Uganda.
Posteriormente, em 1948 (Uganda) e 1966 (Malasia), esse virus foi identificado em mosquitos
Aedes africanus e aegypti, respectivamente, sugerindo estes como possiveis hospedeiros.
Porém, somente em 1954 foi documentado as manifestacdes clinicas desse patdgeno em
humanos na Nigéria (PLOURDE; BLOCH, 2016; MUSSO; GUBLER, 2016; GUBLER;
VASILAKIS; MUSSO, 2017). Desde entdo, até o inicio do ano 2000 somente 14 casos isolados
foram registrados. No entanto, em 2007 ocorreu a primeira grande epidemia, na ilha de Yap
(Micronésia), no qual 5005 pessoas foram infectadas pelo virus. Os sintomas reportados foram:
febre, hemorragia, erupgao cutanea e conjuntivite, sendo estes diferentes dos apresentados para
a DENV (DUFFY et al., 2009).

Em 2013, a Polinésia Francesa foi lugar de outra epidemia, onde atingiu 32000
pessoas. Dentre esse numero, 73 casos foram diagnosticados com complicagdes neuroldgicas,
isto ¢, a relagdo do virus com a sindrome de Guillain-Barré, a qual trata-se de uma doenga
autoimune grave que afeta o sistema nervoso central e ocorre, em sua maioria, em adultos
(ANTHONY etal., 2016; CAO-LORMEAU et al., 2016). Porém, a maior das epidemias estaria
por vir em 2015 e 2016, onde muitos paises da América e Asia, inclusive o Brasil foram
infectados pelo ZIKV proveniente da cepa de linhagem asiatica (PETERSEN et al., 2016).
Através de especulagdes a origem da entrada do virus no Brasil estaria relacionada as viagens
internacionais para o pais, como: a visita do Papa em julho de 2013 na Jornada Mundial da

Juventude, que trouxe jovens catolicos da Asia e Africa; a Copa do Mundo em 2014, em cujo
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evento reuniu-se milhares de pessoas de outros paises em diversas regides do Brasil; e o
Campeonato Mundial de Canoagem em 2014, que envolveu participantes dos paises do Pacifico
(MUSSO, 2015). Diante de todos esses eventos, consequentemente em 2015, foram registrados
1,3 milhdo de casos autdctones (natural do pais em que habita) no Brasil, e 4,3 mil casos de
microcefalia em 2016 (ARAUIJO; SILVA; ARAUJO, 2016; DE ARAUIJO et al., 2016; DEL
CAMPO et al., 2017). A relagdo do virus com essa doenga foi comprovada através da pesquisa
de Calvet e colaboradores (2016), aos quais relataram a presenca de anticorpos IgM antivirus
presentes em amostra de liquido amnidtico, confirmando a relagdo do patdégeno com a
microcefalia. Ou seja, o virus possui a capacidade de ultrapassar a barreira placentaria e causar
dano ao tecido cerebral durante o desenvolvimento do feto (LATHROP et al., 2018). Devido
ao surgimento da microcefalia e ao aumento do numero de casos, as autoridades
governamentais deram aten¢do ao cuidado da erradicagdo do ZIKV. Dessa maneira, em
fevereiro de 2016 a Organizagdo Mundial de Satide (OMS) declarou alerta mundial a satde
publica a infeccdo ocorrida por meio do patégeno (GULLAND, 2016). A Figura 1 ilustra a
distribui¢do historica mundial do ZIKV no periodo de 1947 a 2016.

Figura 1 — Distribuicéo historica mundial do ZIKV documentados durante o periodo 1947 a 2016.
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Fonte: Adaptado de BAUD et al., 2017.

Ap6s a ultima epidemia apenas alguns casos isolados foram reportados (AMORIM,
2019). De acordo com o Ministério da Satude (2016), no ano de 2017, as doengas agudas pelo

ZIKV passaram a ser classificadas como doencas de notificagdo compulsoria (registro
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empregado para rapido controle de eventos). Nesse mesmo ano, foram confirmados
laboratorialmente dois Obitos por ZIKV. Em relagdo as gestantes no pais, em 2018, foram
registrados 869 casos provaveis, sendo 330 confirmados por critério clinico e laboratorial,
segundo dados do Boletim Epidemioldgico das Secretaria de Vigilancia em Saiude e o
Ministério da Saude (2018).

Como ilustrado na Figura 2, estruturalmente o ZIKV caracteriza-se por ser um virus
envelopado composto de RNA gendmico com cerca de 11.000 bases rodeadas por uma capa
icosaédrica. O RNA ¢ simples fita e de polaridade positiva (considera o proprio ssRNA como
RNA mensageiro — RNAm, para a sintese proteica na célula hospedeira), o qual ¢ responsavel
por codificar uma unica poliproteina que € clivada em trés proteinas estruturais: capsideo (C),
envelope (E), precursor de membrana (prM) e por sete proteinas ndo estruturais (NS), que sao

essenciais para a replicagdo e montagem do virus (AMORIM, 2019; BARZON et al., 2016).

Figura 2 — Ilustragdo representativa (A) da estrutura do ZIKV, (B) RNA gendmico, proteinas estruturais e ndo-
estruturais presentes na composicdo do virus.
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Fonte: Adaptado de AMORIM, 2019 e BARZON et al., 2016.

O ZIKV ¢ classificado como um arbovirus, ou seja, € um virus transmitido por
artropodes, nesse caso por mosquitos da espécie dedes. O qual também se faz presente na
familia Flaviviridae, sendo do mesmo género dos virus da DENV, Febre amarela (YFV) e
CHIKV (MUSSO; GUBLER, 2016).

Em sua maioria, a infec¢do ocorre por meio de picada de mosquitos. Nao obstante, ha
também casos por infec¢do congénita (BRASIL et al., 2016), por contato sexual (MUSSO et
al., 2015), através da urina, leite materno, transfusdo sanguinea e saliva (GRISCHOTT et al.,

2016).
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Cerca de 80% dos individuos que sd3o contaminados com ZIKV ndo apresentam
sintoma para a virologia (MARTINEZ; GARZA; CUELLAR-BARBOZA, 2019). Porém,
quando sintomaticos as manifestacdes clinicas consistem de: erupgdo cutanea, febre (37,4 — 38
°C), artralgia, mialgia, fadiga, dor de cabega e conjuntivite (PLOURDE; BLOCH, 2016). Além
disso, individuos infectados a longo prazo podem apresentar complicagdes neurologicas, tal
como a sindrome de Guillain-Barré (MUSSO; GUBLER, 2016).

O diagnéstico do ZIKV ainda é de dificil avaliagdo clinica, devido os primeiros
sintomas serem inespecificos, haver reatividade cruzada dos anticorpos com outros Flavivirus
e o periodo de incubagéo ser de 3-14 dias semelhante a outros virus (PETERSEN et al., 2016;
KROW-LUCAL; BIGGERSTAFF; STAPLES, 2017). Entretanto, os métodos de diagndsticos
mais comumente utilizados e os respectivos valores de copias de RNA por mL! em fluidos
corporais sdo descritos abaixo:

a) o método ELISA, consiste na incubacdo da amostra de sangue em uma placa
composta de anticorpos contra IgM. Se houver anticorpo IgM na amostra, ocorrera a ligacdo
aos anticorpos presentes na placa seguida pela reacdo com o anticorpo marcado com a enzima
peroxidase de rabano (HRP). A presenga do ZIKV IgM ¢ indicada por um sinal detectavel que
pode ser lido e medido usando espectrofotometro (HERRADA et al., 2018). Ao todo essas
etapas levam em torno de 2,5 dias para serem realizadas (PAWLEY et al., 2018).

b) o método PRNT, envolve uma série de diluigdes, as quais sdo adicionadas as
suspengdes virais de ZIKV, misturadas e incubadas ao lado de cultura de células. Se os AG
contra ZIKV estiverem presentes no soro, havera uma diminui¢do na quantidade de unidades
formadoras de placa (PFU). Trata-se de um teste mais especifico usado para diferenciar os
anticorpos de virus e possui uma especificidade maior que a técnica ELISA. No entanto, este
teste ¢ trabalhoso, envolve o manuseio de virus vivo, demora em torno uma semana para ser
realizado e requer reagentes padronizados (HERRADA et al., 2018; PETERSEN et al., 2016).

c¢) a técnica molecular de qRT-PCR constitui-se da transcricdo reversa do RNA
genomico em DNA simples fita complementar (cDNA), seguido pela conversao em dsDNA e
amplificacdo do DNA, sendo estas etapas realizadas em uma mesma reagdo. Ou seja, € um
método que combina a amplificagdo por PCR com uma sonda fluorescente e a detecgdo do
produto amplificado na mesma reagdo (MUSSO; GUBLER, 2016; HERRADA et al., 2018).

Os limites de detecgdo alcangados por meio dessa técnica dependem das amostras de fluidos



22

corporais utilizadas na analise, sendo para o sangue 120 copias /mL ,soro 30 copias /mL plasma
e urina 40 copias /mL (SINGH et al., 2018).

d) técnica molecular LAMP, ¢ um método baseado no isolamento e purificagdo do
acido nucleico até a amplificagdo e deteccdo do RNA viral, em uma camara fechada de modo
isotérmico. A medida que ocorre a amplificagio, um dos reagentes sofre uma reagéo redox que
faz com que ele se torne violeta na presenca do produto amplificado. A vantagem do uso do
ensaio LAMP ¢ sua capacidade de apresentar LOD proximos da técnica qRT-PCR (PETERSEN
et al., 2016).

Na Tabela 1 ¢ descrita a faixa de quantidade de RNA viral presente em diferentes
fluidos corporais (copias de RNA por mL™!), os quais foram determinados por meio de técnicas

moleculares.

Tabela 1 — Faixa de copias de RNA presente em 1 mL de fluido corporal em pacientes sintométicos.

Fluido corporal copias de RNA mL"! Ref.
Sangue 7,3x10°-9,3x 10® (MUSSO; GUBLER, 2016)
Soro 9,2x10*~7,6 x 10° (LANCIOTTTI et al., 2008)
soro — RN* 6x 10° (BESNARD et al., 2014)
Urina 3,8x10°-22x 108 (GOURINAT et al., 2015)
Sémen 1,1x 10*- 8,6 x 10" (MUBSO; GUBLER, 2016)

(FRANK et al., 2016)
(MUSSO; GUBLER, 2016)

leite materno 29x10*-2,0x 10°
(BESNARD et al., 2014)

*RN = recém-nascidos.

Recomenda-se na fase aguda (os 7 primeiros dias) da virologia somente o diagndstico
por técnicas moleculares, visto que até nesse periodo ha pouca quantidade de anticorpos IgM
presentes nas amostras os quais podem ser detectaveis pelos métodos sorologicos. Apos esse
periodo ¢ indicado para casos positivos atrelar os resultados obtidos por duas técnicas distintas
(MUSSO; GUBLER, 2016; PETERSEN et al., 2016). Apesar do bom desempenho, esses
métodos de diagndsticos requerem manuseio profissional, o diagndstico pode levar dias, possui
custo elevado (QRT-PCR e LAMP) e alguns casos pode apresentar resultados falso positivo ou
negativo (ELISA e PRNT) (SINGH et al., 2018).

Atualmente, ndo ha nenhum método de tratamento disponivel no mercado e as vacinas

para a virologia encontram-se em 1%/ 2% fase de triagem clinica (KENNEDY et al., 2019), sendo
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que a 1? fase consiste da triagem dos pacientes ¢ a busca de reprodutibilidade dos testes pré-
clinicos (ensaios de teste de dose e de toxicidade realizados em células e animais), nesta fase
comecam a ser identificados os antigenos relevantes ¢ a relagdo entre dose e eficiéncia. Na 2°
fase sdo avaliados alguns parametros como seguranga da vacina, resposta do organismo e
efeitos colaterais. (MADEIROS; ANDRADE, 2014)

Baseado no exposto, de modo a atingir um diagnostico bem-sucedido para prevengao
e controle do virus precocemente evitando maiores complicacdes, tem-se a necessidade do
desenvolvimento de técnicas e/ou dispositivos capazes de, além de detectar, discriminar num
unico ensaio os interferentes (DENV, YKV, CHIKV), ser de rapida detecgdo, sensiveis, faceis
de operar e menos onerosos, visto que a maior parte das epidemias ocorre em paises com
recursos limitados. Neste sentido, o desenvolvimento de biossensores eletroquimicos vem
sendo uma alternativa aos diagnosticos tradicionais, pois apresentam as caracteristicas

desejadas, atendendo a essas expectativas.

2.2 BIOSSENSORES ELETROQUIMICOS DE DNA

Os biossensores tém testemunhado um crescente interesse nos ultimos tempos, tanto
nos campos de pesquisa e comercial. No qual o sensor mais comercializado consiste no sensor
de glicose, porém no mercado ja se encontram variedades de sensores para outros fins. Isso
ocorre por apresentarem caracteristicas analiticas promissoras como: simplicidade operacional,
baixo custo, seletividade, detecgdo rapida em tempo real e miniaturizacao.

De um modo geral, um biossensor caracteriza-se por ser um dispositivo analitico
composto por cinco unidades basicas: (a) biorreceptor, biomolécula que ira reconhecer
especificamente determinado analito contido na amostra de interesse; (b) transdutor, converte
o sinal da reacdo bioquimica em um sinal mensuravel; (¢) amplificador, amplifica o sinal obtido
do transdutor; (d) processador, responsavel por produzir sinais que possam ser interpretados
por um software para exibicdo dos dados (e), como ilustrado na Figura 3 (GRIESHABER et
al., 2008).
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Figura 3 — Principais componentes presentes em um biossensor.
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Fonte: Adaptado de BANDODKAR; WANG, 2014.

Devido a sua alta seletividade e especificidade de ligacdo, moléculas de DNA estdo
sendo comumente exploradas no desenvolvimento de biossensores para detec¢do e
quantificagdo da concentragdo de analitos que contenham seu respectivo cDNA, como em
amostras clinicas, ambientais ou industriais.

Esses dispositivos denominados de biossensores de DNA ou genossensores baseiam-
se diretamente no evento de hibridagdo, isto ¢é, interacdo de duas fitas complementares de
ssDNA formando dsDNA. O ssDNA ¢ composto por nucleotideos (bases nitrogenadas)
consecutivos as quais sdo ligados covalentemente por “pontes” através do grupo fosfato, ou
seja, extremidade 5°- fosfato de uma unidade de nucleotideo se liga a extremidade 3’-hidroxila
do préximo nucleotideo, criando desta maneira a ligagao fosfodiester, Figura 4 (A). Se o ssDNA
formado apresentar até 50 nucleotideos em sua composi¢do, este pode ser denominado de
oligonucleotideo.

Por outro lado, a hibridag@o ocorre por meio de ligagdes de hidrogénio, que se formam
sempre entre as bases puricas e pirimidicas, ligando a adenosina a timina (A=T) e a guanina &

citosina (G=C) de maneira especifica, Figura 4 (B) (NELSON; COX, 2014).
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Figura 4 — (A) Formagao da ligagdo fosfodiester entre os nucleotideos formando a ssDNA. (B) Pareamento das
bases nitrogenadas entre duas ssDNA formando a dsDNA definido por Watson e Crick.
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Fonte: Adaptado de NELSON; COX, 2014.

Para a formagdo da dupla hélice tem-se a necessidade de duas ssDNA estarem em
orientacdes antiparalelas. Isto €, a primeira ssDNA deve estar em dire¢do (5° — 3’) e a segunda
ssDNA (3 — 5°) e serem complementares entre si, conforme prediz o modelo de Watson e
Crick proposto em 1953 (NELSON; COX, 2014). Uma excecdo a este modelo foi apresentada
no trabalho de Bhardwaj e Sharma (2014), no qual comprovou-se que a hibridacdo do
oligonucleotideo também pode ocorrer via orientagdo complementar paralela (Figura 5). Além
disso, foi evidenciado que o pareamento das bases ocorre somente para oligonucleotideos
constituido de até 50 nucleotideos em sua composi¢do. Dessa forma, a partir desse estudo, uma

alternativa de hibridagdo pode ser proposta entre ssDNAs para a construg@o de biossensores.

Figura 5 — Tlustragdo do pareamento do cDNA e sua respectiva sintese.

5' GCG CGC ATG CAT# GGG TAGCCGCY

Pareamento do primeire cDNA paralelo
Sint_ese do DNA na direcdo 5' — 3’

5' GCG CGCATG CAT s GGG TAG CCG C 3
5' CGC GCG TAC GTA s (CC ATCGGCG 3

Fonte: Adaptado de BHARDWAJ; SHARMA, 2014.

A especificidade de interagdo entre bases nitrogenadas na hibridagao pode ser avaliada
por meio do emprego de um transdutor que proporcionara uma variacdo de sinal tais como,

alteracdo na coloracdo (biossensor calorimétrico); alteragdo na frequéncia de um cristal quartzo
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como resultado da variagdo da massa (biossensor piezoeléctricos); absor¢ao/emissdo de luz
(biossensor Opticos) e alteragdo de grandezas elétricas (biossensores eletroquimicos)
(VIGNESHVAR et al., 2016; RAFIQUE et al., 2018).

No caso dos biossensores eletroquimicos de DNA, o ssDNA sonda ¢ imobilizado em
um transdutor, ou seja, um eletrodo composto por material condutor, tal como sobre o carbono
(BENVIDI et al., 2016; MOHAMMADIAN; FARIDBOD, 2018), ouro (MIODEK et al., 2015;
AKAGI et al., 2006) e o6xido metalico (6xido de zinco, 6xido de grafeno entre outros)
(SINGHAL; PUNDIR; NARANG, 2017; AFSAHI et al., 2018). O modo de imobilizagdo deste
oligonucletideo podera consistir da adsor¢ao (interagdes idnicas, eletrostaticas, fisicas), ligagao
covalente (ligagdes tiol-metal, ativacdo da superficie utilizando o agente de ligacdo (cloridrato
de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida) com N-hidroxissuccinimida (EDC-NHS) para
formar uma ligagdo amida ou formacdo do complexo avidina-biotina (ligagdo da glicoproteina
avidina a qual possui elevada afinidade pela coenzima biotina, o qual forma um complexo que
tem sido largamente empregado em técnicas de imuno-histoquimicas como por exemplo
ELISA) sobre o transdutor. Dentre essas técnicas de imobilizagdo o emprego de ligagdes
covalentes garante uma maior reprodutibilidade na construgdo de um sensor. A imobiliza¢do
da amostra de DNA ¢ essencial para desenvolver um biossensor. O controle desta etapa ¢
essencial para garantir alta reatividade, orientagdo, acessibilidade e estabilidade da amostra
confinada a superficie e evitar a ligagdo ndo especifica (SASSOLAS; LECA-BOUVIER;
BLUM, 2008).

Dependendo do variedade do sinal gerado pelo eletrodo, os biossensores
eletroquimicos de DNA podem ser classificados em potenciométricos (investigam as reagdes
que geram um potencial mensuravel ou acimulos de cargas), amperométricos (investigam as
reacoes que geram uma corrente mensuravel), condutométricos (exploram as alteragdes
mensuraveis das propriedades condutivas de um meio entre os eletrodos) ou impedimétricos
(baseiam-se na variacdo da impedancia do sistema) (GRIESHABER et al., 2008).

Com intuito de ser uma técnica ndo destrutiva, alguns trabalhos na literatura tém
empregado a técnica impedimétrica na constru¢do de biossensores. Esse fato se deve, pela
natureza da interag@o entre as biomoléculas e também da sensibilidade que o sensor apresenta

(GONG; WANG; YANG, 2017; MASHHADIZADEH; TALEMI, 2016).
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2.2.1 Biossensores impedimétricos de DNA

Os biossensores eletroquimicos impedimétricos, se baseiam na técnica denominada de
espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE), a qual consiste da aplicagdo de uma onda
senoidal (variacdo do potencial e corrente pelo tempo) em uma frequéncia fixa, seguida da

medigdo da impedéncia (Equacdo 1):

7 =t
I

@)
onde, E = frequéncia dependente do potencial, I = frequéncia dependente da corrente ¢ Z =
impedancia.

Sendo esta equagdo repetida para uma faixa de frequéncia selecionada. Desta maneira,
obtém-se os dados da impedancia complexa (Z), que consiste na soma dos componentes da
impedancia real (Z’) e imaginaria (Z’’), do sistema em fung¢do de um angulo de fase
(proveniente da onda senoidal = ¢). Portanto, a EIE combina a analise dos componentes reais e
imaginarios da impedancia, ou seja, a resisténcia elétrica e a reatdncia (GRIESHABER et al.,

2008), conforme mostrado na Equacgao 2:

7 =52 fosenloh vy g = 2nf )

Iw Io sen(wt — ¢)

onde, o = frequéncia angular, ¢ = fase, t = tempo, f = frequéncia.

A EIE ¢ uma técnica complexa que possui a capacidade de estudar qualquer
propriedade de material intrinseco ou processos especificos que possam influenciar a
condutividade/resistividade ou capacidade de um sistema eletroquimico. Como ter a capacidade
de distinguir entre duas ou mais reagdes; identificar reacdes de difusdo limitada; oferecer
informagdes sobre o comportamento capacitivo de um sistema e informagdes sobre a taxa de
transferéncia de elétrons de uma interface eletrodo/solucgdo, ou seja permitir a analise tanto da
resisténcia quanto das propriedades capacitivas dos materiais (LVOVICH, 2012;
BARSOUKOV; ROSS, 2005).

A medida de EIE fornece dois diagramas, o de Bode e Nyquist (mais utilizado), sendo
este ultimo composto por trés regides (Figura 6 (A)). A primeira regido representa a soma das
resisténcias da solugdo, os contatos elétricos e o material eletrodico (Rs). A segunda compde de
uma parte semicircular que representa a resisténcia a transferéncia de carga na interface

eletrodo/solucdo (Ret). A terceira representa o processo difussional dos ions em baixas
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frequéncias (difusdo), elemento de Warburg (W). Os valores de cada etapa sdo ajustados através
de um circuito equivalente denominado de Circuito de Randles-Sevcik (Figura 6 (B)) (DE
CARVALHO; DE ANDRADE; BUENO, 2006; LVOVICH, 2012; BARSOUKOV; ROSS,
2005; BRETT; BRETT, 1993; BARD; FAULKNER, 2001).

Figura 6 — Representagdo esquematica do (A) diagrama de Nyquist. (B) Circuito de Randles, Cq = elemento de
fase constante, descreve a capacitancia de camada dupla no eletrodo / interface de solugdo; W = elemento de
Warburg, representa o processo difussional em baixas frequéncias.

(A)
R, Rt difusdo
@ f—)o.o (B)
N _ T e '
1 o ~ Y
f— O‘,// NS
Z'(Q) Circuito de Randles

Diagrama de Nyquist
Fonte: Adaptado de CARVALHO; ANDRADE; BUENO, 2006.

A detecgdo eletroquimica via EIE ¢ muito utilizada para monitorar mudangas
decorrentes de eventos de bioreconhecimento nas superficies de eletrodos modificados
(GRIESHABER et al., 2008). Por exemplo, no trabalho de Hang e Guiseppi-Elie (2004)
empregaram medidas de resisténcia a transferéncia de carga (R para cada etapa da construgao
de um eletrodo interdigitado de Pt modificado com 3-glicidoxipropiltrimetoxisilano (GPS),
NHz-ssDNA sonda e em seguida com ssDNA alvo, formando a dsSDNA. Nessas duas etapas,
eles constataram um aumento na impedancia Ret ap6s o processo de hibridag¢do, em relagdo ao
apresentado para o sistema apenas com ssDNA. Essa variacdo no valor de Ret (ARct), ocorreu
devido as biomoléculas ssDNA e dsDNA ndo serem eletroativas, as quais dificultam a
aproximacdo da molécula sonda para o processo de transferéncia de elétrons, e
consequentemente aumentam a resistividade do sensor a cada etapa de imobiliza¢do (Figura 7).
Em sua maioria, os biossensores impedimétricos reportados na literatura apresentam a reposta

como exemplificado acima.
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Figura 7 — Representagdo esquematica do funcionamento de um genossensor impedimétrico.
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Fonte: Adaptado de GONG et al., 2015 e HANG; GUISEPPI-ELIE, 2004.
A técnica EIE também pode estar associada ao sistema de detec¢do conhecido como
um semicondutor eletrélito-isolador, o qual pode ser usado para medir as mudancgas na
impedancia capacitiva como resultado da hibridacdo de ssDNAs. A detec¢do ocorre quando a
espessura da camada dielétrica aumenta com o resultado da hibridagdo do ssDNA sonda com
ssDNA alvo na interface do eletrodo. Consequentemente, a capacitancia medida diminui de

acordo com a Equagdo 3, (GRIESHABER et al., 2008).
A
C = €gg " 3)

onde, C ¢ a capacitancia, € ¢ a constante dielétrica no vacuo, €y é a constante dielétrica da
camada, A ¢ a area ativa e d ¢ a espessura da camada dielétrica.

Além disso, os biossensores eletroquimicos impedimétricos de DNA também podem
ser classificados em labeled assay ou label free assay. Um sistema labeled assay € baseado em
uma reacao secundaria que gera a resposta relacionada a presenca do analito estudado em uma
dada amostra. Entdo, nesse caso, o sinal obtido estd indiretamente relacionado ao principal
evento bioldgico que ocorre no sistema. Como uma nova etapa quimica ou bioquimica ¢
necessaria para produzir a resposta analitica (por exemplo, usando anticorpos secundarios
conjugados com enzimas ou outras estruturas rotuladas), esses métodos sdo mais caros e usam
um numero maior de etapas durante o processo de detecgdo, comparado aos métodos que sdo
caracterizados como livres de rétulo (SASSOLAS; LECA-BOUVIER; BLUM, 2008). De
acordo com a literatura, as plataformas labeled assay com oligonucleotideos em sua
composi¢do, sao marcados com uma enzima ou um indicador eletroquimico, como o ferroceno,
complexos de metais catidnicos ou intercaladores orgéanicos (azul de metileno, nanoparticulas)

para o evento de hibridagdo (SIN; MACH; WONG, 2014).
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Liu e colaboradores (2008) demonstram o emprego de um sensor baseado em eletrodo
de Au modificado com 4cido 1-mercapodecanoico, seguida pela enzima biotina via EDC NHS.
Sequencial, adi¢@o da avidina, formado um complexo (biotina-avidina) e imobiliza¢cdo do DNA
marcado com biotina e dioxigénio (dig) em extremidades diferentes. A deteccdo do DNA alvo
e adicdo de antidig-HRP, no qual a enzima HRP proporciona a amplificacdo da resposta do
sensor e catalisa milhares de reac¢des de reducdo do perdxido de hidrogénio (H202) em agua.
Nessa ultima etapa foi utiizado um marcador eletroquimico 3,3',5,5' tetrametilbenzeno (TBM)
como um sitio de elétrons para vincular ao catalizador HRP (Figura 8). A hibridacdo, consitiu
da diminui¢do do valor de R, visto que nessa ltima etapa ocorre uma reacdo secundaria. A
faixa linear empregada para o sensor foi de 1 x 10°-1x 10715 e 0 LOD obtido foi de 1 x 10'5.

Essa plataforma se mostrou ser sensivel e seletiva para a deteccdo do DNA alvo estudado.

Figure 8 — Representacdo esquematica da construcdo do biossensor pra detecgdo de DNA alvo.
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Fonte: Adaptado de LIU et al., 2008.
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Singhal, Pundir e Narang (2017) apresentam um biossensor impedimétrico para
deteccdo do DENV a base de um eletrodo de 6xido de estanho dopado com fluor (FTO)
modificado com um filme de nanocompoésito composto de 6xido de zinco/platina-paladio
(ZnO/Pt-Pd) e quitosana (CHI). Para a imobilizacdo do NH2-ssDNA de DENV, a superficie do
eletrodo modificado foi ativada com gluteraldeido. Sequencialmente, a deteccio de sequéncias
de dsDNA da DENYV consistiu do uso do intercalante azul de metileno (MB) (Figura 9). Esse
intercalante atuou como um indicador de oxirreducdo, o qual reagiu diferentemente com ssDNA
e dsDNA. A resposta do sensor aumentou quando o MB interagiu com ssDNA, devido a sua

afinidade pelas bases de guanina livre, mas diminui com o evento de hibridagdo, devido a
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dificuldade de interagdo do MB as guaninas da dupla hélice do dsDNA. O sensor apresentou
um intervalo linear de 1 x 10 a 100 x 10°® mol L! com limite de detecgdo (LOD) de 4,3 x

107 mol L™! e foi seletivamente e especificamente aplicado para sorotipos de DENV.

Figura 9 — Representacdo esquematica das etapas de preparacdo do genossensor para deteccdo do DNA do DENV.
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Fonte: Adaptado de SINGHAL; PUNDIR; NARANG, 2017.

Por outro lado, os biossensores label free consistem de uma abordagem alternativa,
uma vez que ndo ha biomoléculas marcadas e reagdes secundarias para gerar o sinal analitico.
Ou seja, caracteriza-se de uma plataforma simplificada, na qual emprega-se uma menor
quantidade de reagentes (baixo custo) e de rapida deteccdo (SIN; MACH; WONG, 2014). Nesta
perspectiva, Gong e colaboradores (2017) desenvolveram um genossensor impedimétrico label
free para deteccdo do virus da imunodeficiéncia humana (HIV) o qual foi baseado na
modificacdo de um ECV com um filme de grafeno e Nafion®. Sobre essa superficie modificada,
foi imobilizado o DNA sonda via interagdo n-n*, Figura 10. Cada etapa de modificacdo desse
genossensor foi monitorada pela variacdo da resposta de R da sonda eletroquimica
([Fe(CN)6]*"*) utilizada. Na presenca do ssDNA, observou-se um aumento no valor de R,
uma vez que a biomolécula dificulta o processo de transferéncia de elétrons da sonda
eletroquimica na superficie do biossensor. Porém, para a hibridag¢do, ocorreu a saida do ssDNA
sonda da superficie do biossensor para solugdo, formando o dsDNA, e consequentemente
observou-se a diminuigdo do valor de Ret. Esse biossensor impedimétrico pode detectar o gene

do virus HIV na faixade 1,0 x 1073 a 1,0 x 10" mol L', com LOD de 2,3 x10"'* mol L.
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Figura 10 — Representagdo esquematica das etapas de construgdo do genossensor label free para HIV.
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Fonte: Adaptado de GONG; WANG; YANG, 2017.

2.3 NANOPARTICULAS DE OURO APLICADAS NA CONSTRUCAO DE
BIOSSENSORES IMPEDIMETRICOS

A incorporag@o de nanomateriais como nanotubos de carbono (NTC) (BENVIDI et
al., 2016), grafeno (YE et al., 2018) e nanoparticulas metalicas (MNPs) (MASHHADIZADEH;
TALEMI, 2016) na construgdo de biossensores impedimétricos pode maximizar o sinal de
resposta do dispositivo, como também auxiliar na imobilizagdo dos elementos de
bioreconhecimento, aumentando desta forma, a sensibilidade e robustez do dispositivo frente
ao analito de interesse (CHAO et al., 2016). Destacando as nanoparticulas de ouro (AuNPs),
essas constituem um dos nanomateriais mais utilizados na constru¢do de genossensores. Sua
vasta utilizacdo estd atrelada as inimeras vantagens que esta classe de material proporciona,
tais como: a biocompatibilidade, a facilidade de obtengdo, alta area superficial, possibilidade
de funcionalizacdo e elevada condutividade elétrica (SAHA et al., 2012). De modo especial, a
biocompatibilidade consiste da interagdo com biomoléculas por meio de interagdes
eletrostaticas, for¢as de van der Waals ou covalente a grupos especificos sem que haja a
desnaturagdo das mesmas. Dessa forma, apds a interagdo a biomolécula ndo perde sua
bioatividade, podendo ser utilizada em um dispositivo (AUSTIN et al., 2014; KHAN;
VISHAKANTE; SIDDARAMAIAH, 2013).

As biomoléculas podem ser imobilizadas de diferentes maneiras sobre as AuNPs,
como ilustra a Figura 11, por: a) via interacdo eletrostatica (cargas positivas e negativas); b)
aprisionamento hidrofilico, utilizando moléculas surfactantes (as quais apresentam uma parte
da molécula hidrofilica e outra hidrofobica); ¢) quimissorsdo, adsor¢do que envolve a troca ou
partilha de elétrons entre as moléculas do adsorvato e a superficie do adsorvente, resultando em
uma reacao quimica (NACIMENTO et al., 2014); d) ligacdo amida, utilizando um EDC-NHS

para ativagdo da superficie; e) ligagdo tioureia, forma-se pela afinidade do enxofre/grupo amina
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do grupo tioureia (CSNH2NH4) com o ouro; f) ligagdo via carbamato, a molécula de carbamato

-NH(CO)O- liga-se covalentemente pelo grupo NH- (AUSTIN et al., 2014).

Figura 11 — Estratégias de biofuncionalizagdo das AuNPs.

(e) . .
Ligacao Ligagao via
tioureia carbamato

(a)
is (g)éo Interagéo
gacao. ¢ * eletrostética
amida

(b)
Aprisionamento
hidrofilico

Quimissorséo

Fonte: Adaptado de AUSTIN et al., 2014.

Dentre estas, destaca-se a quimissorsdo porque trata-se de uma adsor¢do altamente
especifica e localizada, a qual ocorre somente em sitios ativos. Um exemplo ¢ a ligagdo de
elevada afinidade formada entre o Au e grupos tiois (SH).

Como consequéncia das vantagens das AuNPs, ha diversas maneiras de atrelar o seu
uso na constru¢ao de um biossensor eletroquimico de DNA, como: marcadores eletroquimicos,
mediadores da transferéncia de elétrons, amplificadores de sinal, portadores de moléculas
eletroativas, catalisadores, modificador de superficies e AuNPs modificadas com materiais
carbonaceos (RASHEED; SANDHYARANI, 2017).

Dentre as estratégias de incorporagdo das AuNPs em superficies condutoras destacam-
se a eletrodeposi¢do, a obtengdo de monocamadas automontadas (SAM), a técnica drop-
coating, spin coating e layer-by-layer (PUTZBACH; RONKAINEN, 2013).

A eletrodeposicao tem sido frequentemente utilizada na construcdo de biossensores,
pela facilidade da técnica. Ye e colaboradores (2018) desenvolveram um dispositivo para a
detec¢do de oligonucleotideos. O dispositivo foi baseado na modificagdo de um ECV com 6xido
de grafeno reduzido com tionina e sequencial eletrodeposicdo de AuNPs e sobre as quais,
ocorreu a imobilizacdo do ssDNA e posterior hibridacdo dsDNA (Figura 12). Pela técnica de
EIE monitorou-se o aumento de Ret a cada biomolécula imobilizada com auxilio da sonda

eletroquimica [Fe(CN)s]*. O sensor desenvolvido detectou o DNA alvo na faixa de 1,0 x 1077
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a 1,0 x 102 mol L, com LOD de 4,28 x 10" mol L, cujo valor é comparavel a LOD da
técnica de qRT-PCR.

Figura 12 — Representagao esquematica das etapas de preparagdo do biossensor para detecc¢ao de oligonucletideos.
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Fonte: Adaptado de YE et al., 2018.

O emprego de monocamadas automontadas contendo grupos tidis em eletrodos de
ouro ¢ comum para constru¢do de biossensores de DNA, por ser uma ligacdo covalente de alta
afinidade, por proporcionar organizagdo, estabilidade e ainda a ligacdo com biomoléculas
(FERREIRA et al., 2009). Um exemplo ¢ a utilizacdo de HS-ssDNA contendo agrupamento
tiol para ligagdo direta com AuNPs, como mostrado na semi-reagdo (1) (RASHEED;
SANDHYARANI, 2017; SASSOLAS; LECA-BOUVIER; BLUM, 2008). Além disso, a
utilizagdo de AuNPs junto com essa técnica pode promover o aumento da sensibilidade frente

a0 se€nsor.

R-SH + Au — R-S-Au+e +H* (1)

Mashhadizadeh e Talemi (2016) obtiveram um biossensor de eletrodo pasta de
carbono (EPC) para deteccdo do virus da Hepatite B. Esse sensor consistiu de um EPC contendo
uma suspencao de MPs, 3-(trimetilsilano)-1-propanotiol (TMSPT) e AuNPs. No qual, a
imobilizacdo da SH-ssDNA sonda ocorreu via ligagdo covalente com as AuNPs e sequencial
hibridagdo com ssDNA alvo com aumento nos valores de R (Figura 13). A partir da diferenga
entre os valores de R. foi obtida a curva analitica na faixa de 8,3 (£ 0,1) x 1073 2 6,4 (£ 0,2) x
1077 mol L', com LOD de 3,1 (= 0,1) x 107> mol L. A deteccio dos oligonucleotideos foi

seletiva e reprodutivel nas amostras de urina e plasma sanguineo.
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Figura 13 — Procedimento empregado para a construg@o do biossensor de DNA impedimétrico para detec¢do do
virus da Hepatite B.
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Fonte: Adaptado de MASHHADIZADEH; TALEMI, 2016.

versatil na constru¢do de um biossensor, devido a sua simplicidade e praticidade. Garcia e
colaboradores (2016) demostraram isso pela imobilizagdo da ssSDNA sobre uma superficie de
eletrodo de ouro recoberto por uma matriz de polianilina contendo nanoparticulas de ouro
(PANI/AuNPs) para deteccdo de Leishmaniose (Figura 14). Os resultados do EIE
demonstraram evidéncias de deteccdo especifica do dsDNA baseada em interagcdes entre
oligonucleotideos e genoma, com LOD de 0,01 pg mL™!, obtido numa faixa linear de 0,01 pg

mL 20,10 ng mL".

Figura 14 — Representagdo esquematica das etapas de constru¢do do biossensor para Leishmaniose.
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2.4 BIOSSENSORES PARA ZIKV

No momento, a nosso conhecimento, ndo ha muitas plataformas de biossensores

eletroquimicos para ZIKV citadas na literatura, e as encontradas utilizam outras variedades de
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biomoléculas (AG/AB, RNA e DNA) em sua composi¢do. A seguir, segue-se um breve resumo
das plataformas reportadas na literatura.

Afsahi e colaboradores (2018) demonstram um biossensor a base de um chip com uma
fina camada de grafeno passivado com titanio/platina (Ti/Pt), o qual foi utilizado para a
imobilizacdo de proteinas monoclonais, AG e em seguida AB de ZIKV, formando um imuno
complexo AG-AB estavel. A cada etapa de imobilizagdo houve uma diminui¢do na resposta de
capacitancia, visto que as biomoléculas ndo sdo eletroativas. O sensor desenvolvido foi sensivel
e seletivo ao ZIKV e obteve um LOD de 0,45 nmol L.

Kaushik e colaboradores (2018) também desenvolveram um biossensor a base de
AG/AB, ou seja, um imunossensor. Neste trabalho, o sensor empregado consistiu de um
eletrodo de ouro interdigitado modificado com ditiobis(succinimidil-propionato) (DTSP)
formando uma SAM, ao qual foi imobilizado as biomoléculas AG e AB. As etapas de
construc¢do do sensor foram avaliadas via EIE, pelo aumento do valor de R, a faixa linear
estuda foi de 10,0 pmol L a 1,0 nmol L' e um LOD de 10,0 pmol L.

Tancharoen e colaboradores (2018) mostram o emprego do virus inteiro, o qual foi
imobilizado sobre um eletrodo interdigitado de ouro modificado com o6xido de grafeno e
polimero em gel. Apds imobilizagdo, a plataforma formada foi exposta a luz ultravioleta e
submetida a 65 °C para polimerizagcdo. Em seguida, realizou-se a lavagem do eletrodo com o
intuito de remover os virus que estariam imobilizados. A remocdo das biomoléculas
proporcionou o surgimento de cavidades na superficie do eletrodo, ou seja, “a memoria do
virus”. O biossensor proposto foi imerso em uma solu¢ado contendo virus, o qual imobilizou-se
nas cavidades do eletrodo e promoveu a diminui¢do dos valores de Re.. A diminui¢do, ocorre
visto que a sonda eletroquimica ([Fe(CN)s]>"+) utilizada também ¢é imobilizada junto. O sensor
proposto apresentou-se ultrassensivel e seletivo as amostras soro sanguineo infectado por ZIKV
obtendo LOD de 6 virus por mL, ou seja, 1,03 x 102° mol L', sendo esses valores de detec¢io
proximos a técnica de qRT-PCR.

Faria e Zucolotto (2019) demonstram em seu trabalho o emprego um eletrodo baseado
em substratos de polietileno tereftalato (PET) cobertos com uma camada nanométrica de ouro
fabricada em configuracdes de trés contatos, a qual foi realizada a imobilizagdo dos
oligonucleotideos de DNA, seguida da hibridagdo com o RNA do ZIKV. As etapas de

construcdo desse biossensor foram avaliadas via analise de EIE. O sensor apresentou faixa
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linear de 54 — 340 nmol L' e LOD de 25 nmol L' e mostrou ser sensivel e seletivo na detec¢io
do virus em amostra de soro humano.

Através das técnicas expostas, pode-se dizer que o emprego de biomoléculas de DNA
em um biossensor frente a AG/AB e RNA possui vantagens como: serem moléculas mais
estaveis em relagdo ao RNA e possuem baixo custo comparado as amostras monoclonais de
AG/AB, e também sdo faceis de serem manuseadas.

Além das técnicas reportadas na literatura, no mercado ja se comercializa alguns testes
imunocromatograficos para detecgdo de anticorpos IgG e IgM do ZIKV (DIAGNOSTICA,
2016). Porém, esses ensaios apresentam uma alta probabilidade de ocorrer reagdes cruzadas
com outros flavivirus o que se trata de uma desvantagem dessa técnica.

Diante da pesquisa reportada, € possivel verificar que até o momento ha um trabalho
reportado na literatura (FARIA; ZUCOLOTTO, 2019), no qual utiliza-se de uma plataforma
composta de DNA para detec¢do do ZIKV. Visando contribuir com essa lacuna, o presente
trabalho, visa o desenvolvimento de um novo biossensor impedimétrico de DNA para detecgdo

precoce de ZIKV, utilizando AuNPs estabilizadas em um polimero inorganico silsesquioxano.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Este trabalho tem como objetivo propor o desenvolvimento de um biossensor
impedimétrico de DNA para o diagndstico do ZIKV, baseado em uma plataforma condutora
composta por AuNPs estabilizadas no polimero inorgénico da classe dos silsesquioxano. Sendo
este, o primeiro realizado pelo Grupo de Desenvolvimento de Eletrodos Modificados (GDEM)

a empregar moléculas DNA na construgdo de um sensor.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Sintetizar AuNPs estabilizadas no polimero inorgéanico SiPy;

e Caracterizar o nanohibrido AuNPs-SiPy por técnicas espectroscopicas;

e Desenvolver a plataforma formada pelo ECV modificado com o nanohibrido AuNPs-
SiPy (0x-ECV-[AuNPs-SiPy]);

e Caracterizar a plataforma ox-ECV-[AuNPs-SiPy] por técnicas eletroquimicas;

e Imobilizar as biomoléculas ssDNA sonda e ssDNA alvo/ssDNA ndo-alvo do ZIKV
sobre a plataforma ox-ECV-[AuNPs-SiPy] e avaliar as etapas por meio de andlises
univariadas e multivariadas;

e Caracterizar as etapas de constru¢do do biossensor otimizado com técnicas
eletroquimicas (VC e EIE) e morfolégicas (AFM);

e Construir uma curva analitica para o biossensor proposto;

e Analisar amostras de ssDNA alvo do ZIKV presentes em amostras de soro sanguineo;

e Realizar um estudo da estabilidade do biossensor proposto (0x-ECV-[AuNPs-

SiPy]/ZIKV1).
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4 PARTE EXPERIMENTAL
4.1 REAGENTES E SOLUCOES

Todos os reagentes utilizados neste trabalho foram de grau analitico, sem purificagdo
prévia. Os reagentes hexacianoferrato de potassio (II) trihidratado (K4[Fe(CN)s].3H20),
hexacianoferrato de potassio (III) (K3[Fe(CN)¢g]), acido sulfurico (H2SO4), acido
tetracloroaurico trihidratado (HAuCls.3H20) foram adquiridos da marca Sigma-Aldrich. Para
estudos de deteccdio, utilizou-se a solugdo tampdo fosfato (PBS) 1,0 mol L', a qual foi
preparada com 0,15 mol L™ de NaCl, 7,2 mmol L' de Na;HPO4 e 2,8 mmol L' de NaH2PO4
em pH 7,4. O SiPy empregado como estabilizante das AuNPs foi cedido pelo Grupo de
desenvolvimento de materiais inorganicos (GDMIT), o qual foi obtido de uma mesma sintese.

Os oligonucleotideos de DNA purificados por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC) foram sintetizados pela Integrated DNA Technologies. Os ssDNA utilizados nesse
trabalho foram: (i) ZIKV1: uma sonda especifica para ZIKV tiolada com a sequéncia 5'-
ThioMC6-D-GCCATGACCGACACCACACCGT-3' Zhang e colaboradores (2016) ; (ii)
ZIKV2: oligonucleotideo alvo livre de enxofre complementar e paralelo ao ZIKV1 (5'-
TCGGTACTGGCTGTGGTGTGGCA-3"); e (iii)) no-ZIKV2: , oligonucleotideo livre de
enxofre € ndo complementar ao ZIKV1, obtido a partir regido intergénica proxima do gene
ETRI1 presente no genoma do morango cuja sequéncia: 5'-GAGAGGTACCCGAACTGCAAC-
3', empregado neste trabalho como um controle negativo.

Todos os materiais e solugdes empregados nesse trabalho, foram previamente
esterilizados em autoclave e preparadas com agua de alta pureza (18,2 MQ.cm, Milli-Q),
respectivamente. As solugdes dos oligonucleotideos foram armazenadas a -20 °C. As amostras
de soro humano foram usadas como matriz real, obtidos de uma pessoa saudavel, de acordo

com as politicas institucionais de ética. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa

(CAAE: 62060616.2.0000.0105).

4.2 METODOLOGIA
4.2.1 Sintese e caracteriza¢do do nanohibrido AuNPs-SiPy

As AuNPs foram sintetizadas de acordo com um procedimento pré estabelecido da

literatura (CALACA et al., 2017). Resumidamente a sintese consistiu da redu¢do quimica do



40

HAuCls.3H20 (9 x 10 mol L) por NaBH4 (18 x 10~ mol L) na presenga do estabilizante
SiPy (12 g L"), sob agitacio magnética e banho de gelo durante 2 h. Apds a sintese, a solugio
coloidal obtida foi armazenada em um frasco ambar a 4 °C. O nanohibrido foi caracterizado por
UV-VIS (espectrofotometro Varian, modelo Cary 50), potencial Zeta, DLS (equipamento
Malvern, modelo NanoZ590), espectroscopia FTIR, Raman e difratometria de raios X (DRX).
Os espectros de FTIR foram obtidos por meio do equipamento SHIMADZU 8400 em modo
absorbancia em pastilhas de KBr com SiPy e AuNPs-SiPy liofilizado (em liofilizador Liotop,
modelo L.202). Os espectros foram realizados na faixa de 400 a 4.000 cm™ com resolugio de 4
cm! e 64 varreduras. Os espectros de Raman foram obtidos através do equipamento Stray
Raman, modelo Bruker Senterra em modo transmitancia. Os espectros foram realizados em
quintuplicata (n = 5) na faixa de 400 a 3000 cm™! com comprimento de onda (1) de 632,8 nm
para os s6lidos SiPy e AuNPs liofilizado, os quais foram depositados sobre uma lamina de vidro
para microscopio. Os difratogramas de raios X foram obtidos em um difratdmetro Rigaku
Ultima IV operando a 40 kV com corrente de 30 mA e com fonte de radiagdo Cu Ka de A igual
a 0,154 nm, para as amostras solidas SiPy e AuNPs-SiPy. Os dados foram coletados para
valores de 2o na faixa de 10° a 80°, a uma velocidade de varredura igual a 2° min™!. Todos esses
equipamentos foram disponibilizados pelo Complexo de Laboratérios Multiusuarios da UEPG

(CLABMU-UEPG).

4.2.2 Etapas de preparagao do biossensor de DNA

Os ECVs (com 4rea de 3,14 mm?) foram primeiramente limpos em H>SOs de alto grau
de pureza (PA) por 2 min, polidos mecanicamente em suspensao de alumina (granulometria 0,3
um) sobre um pano de polimento metalografico apropriado e umedecido. Sequencialmente, os
eletrodos foram lavados com agua Milli-Q, imersos em solugdo de alcool isopropilico e
mantidos durante 5 min em banho de ultrassom.

Uma vez limpa, a superficie do ECV foi pré-condicionada em meio de 0,5 mol L! de
H2SO4 através da aplicag@o de 30 ciclos de voltametria ciclica numa faixade -0,3Val,5V,a
100 mV s!. A superficie oxidada do ECV (0x-ECV) foi modificada pela deposi¢do de 5 pL de
AuNPs-SiPy via drop-coating e seca a temperatura ambiente por 24 h. A construcdo do
biossensor de DNA consistiu da deposi¢do de 15 pL de ZIKV1 ssDNA sonda (5 umol L)
sobre 0 0x-ECV-[AuNPs-SiPy] e incubacdo durante 2 h para a formagao da ligagdo covalente

tiol-Au. Subsequentemente, a superficie foi imersa em tampao PBS para remocdo dos
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oligonucleotideos ndo adsorvidos por 6 s. Para avaliar a especificidade de hibridagéo, 15 uL de
ZIKV2 ssDNA alvo (5 umol L) ou no-ZIKV2 ssDNA nio alvo (5 umol L) foram incubados
sobre o biossensor 0x-ECV-[AuNPs-SiPy]/ZIKV1 durante 50 min a 37 °C. Em seguida, a
superficie do eletrodo foi imersa em tampao PBS novamente, (Figura 15).

Figura 15 — Representacdo esquematica das etapas de preparacao do biossensor ox-ECV-[AuNPs-SiPy]/ZIKV1
¢ hibridagio do ssDNA alvo.
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Fonte: A autora.

4.2.3 Otimizagdo do biossensor de ZIKV

A quantidade de AuNPs-SiPy (2, 5 10 e 15 pL) utilizada na construgdo do biossensor
foi otimizada por analise univariada. Sequencialmente, a concentragdo da sonda ([ZIKV1]) e
tempo de incubagdo da sonda (tempoinc) foram otimizadas usando uma abordagem multivariada
com planejamento fatorial 32, A resposta foi avaliada por meio da variacio percentual da
resisténcia a transferéncia de carga (ARc), obtida nas medidas do EIE apos a realizacdo de
ensaios eletroquimicos com concentragdo fixa de ZIKV2 (10 umol L), Para o célculo do AR,

utilizou-se a Equagéo 4:
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ARCt — (RCL' (hlb)_RCt (blOS)) ] 100% (4)

Ret (bios)
sendo que, Ret (nib) € Ret (vios) se referem aos valores de Ret obtidos apos e antes do ensaio de
hibridacdo, respectivamente. O processamento de dados foi realizado através do software
Statistica® 13.0. Os niveis das varidveis estudadas foram baseados em testes preliminares

apresentados na Tabela 2:

Tabela 2 — Valores dos niveis das varidaveis empregados na otimizagdo do biossensor ox-ECV-[AuNPs-
SiPy]/ZIKV1 via planejamento fatorial 3%,

Variavel ) 0) +)
[ZIKV1] (umol L) 1,0 5,0 10,0
tempoinc (min) 90 120 150

Fonte: A autora.

Em todos os ensaios de hibridagao, a temperatura foi mantida constante a 25 °C.

A temperatura de hibridagdo foi analisada separadamente por uma analise univariada,
entre 25, 37 e 50 °C. Todas as medidas foram avaliadas pelo valor de AR obtido.

As condi¢Oes experimentais otimizadas foram entdo empregadas para obtencdo de

curvas analiticas para detecgdo do ssDNA alvo, na faixa de 1 pmol L' a 1 umol L.

4.2.4 Medidas eletroquimicas

Todos os experimentos eletroquimicos foram realizados em temperatura ambiente,
utilizando um sistema eletroquimico convencional de trés eletrodos, sendo empregado ECV
ndo modificado ou modificado como eletrodo de trabalho, Ag|AgCl como eletrodo de
referéncia e um fio de platina como eletrodo auxiliar. Analises de voltametria ciclica (VC) e
EIE foram realizadas em um Multipotenciostat Autolab® MAC90149 conectado a um
computador com sofiware Nova 2.1 (GDEM), em 0,50 mol L ™! de tampao PBS como eletrdlito
suporte na auséncia e presenca da solugio 5,0 mmol L' da sonda eletroquimica
K4Fe(CN)s/K3Fe(CN)s. Antes de todas as medicdes, purgou-se nitrogénio no eletrolito por 10
min para remover o O2 dissolvido em solucdo. Parametros analiticos como o limite de deteccao
(LOD) e estabilidade foram determinados seguindo as diretrizes da Unido Internacional de

Quimica Pura e Aplicada (IUPAC) (NIC; JIRAT; KOSATA, 1997).
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4.2.5 Caracterizagdo do biossensor

Todas as etapas da construcdo do biossensor foram caracterizadas por VC, EIS e AFM.
Imagens de AFM e valores de rugosidade (Rq) foram obtidos em um microscopio Shimadzu,
modelo SPM 9600 em modo sem contato, com sensor de Silicio SPM (revestido de aluminio)
(NANO WORD), com espessura de 4 pm, comprimento de 125 pm, largura de 30 pm,
frequéncia 320 Hz e constante de for¢a de 42,0 N m™.

4.2.6 Analise da amostra real e estudo da estabilidade

Amostras de soro sanguineo previamente descongeladas foram enriquecidas com 15
umol L' de ZIKV2. Sequencialmente, a mistura foi diluida para as concentracdes 1000,0, 1,0
e 0,001 nmol L' do ssDNA alvo.

A estabilidade do biossensor proposto foi avaliada por meio do acondicionamento de
trés eletrodos modificados 0x-ECV-[AuNPs-SiPy]/ZIKV1 a 8 °C que foram avaliados durante
um intervalo de tempo (0 a 90 dias) frente a hibridacdo especifica com ZIKV2. Para cada
experimento analisado no 1°, 2°, 7°, 14°, 21°, 28°, 35°, 60° ¢ 90° dia, foi necessario a limpeza
dos eletrodos (em suspensdo de alumina sobre um pano de polimento metalografico apropriado,
sequencial lavagem com agua Milli-Q, imersos em solug@o de alcool isopropilico e mantidos

durante 5 min em banho de ultrassom) seguida da constru¢do de uma nova plataforma.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 SINTESE E CARACTERIZACAO DAS AuNPs-SiPy

A formagdo das AuNPs ocorreu através da reducdo do precursor AuCls” com NaBHy
e a estabilizagcdo da mesma com o polimero SiPy, foi evidenciada pela mudanga de coloragdo
da dispersdo de amarelo para avermelho intenso. Cuja coloracdo esteve atrelada ao final do

processo de redugio dos ions AuCls” a Au’ e a obtengdo das nanoparticulas (Reagdo 2).
HAuCly + 3NaBH4 <> Au® + 3BH4 + HC1 + 3NaCl ()

A escolha do polimero SiPy utilizado nessa sintese deve-se a este material agir como
um nanoreator, ou seja, este apresenta a capacidade de incorporar o precursor do complexo
AuCly4 na estrutura complexa do polimero, possibilitando a formagdo de AuNPs estaveis e bem
dispersas com tamanho entre 11 a 6,1 nm, segundo a literatura. (CALACA et al., 2017; DE
MENEZES et al., 2012; DA SILVA et al., 2014).

A formagdo das AuNPs também foi evidenciada pela alteracdo dos espectros de
absorcdo dos precursores (AuCls™ e SiPy) em relagdo ao espectro do nanohibrido AuNPs-SiPy
(Figura 16).

Figura 16 — Espectros de absorc¢do na regido do UV-Vis das dispersoes de HAuCls.3H>O, NaBHa, SiPy e AuNPs-
SiPy, obtidos em solugdo aquosa.
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A redugio de Au*" + 3e” — Au’ foi demonstrada por meio da diminui¢io da banda em
299 nm referente a transferéncia de carga metal-ligante (TCLM) e o surgimento da banda em
525 nm no espectro do nanohibrido, relacionada ao efeito caracteristico de ressonancia de
plasmon de superficie (RPS) presente em AuNPs com tamanho inferior a 20 nm
(YGUERABIDE; YGUERABIDE, 1988). Esse fendmeno caracteriza-se da interagdo do campo
magnético incidente com a oscilagdo coletiva dos elétrons livres presente na banda de conducéo
das AuNPs. A qual, proporciona um deslocamento do equilibrio, ou seja, ocasiona uma
separagdo de cargas ou polarizacdo dos elétrons em toda a superficie das AuNPs. A energia
associada a esse fendmeno corresponde a um determinado comprimento de onda (A) e absor¢ao
na regido do visivel do espectro eletromagnético, o qual justifica a intensa coloragdo
apresentada dessas suspensodes coloidais (GHOSH; PAL, 2007).

O espectro do nanohibrido também exibiu uma banda em 259 nm relacionadas as
transi¢des m — m* dos grupos piridinicos do SiPy. Essa banda foi, da mesma forma, observada
em solucdo composta somente do polimero. Em ambas as solugdes ndo se observou o
deslocamento das bandas mesmo com a incorporacdo das AuNPs na estrutura do SiPy
(RIBICKI et al., 2018).

A estabilidade da suspengdo coloidal de AuNPs-SiPy foi avaliada por meio da
determinagdo do potencial zeta (). Este apresentou valor positivo de +35,3 mV, o qual
confirmou a presenca de grupos com carga positiva na estrutura nanohibrido obtido. Uma vez
que o valor obtido excedeu o limite tipico de suspensdes instaveis (-30 mV a + 30 mV)
(SEGOTA; HEIMER; TEZAK, 2006), pode-se afirmar que as AuNPs-SiPy apresentam a
principio, uma boa estabilidade e pequena tendéncia de sofrerem coalescéncia. Devido esse
valor de { ser menor do que apresentado para o polimero SiPy (+42 mV), ¢ indicativo de que a
presenga das AuNPs utiliza parte dessa carga para sua estabilizacdo no polimero (CALACA et
al., 2017). O histograma do nanohibrido evidenciou uma distribuicdo modal do tamanho
hidrodinamico de didmetro das AuNPs com 13,05 +/- 3,674 nm (Figura 17 (A)), o qual esta de
acordo com a literatura (CALACA et al., 2017). Como pode ser observado no grafico ilustrado
na Figura 17 (B) do tamanho hidrodinamico de didmetro das AuNPs em funcdo dos meses de
estocagem da solucdo, durante um ano, a suspensao coloidal foi monitorada e nao apresentou

qualquer agregacao sendo assim, essa € muito estavel para o seu uso nos filmes a serem obtidos.
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Figura 17 — (A) Histograma da distribui¢do do tamanho hidrodinamico obtido para as AuNPs-SiPy; (B)
estabilidade das AuNPs-SiPy analisadas em func¢éo do tamanho hidrodindmico versus o tempo (meses).
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Fonte: A autora.

A Figura 18 ilustra os espectros vibracionais de FTIR do polimero SiPy e AuNPs-
SiPy, respectivamente. Para o composto SiPy foram observadas bandas em 1636 e 1487 cm’!
que correspondem aos estiramentos (v') do anel piridinico, em 680 cm™ (SANTOS et al., 2016)
relacionada a deformacio angular do grupo Si-H e em 1142/1087 e 768/460 cm™' que foram
atribuidas aos v(Si-O-Si) assimétrico e simétrico, respectivamente (SANTOS et al., 2014;
CALACA etal.,2017; RIBICKI et al., 2018). A incorporagdo das AuNPs no SiPy proporcionou
um espectro semelhante ao polimero precursor, porém com pequenos deslocamentos (Tabela
3), o que indica a ocorréncia de interagdo quimica no nanohibrido analisado (SANTOS et al.,
2016). As bandas em 1142 e 1087 cm! referentes v(Si-O-Si) assimétrico, as quais também sdo
atribuidas a vibragao de gaiola e rede do polimero, respectivamente. Essas bandas apresentaram
um deslocamento mais significativo para 1133 e 1049 cm™ para o nanohibrido, evidenciando
desta maneira a ocorréncia de interagdo quimica (SANTOS et al., 2012).

O espectro de AuNPs-SiPy também apresentou aparente diminui¢do na intensidade
das bandas, que esta atrelada a estabilizagdo das AuNPs que causa um impedimento nos modos
vibracionais da estrutura do polimero, diminuindo os graus de liberdade (MOSSANHA et al.,
2017).
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Figura 18 — Espectros vibracionais na regido do infravermelho do SiPy e AuNPs-SiPy liofilizado, obtidos em

pastilhas de KBr.
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Tabela 3 — Modos vibracionais e respectivos valores de ntimeros de onda para regido do infravermelho do SiPy e
AuNPs-SiPy liofilizado, obtidos em pastilhas de KBr.

Numero de onda (cm™)

Modos vibracionais Ref.
SiPy | AuNPs-SiPy Ref.
1636 1631 1633
v anel piridinico (SANTOS et al., 2016)
1487 1489 1486
‘ ‘ 774 770 768 (CALACA et al., 2017)
Vs (S1-O-S1)
460 466 470 (RIBICKI et al., 2018)
Vass (S1-O-Si) gaiola 1142 1133 1130 (SANTOS et al., 2012)
Vass (S1-O-Si) rede 1087 1049 1054 (SANTOS etal., 2014)
6 Si-H 680 685 610 (SANTOS et al., 2016)

asim. = simétrico, "

Fonte: A autora.

ass. = assimétrico

Com o intuito de complementar a analise de FTIR, medidas de espalhamento Raman

do SiPy (Figura 19) revelaram no espectro bandas em 1022 (forte) e 645 (média) cm™!, as quais

referem-se a0 modo de respiracdo do anel piridinico e a deformacdo no plano do anel,

respectivamente (DOS SANTOS et al., 2012; DOLLISH; FATELEY; BENTLEY, 1991). A
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presenca das AuNPs na estrutura do polimero proporcionou uma diminui¢do na intensidade e
um alargamento dessas bandas em 1025 e 648 c¢cm™!, indicando novos modos vibracionais
proporcionados pela interagdo do ouro e do polimero.

Figura 19 — Espectros de espalhamento Raman obtidos para o s6lido SiPy e AuNPs-SiPy liofilizado, em A = 632,8
nm.
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Fonte: A autora.

A natureza cristalina do SiPy e do AuNPs-SiPy foi confirmada por analise de DRX
(Figura 20). O difratograma para o SiPy exibiu dois picos alargados em 5,08° e 22,50°, os quais
estdo atribuidos a distancia periddica intramolecular de cadeia a cadeia e a contribuicdo das
unidades de Si-O-Si na estrutura, respectivamente. Entretanto, o difratograma do AuNPs-SiPy
apresentou o pico em 22,50°, porém menos intenso, confirmando a incorporagdo dos AuNPs na
estrutura do polimero (RIBICKI et al., 2018). Pode-se verificar também a presenca de outros
quatro picos caracteristicos de um difratograma de material nanoparticulado em 30,06°; 44,20°;
64,70° e 77,30° os quais sdo referentes aos planos (111), (200), (220) e (311), respectivamente,
e estdo relacionados a estrutura cristalina cubica de face centrada (fcc) do ouro. O pico de maior
intensidade de difragdo (111) revelou que os nanocristais sdo orientados principalmente ao
longo deste plano. A constante de rede calculada para o pico de difragdo (111) foi de 4,0910 A
para AuNPs-SiPy, o que esta de acordo com o valor descrito na literatura (a = 4,0786 A) (SEN;
MAITY; ISLAM, 2013).
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Figura 20 — Difratogramas de raios X do SiPy no estado s6lido e do nanocompdsito AuNPs-SiPy liofilizado.
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Fonte: A autora.
O tamanho médio de cristalito das AuNPs-SiPy na amostra analisada por DRX foi
estimado utilizando-se a equacdo de Scherrer (Equacdo 5), a qual relaciona o alargamento dos

picos de difracdo a dimensao dos cristalitos presentes por meio da razéo:

KA
D =
B.cose

)

onde D ¢ tamanho médio dos cristalitos (em metros), K ¢ uma constante numérica adimensional
que depende da forma do cristalito (geralmente, 0,93), A € o comprimento de onda da radiacdo
incidente (em metros), B ¢ a largura a meia altura do pico mais intenso do difratograma
subtraida da largura a meia altura do pico devido a efeitos instrumentais (em radianos), e @ € o
angulo de Bragg do referido pico (em graus) (HOLZWARTH; GIBSON, 2011; BURTON et
al., 2009). Empregando-se os parametros referentes ao pico do plano (111), o tamanho médio
calculado para os cristalitos de AuNPs-SiPy foi igual a 5,2 nm. A uma certa discrepancia
observada entre este valor e o didametro obtido por DLS (13,05 nm), o qual ja era esperado, uma
vez que a medida de DLS fornece o tamanho hidrodindmico das particulas em suspensdo
enquanto o valor fornecido pela equacdo de Scherrer consiste de uma estimativa do tamanho

dos cristalito formadores de cada uma das particulas.
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Outros picos presentes no difratograma estdo relacionados a presenca de NaCl
cristalino, provavelmente formados pelo processo de liofilizagdo. A presenga dos ions Na' pode
ser justificada pela adi¢do do agente redutor NaBH4 e a presenca dos ions CI” possivelmente
originados pelo processo de reducio do sal de ouro (AuCls” + le” > Au’) ou pela solubiliza¢io

do polimero SiPy.

5.2 CARACTERIZACAO ELETROQUIMICA DOS ELETRODOS ECV, 0x-ECV, ox-ECV-
[SiPy] e ox-ECV-[AuNPs-SiPy]

O emprego do polimero SiPy como polieletrolito catidonico na automontagem de filmes
Layer-by-layer (LbL) consiste de uma abordagem muito aplicada na literatura, a qual ja vem
sendo obtida no nosso grupo (GDEM) atrelado ao uso dos polidnions azul da prassia (CALACA
et al., 2017), acido polivinil sulfonico (PVS) (SANTOS et al., 2012) e tetrasulfoftalocianina de
niquel (IT) (NiTsPc) (SANTOS et al., 2014). A aplicabilidade dessa metodologia se deve, pela
capacidade de se obter filmes nanoestruturados por uma técnica simples e estes apresentarem
novas propriedades distintas dos filmes de seus materiais precursores (RICHARDSON;
BJORNMALM; CARUSO, 2015). Entretanto, o SiPy também pode ser empregado diretamente
na superficie do eletrodo. Um exemplo ¢é a pesquisa de Mossanha e colaboradores (2017) que
demonstraram a utilizagdo do AuNPs-SiPy imobilizado sobre um ECV junto ao uso do acido
tiolado na obten¢do de uma SAM.

Desta forma, no presente trabalho empregou-se o nanohibrido AuNPs-SiPy como
modificador da superficie do ECV, o qual foi oxidado em acido, com intuito de formar grupos
oxidados negativos na superficie do eletrodo (JAROCKA et al., 2014; DEKANSKI et al.,
2001), para entdo por meio de interacdo eletrostatica ligar-se aos grupos piridinicos (positivos)
presente no AuNPs-SiPy, obtendo o ox-ECV-[AuNPs-SiPy].

Sequencialmente, o comportamento eletroquimico das AuNPs imobilizadas na
superficie do ox-ECV foi investigado por medidas de voltametria ciclica em H2SO4 0,5 mol L
!, O voltamograma ciclico do ox-ECV-[AuNPs-SiPy], obtido pela interacdo eletrostatica entre
a carga positiva do nanohibrido e a carga negativa do 6xido formado na superficie do carbono
vitreo, apresentou um potencial de pico anddico (Epa) € de pico catddico (Epc) em 0,41 ¢ 0,95

V (vs. Ag|AgCl), respectivamente (Figura 21).
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Figura 21 — Voltamogramas ciclicos para os ECV, 0x-ECV, 0x-ECV-[SiPy] e 0x-ECV-[AuNPs-SiPy], obtidos em
0,5 mol L H,SO4 a 50,0 mVs ™.
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Fonte: A autora.

De acordo com a literatura (WANG et al., 2013; BURKE; NUGENT, 1997), os
processos redox tipicos para um eletrodo de ouro ocorrem com um pico anddico em torno de
+1,18 V e um pico catoédico em +0,85 V (vs. Ag|AgCl). Esses processos estdo associados a
formagdo de 6xidos de ouro (O= Au—(H20).ds € Au=O) durante a varredura anddica, que
permanecem absorvidos na superficie eletrodica durante a varredura reversa. O fato de que
neste trabalho, os potenciais de pico apresentaram-se em valores menores, deve-se
provavelmente a facilidade do processo de transferéncia de elétrons proporcionado pelas
AuNPs estabilizadas na estrutura tridimensional do silsesquioxano.

Com o intuito de avaliar o papel das AuNPs na superficie do ox-ECV, obteve-se um
eletrodo formado apenas pelo polieletrolito SiPy, obtido a partir do gotejamento da solugdo de
SiPy sobre a superficie de carbono oxidada, o qual denominamos de filme drop-coating ox-
ECV-[SiPy]. Notou-se nos voltamogramas ciclicos ilustrados na Figura 21 que esse eletrodo,
sem AuNPs, assim como 0x-ECV e ECV, ndo apresentaram corrente faraddica sob as mesmas
condi¢des eletroquimicas que o 0x-ECV-[AuNPs-SiPy], confirmando que a presenga dos picos

observados ¢ devido as AuNPs imobilizadas sobre a superficie do ECV.
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Em estudo posterior, a estabilidade do ox-ECV-[AuNPs-SiPy] foi avaliada por
sucessivas varreduras de potencial (22 ciclos) entre 0,2 e 1,6 V. De acordo com os valores de
corrente de pico catddica (I,c) e Epe dos respectivos voltamogramas (Figura 22 A e B)
permaneceram praticamente inalterados, ou seja, para valores de Ipc observou-se uma variagao
de (1,34 %) e para Epc ndo ocorreu variagao.

Figura 22 — Estabilidade de resposta do ox-ECV-[AuNPs-SiPy] analisado em termos de (A) L. e (B) E,c em
fungdo do niimero de ciclos voltamétricos.
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Fonte: A autora.

Esses resultados sugerem que as AuNPs estabilizadas no polimero SiPy permanecem
estaveis na superficie do eletrodo de carbono vitreo, mesmo que nio seja empregado um
polianion para estabiliza-l1a nessa superficie eletrodica como realizado no trabalho de Mossanha
e colaboradores (2017).

Apos esse estudo, realizou-se a mudanga do eletrolito suporte para tampao PBS 0,50
mol L}, visto que estudos seguintes foram realizados na presenca de biomoléculas de DNA
como também em amostras de soro sanguineo. Desta forma, tem-se a necessidade do emprego
de um meio tamponado em pH 7,4 (pH fisioldgico) para simular as condigdes normais do corpo
humano e comparar com outras técnicas. Os voltamogramas ciclicos do ECV, ox-ECV, ox-
ECV-[SiPy] e 0x-ECV-[AuNPs-SiPy] foram realizados em tampao PBS (Figura 23), nos quais
verificou-se a auséncia de processo faradaico para os quatro sistemas eletroquimicos

analisados.
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Figura 23 — Voltamogramas ciclicos dos ECV, 0x-ECV 0x-ECV-[SiPy] e ox-ECV-[AuNPs-SiPy] obtidos em 0,5
mol L' do tampdo PBS, a 50,0 mVs™.

4
2 |
O -
2.
< 4
3 J
= 6-
5 —ECV
. ox-ECV
-10- ox-ECV-[SiPy]
. ox-ECV-[AUNPs-SiPy]

-0,4 | -0,2 | O,IO | 0:2 0,|4 O:G 0,8
E (V) vs. Ag|AgClI

Fonte: A autora.

Devido a presenca apenas da corrente capacitiva em todos os eletrodos estudados, e
com o intuito de monitorar as propriedades do processo de transferéncia de elétrons a cada etapa
da construcdo do biossensor a ser desenvolvido, as medidas eletroquimicas seguintes foram
realizadas na presenca do marcador redox 5,0 mmol L™ K4[Fe(CN)s]/K3[Fe(CN)¢], a qual é
comumente empregado na caraterizagdo de biossensores (YE et al., 2018; GONG; WANG;
YANG, 2017; MASHHADIZADEH; TALEMI, 2016).

As plataformas ECV, ox-ECV, ox-ECV][SiPy] e ox-ECV-[AuNPs-SiPy] foram
caracterizadas por medidas VC e EIE (cujas cores dos graficos correspondem entre si). Na
Figura 24 (A) sdo ilustrados os voltamogramas ciclicos dos eletrodos estudados, os quais
apresentam um processo quase reversivel em torno de 0,2 V (Tabela 4) atribuido ao marcador
redox ([Fe(CN)s]*/*") utilizado. De outro modo, a Figura 24 (B) ilustra os diagramas de
impedancia eletroquimica, representados na forma de graficos de Nyquist, que exibem duas
regides: uma parte semicircular, correspondente ao processo limitado por transferéncia de
elétrons e um segmento linear representando o processo difussional dos ions [Fe(CN)e]*/*-
(BRETT; BRETT, 1993; BARD; FAULKNER, 2001). Todos os valores de Rt (Tabela 4) foram

obtidos pelo software Nova 2.1 através de um circulo equivalente.
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Figura 24 — (A) Voltamogramas ciclicos (velocidade de varredura: 50,0 mV s!) e (B) diagramas de Nyquist
(potencial de circuito aberto OCP); faixa de frequéncia: 10,0 kHz to 0,1 Hz; amplitude: 10 mV) obtidos para os
ECV, 0x-ECV, 0x-ECV-[SiPy] € 0x-ECV-[AuNPs-SiPy] em 0.5 mol L™! de tampao PBS (pH 7,4) na presenga de
5,0 mmol L' K4Fe(CN)e/K3Fe(CN)g, a 20 °C.
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Tabela 4 — Valores de Ipa, Ipc, Alp, Epa, Epe, AEp, Rs, Ret € erro Re: obtidos por medidas de VC e EIE parao ECV e
os ECVs modificados. O erro Re corresponde a porcentagem de erro que a analise de EIE proporciona.

AIp Epa Epc AEp EITO Rct
@A) | mV) |@mVv)| mv) | @@ [ Ral@ 7

1 103,4 -102,4  102,9 0,2 0,2 0,2 98,5 50,2 1,8

Etapa | Ipa (LA) | Tpe (LA)

2 68,3 -75,8 72,0 0,3 0,1 0,2 104,5 851,8 1,9
3 85,5 -99,3 92,4 0,3 0,2 0,2 102,2  502,3 1,7
4 74,6 -1223 98,4 0,3 0,1 0,2 101,3  402,6 2,0

*1: ECV; 2: 0x-ECV; 3: 0x-ECV-[SiPy]; 4: 0x-ECV-[AuNPs-SiPy].
Fonte: A autora.

O voltamograma ciclico do ECV registrado na presenca do ion ferricianeto (curva
preta) apresentou um perfil tipico de um sistema reversivel (Epa = 0,2 V; Exe = 0,2 V)
envolvendo a transferéncia de 1 elétron, que é o esperado para o par [Fe(CN)s]*/[Fe(CN)s]*.
Esse eletrodo, também apresentou valor de corrente de pico (Al,) relativamente alto de 102,9
LA, caracteristico desse material. A presenga dos grupos oxidados (JAROCKA et al., 2014);
DEKANSKI et al., 2001) na superficie do 0x-ECV fez com que o processo redox se tornasse
menos definido (Epa = 0,3 V; E,c = 0,1 V), interferindo no processo de transferéncia eletronica
da molécula sonda negativa para interface eletrodo/solucdo. Dessa forma, o valor de Al (72,0
pLA) mostrou-se menor que para ECV. A imobilizagdo das AuNPs na superficie do eletrodo

através de ligagdes eletrostaticas (ox-ECV-[AuNPs-SiPy]) apresentou Al, de 98,4 pA, valor
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maior do que a etapa anterior, devido as propriedades que esse material oferece (SAHA et al.,
2012). Porém, o perfil voltamétrico observado apresentou-se menos reversivel para o polimero
com as AuNPs, quando comparado ao ox-ECV-[SiPy] Al, 92,4nA, o que ndo era esperado
devido a presenca das AuNPs. Uma possivel explicagdo para este comportamento ¢ que devido
a interacdo entre o marcador redox com as AuNPs presentes no nanohibrido carregado
positivamente, o transporte de massa que passa através do filme é dificultado. Esse fato, foi
confirmado pelo emprego de um marcador eletroquimico positivo, tal como o hexaminruténio
II e III ([Ru(NH3)6]**/**). Como observado na Figura 25, o maior valor de Al,, obtido foi (116,6;
63,7; 78,0 e 107,4 pA, respectivamente para ECV, ox-ECV, ox-ECV-[SiPy] e ox-ECV-
[AuNPs-SiPy]) (Tabela 5). A melhora do perfil do voltamograma contendo AuNPs ocorre
devido a falta de interacdo da carga positiva do marcador redox com a carga positiva do
nanohibrido.

Figura 25 — Voltamogramas ciclicos dos ECV, ox-ECV, ECV-[SiPy] e ECV-[AuNPs-SiPy] obtidos em 0,5 mol
L' de tampdo PBS (pH 7,4) na presenca de 5,0 mmol L' do marcador redox ([Ru(NH;3)6]**/3").
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Fonte: A autora.
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Tabela 5 — Valores de Ly, Iye, Aly, Epa, Epc € AE;, obtidos por medidas de VC para o ECV e os ECVs modificados
preparadas em tampdo PBS (pH 7.,4) 0,5 mol L ™! na presenca de 5,0 mmol L' ([Ru(NH;)¢]>"/*").

Etapa | Ipa (LA) Ipe (RA) Alp (A) | Epa(mV) | Epe(mV) | AE, (mV)
1 86,6 -146,3 116,6 -0,1 -0,2 -0,2
2 43,8 -83,5 63,7 -0,1 -0,2 -0,2
3 51,6 -104,4 78,0 -0,1 -0,2 -0,2
4 78,9 -135,9 107,4 -0,1 -0,2 -0,2

*1: ECV; 2: 0x-ECV; 3: 0x-ECV-[SiPy]; 4: ox-ECV-[AuNPs-SiPy].
Fonte: A autora.

O Diagrama de Nyquist (Figura 24 (B)) para ECV evidenciou a presenga de um
pequeno semicirculo (Re: = 50,2 Q), associado a rapida cinética de transferéncia de elétrons
desse material. Por outro lado, ap6s oxidacdo voltamétrica do eletrodo em H2SO4 (0x-ECV)
apresentou um aumento para Re: (851,8 Q), consequéncia da presenga dos grupos oxidados na
superficie os quais interferem no processo de transferéncia eletronica do marcador
eletroquimico negativo para interface eletrodo/solugdo. A ligacdo eletrostatica entre o
nanohibrido AuNPs-SiPy com ox-ECV, forneceu uma diminui¢do no Re (402,6), o que esta
associado as propriedades elétricas das AuNPs (SAHA et al., 2012). Na plataforma ox-ECV-
[SiPy] foi observado um pequeno aumento no Ret (502,3 Q) comparado a plataforma com
AuNPs.

Os resultados apresentados nesse topico evidenciam que a plataforma proposta ox-
ECV-[AuNPs-SiPy] ¢ promissora e qualifica-se como um material a ser empregado na
construcdo de biossensores, visto que exibiu excelentes respostas eletroquimicas e as AuNPs

mostram-se estaveis para serem utilizadas na superficie do eletrodo.

5.3 ETAPAS DE OTIMIZACAO DO BIOSSENSOR DE DNA

Nesta etapa, sobre a plataforma ox-ECV-[AuNPs-SiPy] procedeu-se primeiramente
com a imobiliza¢do do ssDNA tiolado - ZIKV1. Ou seja, a quimissorsdo, formacgao da ligacdo
covalente entre o0 Au do nanohibrido com o S presente no DNA sonda, formando uma espécie
de SAM. Essa ligagdo caracteriza-se por ser uma ligagdo quimica forte, a qual proporciona um
sensor com maior sensibilidade e reprodutibilidade (AUSTIN et al., 2014). Sequencialmente,
realizou-se a hibridacdo com o ssDNA alvo — ZIKV2 e ambas etapas foram avaliadas via EIE.

Com intuito de maximizar a resposta da formagao da hibridacdo entre as ssDNA sonda e alvo
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sobre a biossensor para deteccdo do ZIKV, alguns parametros foram selecionados tais como,
quantidade de AuNPs-SiPy, tempo de incubacdo do eletrodo na solugdo do ZIKV1 (tempoinc),
concentracdo do ZIKV1 ([ZIKV1]) e temperatura de hibridagdo da ZIKV?2. Esses fatores foram
analisados por processos de otimiza¢do univariada ou multivariada (n = 3). Os dados foram
selecionados através do maior valor de ARc obtido pela técnica EIE, entre a etapa de
imobilizacdo e hibridacdo das fitas de DNA.

A quantidade de AuNPs-SiPy foi analisada através de uma analise univariada, em uma
faixa de 2 a 15 pL empregados sobre o eletrodo frente a resposta de AR para as biomoléculas.
A Figura 26 demonstra primeiramente um aumento dos valores AR até 5 puL e sequencial
decréscimo com o aumento da quantidade de AuNPs-SiPy. Dessa maneira, esse estudo sugeriu
5 uL como a quantidade mais adequada de AuNPs a ser utilizada na construg¢ao do biossensor.

Figura 26 — Efeito da quantidade das AuNPs-SiPy empregadas na construg¢@o do biossensor em fung¢éo do valor
da ARct.
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Fonte: A autora.

Os parametros [ZIKV1] e tempoinc @ serem empregados na preparacdo do biossensor
foram estudados em um processo de otimizagdo multivariada empregando-se um planejamento

fatorial completo 3% de acordo com a Tabela 2 apresentada anteriormente na se¢do de materiais



58

e métodos. Os resultados obtidos no planejamento fatorial completo 3> foram organizados na
Tabela 6.
Tabela 6 — Matriz do planejamento fatorial completo 32 utilizada para a otimizagdo das varidveis envolvidas na

preparagio do biossensor. Os niveis das variaveis estudados foram: [ZIKV1] =1 (-), 5,5 (0) € 10 pmol L! (+); e
tempo de incubagdo =90 (-), 120 (0) e 150 min (+).

tempOinc [ZIKV1] AR (%)
- - 239,45
+ - 213,73
+ 226,43
+ 238,49
0 287,23
0
0

286,24
288,94
- 254,36
+ 242,71
- 0 252,51
+ 0 256,80

Fonte: A autora.

O processamento estatistico dos dados experimentais mostrou que o [ZIKVI1] e o
tempoinc tiveram efeitos significativos na resposta ARct (com nivel de confianca de 95%). Além
disso, o efeito de interacdo de segunda ordem entre as duas variaveis foi estatisticamente
significativo para a obtencdo de uma maior sensibilidade ao biossensor, como pode ser
evidenciado no grafico de Pareto (NETO; SCARMINIO; BRUNS, 1995) (Figura 27). Esse
comportamento sugere que as variaveis influenciaram na resposta do AR simultaneamente.
Logo, esse resultado demonstra que o efeito de ambos os fatores ndo deve ser levado em conta

individualmente.
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Figura 27 — Grafico de Pareto para o efeito resultante da otimizagao da variavel por planejamento fatorial completo
32 (com 95% de nivel de confianga).

[ZIKV1] (2Q) 133‘35272 1
tempo inc (1Q) 126.48736
121 13,82965
1Q72Q 8,032104
1Q72L -7,40547
1L*2Q 4,700275
tempo inc (1L) -2)80055
[ZIKV1](2L) 0,0268996
p=0,05

Efeito padronizado (valor absoluto)
Fonte: A autora.
Os resultados obtidos a partir do planejamento fatorial 32 foram ajustados para um
modelo quadratico, no qual a resposta (AR¢) foi apresentada em funcdo do [ZIKV1] e do

tempoinc. A Equacdo (6) resultante foi:

AR = 72.033 + 0.308 X tempo;,,. — 7.823 X (tempo;,)? + 1.965 X
[ZIKV1] — 9.108 x ([ZIKV1])? — 2.372 X tempo;, X [ZIKV1] + 2.702 X
(tempoi,c)? X [ZIKV1] + 2.545 X (tempo;,)? X ([ZIKV1])? (6)

A validade estatistica do modelo quadratico obtido foi avaliada pela aplicacdo da
analise de varidncia (ANOVA) (NETO; SCARMINIO; BRUNS, 1995), e os respectivos
resultados estdo apresentados na Tabela 7. Verificou-se que a regressdo do modelo foi
estatisticamente significativo ao nivel de confianga de 95%, e que a variabilidade explicada
pelo modelo foi muito proxima da variagio maxima explicavel (R? = 0,9890; Adj-R?=0,9633).
Além disso, ndo foi identificado falta de ajuste (LOF) (FLor = 10,15 <Fi295% = 18,51), o que
significa que o modelo quadratico proposto teve um bom ajuste aos dados experimentais e foi
capaz de prever com confiabilidade de 96,3% do comportamento da varidvel dependente (ARc()

versus as variaveis independentes estudadas ([ZIKV1] e tempoinc).



Tabela 7 — Resultados ANOVA do modelo quadratico para otimiza¢do do biossensor.
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Fator Soma Graus de Média F
quadratica liberdade quadratica P
[ZIKV1] 129.11 2 64.56 181.02 0.0055
tempOinc 88.68 2 44.34 124.33 0.0080
[ZIKV 1]*tempOinc 36.35 3 12.12 33.97 0.0287
Falta de ajuste 3.62 1 3.62
10.15 0.0860
Erro puro 0.71 2 0.36
Total 393.90 10

Variagdo méxima explicavel: R? = 0.9164; Variagio explicavel: Adj-R? = 0.8329.

Fonte: A autora.

O grafico da superficie de resposta tridimensional correspondente ao modelo

quadratico estd apresentado na Figura 28. Pode-se observar que, dentro do intervalo

experimental estudado para ambas as variaveis, 0 AR passa por um maximo, o que corresponde

a regido experimental 6tima para a preparacdo do biossensor do DNA do ZIKV. Além disso,

pode-se notar que o ponto central do planejamento fatorial 32 esta localizado precisamente

naquela regido. Assim, tais condi¢des experimentais foram adotadas como Otimas para a

construgdo do biossensor: [ZIKV1] = 5,0 umol L' e tempo = 120 min.

Figura 28 — Grafico da superficie de resposta para AR em funcdo de [ZIKV1] e tempOinc.

W \A'Q

Fonte: A autora.
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A temperatura de hibridagdo do ZIKV2 também foi otimizada, pois este parametro ¢
importante ¢ mostra relacdo ao aumento da especificidade das ssDNAs frente ao processo de
hibridacdo (BENVIDI et al., 2015a). Desta forma, empregou-se nessa otimizacdo a analise
univariada a partir da avaliacdo dos dados de AR obtidos dos Diagramas de Nyquist. A Figura

29 mostrou uma relag@o entre o aumento da temperatura com os valores de ARc;.

Figura 29 — Efeito da temperatura em fungo da ocorréncia da hibridagao e resposta do biossensor.

310 ]
305—.
300—-
295—_
ke 290—.

AR (%)

285 -
2801 |

. 1
275 -

25 30 35 40 45 50
Temperatura de hibridagao (°C)

Fonte: A autora.

Para esse trabalho escolheu-se a temperatura de 37 °C, visto que a superficie
permaneceu umida, ou seja, somente os ssSDNA alvo que hibridaram foram detectados pela
técnica excluindo os oligonucleotideos ndo adsorvidos. Fato ndo observado para a temperatura
de 50 °C, que neste caso ocorreu a evaporacdo de todo solvente presente na solugdo, ou seja,
verificou-se a saturacdo da superficie do eletrodo. Segundo dados da literatura, a temperatura
normalmente emprega € de 37 °C, o que esta de acordo com esse trabalho (BENVIDI et al.,

2015b; SHI et al., 2014; SINGHAL; PUNDIR; NARANG, 2017).

5.4 CARACTERIZACAO DO BIOSSENSOR DE DNA

O biossensor obtido com os valores otimizados (quantidade de AuNPs =5 pL, tempoinc

= 2h, [ZIKV1] = 5 pmol L' e temperatura de hibridagio da ssDNA alvo = 37 °C) foi
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caracterizado por medidas VC ¢ EIE a cada etapa de construgdo, Figura 30 (cujas cores estdo

atreladas entre si), Tabela 8 ¢ 9.

Figura 30 — (A) Voltamogramas ciclicos (velocidade de varredura: 50.0 mV s™! e (B) diagramas de Nyquist (OCP;
faixa de frequéncia: 10,0 kHz to 0,1 Hz; amplitude: 10 mV) para as etapas da construgdo do biossensor de ZIKV,
em 0.5 mol L™! tampdo PBS (pH 7,4) na presenga de 5,0 mmol L' K4Fe(CN)s/K3Fe(CN)s, temperatura para
hibridagdo: 37 °C, 5 umol L™! de ZIKV1 e ZIKV2/no-ZIK V2.

150 5
@ ECV
(A) | oxEcv (B)
100 - @ ox-ECV-[AuNPs-SiPy]
4 ox-ECV-[AuNPs-SiPy]/ZIKV1
@ Oox-ECV-[AUNPs-SIPY)/ZIKV1/ZIKV2
50 - 1@ ox-ECV-[AUNPs-SiPY)/ZIKV1/no-ZIKV2
— 3
< 0- G
2 <
— = 24
-50- N
14
-100 1
_1 50 v 1 v 1 N 1 v 1 N 1 M 1 0 — T T T T T T L] ¥ 1 i
-04 -0,2 00 02 04 06 0,8 0 1 2 3 4 5
E (V) vs. Ag|AgCl Z'(kQ)

Fonte: A autora.

Tabela 8 — Valores de I, Ly, Alp, Epa, Epe € AE;, obtidos por medidas de VC para os ECV e ECVs modificados em
cada etapa de construcdo do biossensor.

Etapa Ipa (MA) Ipc (HA) AIp (].,lA) Epa (mV) Epc(mV) AEp (mV)

1 98,3 -99,8 99,1 0,2 0,1 0,2
2 68,3 -75,8 72,0 0,3 0,1 0,2
3 69,2 -112,5 90,9 0,3 0,1 0,2
4 42,3 -90,0 65,1 0,3 0,1 0,2
5 26,5 -55,1 40,8 0,3 0,1 0,2
6 40,5 -84,4 60,4 0,3 0,1 0,2

* 1: ECV; 2: ox-ECV; 3: ox-ECV-[AuNPs-SiPy]; 4: ox-ECV-[AuNPs-SiPy])/ZIKV1; 5: ox-ECV-[AuNPs-
SiPy])/ZIKV1/ZIKV2; 6: 0x-ECV-[AuNPs-SiPy]/ZIKV1/No-ZIK V2.
Fonte: A autora.
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Tabela 9 — Valores de Rs, R, erro Ret, Cai € W obtidos por medidas de EIE para os ECV e ECVs modificados em
cada etapa de construcgdo do biossensor.

Ftapa | Rs(Q) Re(Q) | ARw(%) Rir(r;) ) (“ch‘}l_l) (uF\Y“'I)
1 98,5 50,2 i 1.8 211,7 1,67
2 104,5 851,8 1596,8 1,9 40,2 1,16
3 1013 4196 -103,0 2,1 104,0 1,28
4 105,8 1003,4 139, 1.6 38,7 1,02
5 120,4 3994.4 298,1 2,0 28,0 0,86
6 108,9 1410,1 28,8 1,7 352 0,8

* 1: ECV; 2: ox-ECV; 3: ox-ECV-[AuNPs-SiPy]; 4: ox-ECV-[AuNPs-SiPy])/ZIKV1; 5: ox-ECV-[AuNPs-
SiPy])/ZIKV1/ZIKV2; 6: 0x-ECV-[AuNPs-SiPy]/ZIKV1/No-ZIK V2.
Fonte: A autora.

A imobilizacdo do ZIKV1 sobre a plataforma ox-ECV-[AuNPs-SiPy] ocorreu via
quimissorsao (ligagdo covalente de elevada afinidade S-Au) do ssDNA sonda a superficie do
eletrodo, o qual resultou na diminui¢ao do Alp (65,1 pA) e aumento do Re (1003,4 Q). Esse
resultado se deve ao comportamento isolante que a biomolécula imobilizada apresenta
(DINCKAYA etal.,2011). Porém, antes da imobilizacdo do DNA sonda (para ocorrer a ligagdo
covalente entre Au-S), foi necessario primeiramente a quebra da ponte dissulfeto da
extremidade 5° presente no DNA sonda. A quebra dessa ligag@o para este trabalho foi realizada
somente pela incubacdo da plataforma ox-ECV-[AuNPs-SiPy] na solu¢do do ZIKV1 (Figura
31).

Dessa forma, ndo foi necessario o emprego de um pré-tratamento quimico, o que
também geraria um custo a mais e haveria perda de certa quantidade de amostra. Ou seja, esse
trabalho apresenta uma nova proposta para imobilizagdo, diferente do trabalho de (WANG et

al., 2017) que utilizaram ditiotreitol (DTT) para a quebra da ponte enxofte.
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Figura 31 — Representag@o esquematica da quebra da ligagdo dissulfeto presente no ssDNA sonda e respectiva
formacgdo da ligagdo covalente (S-Au) com as AuNPs presente na superficie do eletrodo.
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b o,
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e
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"‘:
] (JJ
5, e

Fonte: A Autora.

Com o intuito de confirmar a ocorréncia da ligagdo S-Au (quebra da ligagéo dissulfeto)
sobre a superficie do eletrodo sem a utilizacdo de qualquer pré-tratamento quimico, foi realizada
a imobilizagdo com cistamina (molécula muito utilizada em SAM (MASHHADIZADEH;
TALEMI, 2016), que possui a formula molecular C4H12N2S») sobre ox-ECV-[AuNPs-SiPy] ao
invés do ZIKV1. Nesse ensaio, a ligacdao covalente foi confirmada pelo aumento do valor de
Ret (de 493,3; 4444,1; 4402,9 Q sequencialmente) (Figura 32), que estd em concordancia com

a imobilizacdo do ZIKV1 (no qual ocorre o aumento dos valores de R, de 419 para 1003 Q),
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apresentado anteriormente Figura 30. Dessa forma, ¢ possivel dizer que a imobilizagdo do DNA
sonda ocorre de maneira similar a molécula de cistamina sobre as AuNPs, como apresentado o
esquema na Figura 33.

Figura 32 — Diagramas de Nyquist do ox-ECV-[AuNps-SiPy] na presenga e auséncia de cistamina obtidos em

tampdo PBS 0,5 mol L™' (pH 7,4) na presenca 5,0 mmol L' K4Fe(CN)¢/K3Fe(CN)g, temperatura ambiente (OCP;
faixa de frequéncia: 10,0 kHz 4 0,1 Hz; amplitude: 10 mV).
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Fonte: A autora.

Figura 33 — Representacao esquematica da formagao da ligagdo covalente entre cistamina e ouro. (A) Aproximagao
do cistamina na superficie de ouro. (B) Quando os atomos de enxofre e ouro estdo proximos suficiente, ocorre o
rompimento da ligagdo S-S a0 mesmo tempo em que duas ligagdes tiol-Au se formam. Em (C) ocorre a formagéo
da ligacao tiol-Au e (D) as moléculas se auto organizam.

HN' 55 NH, -
— HN™ '$—S. NH,

) - (8)

(D) dum (©

Fonte: Adaptado de WATANABE; DOS SANTOS; BUENO, 2009.
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Apos a imobilizagdo do ZIKV1 a obtengdo do biossensor, realizou-se a incubagdo do
0x-ECV-[AuNPs-SiPy]/ZIKV1 na solug¢do do DNA alvo, ZIKV2 para o processo de
hibridacdo. No qual, essa etapa apresentou uma diminui¢do no valor de Al, (40,8 pA) e um
aumento nos valores de Ret (3994,4 Q), que evidencia a formacgdo da dsDNA. Esta quando
formada, faz com que o sistema se apresente mais resistivo, ou seja, impede o processo redox
do marcador eletroquimico. (DINCKAYA et al., 2011). E importante ressaltar que o emprego
de oligonucleotideos complementares entre si (ZIKV1 e ZIKV2) de forma paralela, evidenciou
o processo de hibridagdo e caracteriza-se por ser uma abordagem alternativa na construgdo de
biossensores (BHARDWAJ; SHARMA, 2014). Como as sondas de DNA usadas nao foram
marcadas, foi empregado [Fe(CN)s] **>* como marcador eletroquimico. Essa estratégia nos
permitiu acompanhar as mudangas ocorridas nas propriedades interfaciais dos eletrodos apos a
modificagdo com AuNPs e as sequéncias de DNA, bem como a ocorréncia do processo de
hibridag@o, o que consistiu dessa forma um biossensor lable free.

Por outro lado, para a imobilizagdo do controle negativo, no-ZIKV2, ndo observou
mudanga significativa nos valores de Al,, (60,4 pA) e Ret (1410,1 Q) comparado a ultima etapa.
Este resultado indica a auséncia da hibridagdo para entdo formac¢do da dsDNA, comprovando a
especificidade do biossensor (LIU et al., 2010). E relevante mencionar nesse trabalho no foi
utilizado um controle negativo sendo de origem de outro flavivirus como DENV, CHIKV ou
YFV visto que o DNA sonda utilizado foi previamente selecionado de uma regido intergénica
que houvesse a menor probabilidade de haver reacdo cruzada com outros virus pertencentes a
mesma familia (ZHANG et al., 2016).

Além dos valores de Rct € ARct, outros pardmetros foram obtidos através da EIE (Figura
30 (B)) e podem ajudar a elucidar uma melhor compreensdo da constru¢do do biossensor. A
resisténcia presente no eletrolito, eletrodo e contatos, Rs, demonstrou um pequeno aumento (de
98,5 a 120,4 Q) durante as etapas de construgdo do biossensor, devido ao efeito isolante dos
oligonucletideos empregados. Os valores de Cq;, um elemento de fase constante (responsavel
pela capacitancia de dupla camada) diminuiu de 211,7 a 28,0 pF ™! devido haver um
decréscimo da area da interface sensor/eletrolito pela imobiliza¢ao de biomoléculas. Em relagdo
aos valores de W (que relaciona o processo difussional), também sofreram uma diminui¢ao de
1,67 a 0,86 uF ™!, Essa reducdo esta relacionada ao armazenamento de carga na superficie do

eletrodo. Logo, a medida que o processo de imobilizacdo ocorre, o processo de transferéncia de



67

elétrons esta sendo mais dificultado e a carga intercalada dentro na superficie do ECV contendo

oligonucleotideos é diminuida (GONCALVES; PEREIRA; MARCHESI, 2017).

5.5 EFEITO DA ESPECIFICIDADE DO DNA ALVO

Assim como observado nas etapas de caracterizacdo do biossensor, a resposta da
hibrida¢do do ZIKV2 com a ssDNA sonda foi mais significativa que em relagdo para no-
ZIKV2. Deste modo, com intuito de observar se ha influéncia na resposta do ssDNA alvo na
presenga de outro ssDNA em solugdo, adicionou-se os ssDNAs (ZIKV2 + no-ZIKV2). O
objetivo desse estudo se deve que em uma amostra real, havera ndo somente o RNA do ZIKV,
porém outras biomoléculas, trata-se de uma amostra complexa. O diagrama de Nyquist (Figura
34) demonstra que a resposta do processo de hibrida¢do com a mistura (ZIKV2+no-ZIKV2)
(2366,1 Q e 76,3%) em relagdo a somente ZIKV2 (2490,7 Q e 77,1%) ndo ¢é significativamente
afetada (Tabela 10), respectivamente. Desta forma essa andlise comprova a seletividade e
especificidade entre o ZIKV1 e ZIKV2, os quais sdo complementares entre si.

Figura 34 — Diagramas de Nyquist do 0x-ECV-[AuNPs-SiPy]ZIKV1 na auséncia e presenca de ZIKV2 e presenca
da mistura de ZIKV2 + no-ZIKV2, obtidos em 0,5 mol L™ tampdo PBS (pH 7,4) contendo 5,0 mmol L' de

K4Fe(CN)s/K3Fe(CN)g, temperatura de hibridagao: 37 °C (OCP; faixa de frequéncia: 10,0 kHz a 0,1 Hz; amplitude:
10 mV).
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Fonte: A autora.
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Tabela 10 — Valores de R, Ret € ARt obtidos por medidas de EIE para os ECVs modificados para o estudo da
especificidade do ssDNA alvo.

Etapa Rs(Q) Ret () ARt (%)
1 98.5 559,5 -
2 104,5 1940,2 300,0
3 101,3 1898,7 290,8

*1:  ox-ECV-[AuNPs-SiPy]/ZIKV1; 2: ox-ECV-[AuNPs-SiPy]/ZIKV1/ZIKV2; 3: ox-ECV-[AuNPs-
SiPy])/ZIKV1/ZIKV2+No-ZIKV2.
Fonte: A autora.

5.6 EFEITO DO MARCADOR REDOX EMPREGADO

Conforme mencionado anteriormente, o marcador redox interagiu com a superficie do
eletrodo, o que poderia resultar em respostas falsas positivas, uma vez que o aumento do AR
poderia ser devido a imobiliza¢do do [Fe(CN)s]*/*" e ndo das biomoléculas na superficie do
biossensor. Portanto realizou-se um experimento a fim de verificar que essa interagdo nao
afetaria na resposta do eletrodo. Desta forma, optou-se pela imobilizagdo do marcador redox
([Fe(CN)s]*/*) na superficie de ox-ECV-[AuNPs-SiPy] no lugar das biomoléculas. Pode-se
observar na Figura 35, que o diagrama de Nyquist ndo exibiu aumento significativo dos valores
de Rt (38,7 a 7,3 %) comparado com ZIKV1 (298,1%) para 2 h e 2h 50min (Tabela 11),
indicando que o marcador redox usado ndo afetou significativamente na resposta do sensor.

Desta maneira, o biossensor proposto pode ser empregado para detecgdo do ZIKV.
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Figura 35 — Diagramas de Nyquist para ox-ECV-[AuNPs-SiPy] modificado pela incubagéo de 2 h ou 2 h 50 min
em [Fe(CN)¢**], obtidos em 0,5 mol L' tampio PBS (pH 7,4) na presenca de 5,0 mmol L'
K4Fe(CN)¢/K3Fe(CN)g, a temperatura ambiente (OCP; faixa de frequéncia: 10,0 kHz a 0,1 Hz; amplitude: 10 mV).
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00 02 04 06 08 1,0 1,2
Z'(Q2)
Fonte: A autora.

Tabela 11 — Valores de R, Re, erro R obtidos por medidas de EIE para os ECVs modificados para o estudo do
efeito do marcador redox empregado.

Etapa Rs(Q) Ret (Q) AR« (%)
1 87,48 303,26 -
2 81,45 426,95 387
3 78,61 473,33 72
Zji;fCV-[AuNPs-SiPyL 2: ECV-[AuNPs-SiPy]/(Fe(CN)¢"™) (2 h), 3: ECV-[AuNPs-SiPy]/(Fe(CN)¢"™>) (2 h 50

Fonte: A autora.

5.7 A INFLUENCIA DAS AuNPs-SiPy NA COMPOSICAO DO BIOSSENSOR

Para justificar o uso das AuNPs-SiPy na formacao da ligagdo covalente (S-Au) do
grupo tiolado do ssDNA sonda ZIKV1 e consequentemente incremento de resposta do
biossensor, foi realizado um estudo comparativo utilizando trés configuracdes de plataformas
para hibridar com ssDNA alvo ZIKV2: ox-ECV, ox-ECV-[SiPy] e 0x-ECV-[AuNPs-SiPy],
todos ligados ao probe ssDNA do ZIKV1 (Figura 36). Ap6s a hibridacdo, os valores de AR

foram listados na Tabela 12.
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Figura 36 — Diagramas de Nyquist referente as configuragdes (A) ox-ECV/ZIKV1, (B) ox-ECV-[SiPy]/ZIKV1 e
(C) 0x-ECV-[AuNPs-SiPy]/ZIK V1 analisadas frente ao ssDNA alvo ZIKV2. Obtidos em 0,5 mol L™! tampdo PBS
(pH 7,4) na presenca de 5,0 mmol L' K4Fe(CN)¢/K3Fe(CN)g, temperatura de hibridagdo 37 °C (OCP; faixa de
frequéncia: 10,0 kHz a 0,1 Hz; amplitude: 10 mV).
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Fonte: A autora.

Tabela 12 — Valores de AR obtidos ap6s a hibridac@o entre as fitas de DNA para trés diferentes configuragdes
de eletrodo de trabalho.

Plataforma ARt (QQ)
ox-ECV/ZIKV1/ZIKV2 8,62
ox-ECV-[SiPy]/ZIKV1/ZIKV2 47,38
0x-ECV-[AuNPs-SiPy]/ZIKV1/ZIKV2 277,83

Fonte: A autora.
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Os valores de AR obtidos para 0x-ECV e ox-ECV-[SiPy] sdo significativamente
menores que para ox-ECV-[AuNPs-SiPy]. Esse fato é explicado pois, na presenga da AuNPs
tem-se a formagdo de uma ligagdo covalente efetiva com a ssDNA sonda. Esta ligacdo
caracteriza-se por ser uma ligagdo quimica estavel e reprodutivel. Além disso, o emprego de
material nanoparticulado contribui em uma maior quantidade de sitios de ligacdo livres, para
ligacdo Au-S seguida pelo processo da hibridagdo, justificando o aumento significativos dos
valores de ARc. Desta forma, a utilizagdo das AuNPs-SiPy proporciona uma maior
sensibilidade ao biossensor. Ao contrario, que para as outras plataformas, ha um aumento nao
significativo, justificado pela ocorréncia de interacdes fracas podem ocorrer entre o eletrodo
modificado e as biomoléculas. Interacdes como van der Walls e eletrostaticas, as quais

comparadas com a ligacdo covalente sdo menos estaveis e reprodutiveis. (AUSTIN et al., 2014).

5.8 CARACTERIZACAO MICROSCOPICA DO BIOSSENSOR

Imagens de AFM foram obtidas para cada etapa de construcdo do biossensor (Figura
37). Como pode ser observado, o ox-ECV revelou uma superficie lisa (Figura 37 (A)) e ox-
ECV-[AuNPs-SiPy] uma superficie globular (Figura 37 (B)), sendo ambos uniformes. No
entanto, foi observado um aumento nos valores de rugosidade (Rq) de ox-ECV (9,8 nm) para
0x-ECV-[AuNPs-SiPy] (36,4 nm), provando a incorporagdo das AuNPs na superficie do ECV.
Ap6s a imobilizagdo da ZIKV1 foi observado um aumento adicional do Rq (54,8 nm) (Figura
37 (C)), associado a imobilizagdo do DNA sonda. A adigéo de alvo ZIKV2 apresentou aumento
significativo dos valores de Ry (95,8 nm) possivelmente devido a formagdo da dsDNA
(hibridagao entre as ssDNA ZIKV1 e ZIKV2), a qual ¢ mais alongada e menos flexivel que a
ssDNA sonda ZIKV1 (Figura 37 (D)). (OLIVEIRA et al., 2018; DE CASTRO et al., 2018). Por
fim, na presenca do no-ZIKV2, devido a falta da formacao da hibridagdo, um menor aumento
de Rq (69,9 nm) foi evidenciado, o que pode ser atribuido & auséncia de interagdes especificas
com o DNA sonda ou com a superficie AuNPs-SiPy (Figura 37 (E)). Nota-se, portanto a partir
dos valores apresentados na Tabela 13, as imagens corroboram com os resultados obtidos pelo
EIE, uma vez que o aumento do Rq estd de acordo com o aumento dos valores de Ret. Além
disso, observa-se que a especificidade entre 0 DNA sonda ZIKV1 e ZIKV?2 e consequentemente
a ndo especificidade para o controle negativo, o no-ZiKV2 através dos valores de ARq e ARt

Na primeira situagdo, ha o aumento significativo dos valores de ARq e AR (74,8 € 298,1%) ¢
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na segunda um menor aumento (27,5 e 28,8 %). Sendo o resultado deste estudo de suma

importancia para a aplicabilidade do sensor proposto.

Figura 37 — Imagens de AFM para (A) ox-ECV, (B) 0x-ECV-[AuNPs-SiPy], (C) ox-ECV-[AuNPs-SiPy]/ZIKV1,
(D) 0x-ECV-[AuNPs-SiPy]/ZIKV1/ZIKV2 ¢ (E) ox-ECV-[AuNPs-SiPy]/ZIKV 1/no-ZIKV2.

(A) (B)

T 14081

000

W7 4T 33828

Inm

Fonte: A autora.
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Tabela 13 — Valores de Rq € AR obtidos para cada etapa da constru¢do do biossensor versus valor de Re; € AR
obtido na caracterizagdo eletroquimica do sensor.

Etapas Rq (nm) AR (%) Ret (QQ) ARt (%)
1 9,8 - 851,8 -
2 36,4 271,4 419,6 -103,0
3 54,8 50,5 1003,4 139,2
4 95,8 74,8 39944 298,1
5 69,9 27,5 1410,1 28,8

* 1. ox-ECV; 2: ox-ECV-[AuNPs-SiPy]; 3: o0x-ECV-[AuNPs-SiPy)/ZIKV1; 4: ox-ECV-[AuNPs-
SiPy)/ZIKV1/ZIKV2; 5: 0x-ECV-[AuNPs-SiPy]/ZIKV1/No-ZIK V2.
Fonte: A autora.

5.9 CURVA ANALITICA

Curvas analiticas foram construidas sob condi¢des otimizadas (Figura 38 (A)), nas
quais o [ZIKV1] permaneceu fixo (5 umol L) e o [ZIKV2] foi variado (1,0 x 102 a 1,0 x 10-
® mol L!) para a ocorréncia do processo de hibridagdo. O aumento da concentra¢io alvo do
ZIKV2 foi monitorado pelo aumento correspondente de AR em cada medida realizada,
mostrando uma linearidade entre essas variaveis. A equagao de regressao obtida foi de ARci (%)
=42,55 Cizikvy+ 127,69, com R = 0,992 (Figura 38 (B)).
Figura 38 — (A) Curvas analiticas obtidas dos diagramas de Nyquist para ox-ECV-[AuNPs-SiPy]/ZIKV1 apds a
hibridagdo com diferentes [ZIKV2]: (a) ZIKV1, (b) 1,0 x 102 mol L' (c) 1,0 x 10" mol L', (d) 1,0 x 10! mol
L', (e)1,0x10°mol L, (f) 1,0 x 10®¥ mol L', (g) 1,0 x 10" mol L', (h) 1,0 x 10 mol L. (B) Curva de regressdo
linear, R= 0.99391, ARy (%) = 9.2477 + 11,055 Cizikv2). Diagramas obtidos em 0,50 mol L™! tampdo PBS (pH

7,4) na presenca de 5,0 mmol L™! K4Fe(CN)s/K3Fe(CN)s, temperatura de hibridaco: 37 °C, 5 umolL ™! de ZIKV1,
(OCP; faixa de frequéncia: 10,0 kHz a 0,1 Hz; amplitude: 10 mV).
300

|C

0,0+

Z'(kQ) log [ZIKV2] nmolL"

Fonte: A autora.
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O limite de deteccdo foi calculado seguindo as diretrizes da [UPAC (NIC; JIRAT;
KOSATA, 1997): LOD = 3 SD/b, onde SD ¢ o desvio padrdo das medidas em branco (na
auséncia de qualquer analito; n=3) e b ¢ o coeficiente de inclinag@o da curva analitica. O valor
de LOD = 0,41 pmol L' = 2,3 x10® cépias mL"! obtido sugere que a plataforma de ox-ECV-
[AuNPs-SiPy]/ZIKV1 apresentou uma resposta analitica promissora para detecgdo de DNA
ZIKV2, com sensibilidades e valores de LOD satisfatorios frente a sistemas encontrados na
literatura (Tabela 14). Além disso, o biossensor proposto apresenta vantagens adicionais em
relagdo a outras técnicas sensiveis apresentadas na Tabela 14. Nao ha necessidade de sintese de
cDNA, adquirir um equipamentos especial, gastar tempo e dinheiro em treinamento, conforme
exigido pelo método LAMP. Nao ha resultados falsos negativos e positivos e a necessidade de
longos tempos de diagnodstico, de acordo exigido pelo teste soroloégico AG/AB, sendo estas
biomoléculas de custo elevado. O biossensor proposto consiste de uma plataforma simples, o
qual tem o potencial de quantificar de maneira eficiente e especifica a presenga do ZIKV
rapidamente e a baixo custo. Além disso, esse sensor apresentou valores de LOD menores
comparados aos sistemas da literatura, que possuem materiais carbonaceos em sua composicao,
0s quais requerem uma certa quantidade de energia para serem sintetizados. Por outro lado, o
dispositivo proposto além de usar um material que seja de facil sintese depende somente de
agitacdo, como as AuNPs, tem-se a necessidade do emprego de uma quantidade minima de 15
uL para a construgao do biossensor.

Embora o trabalho relatado por Faria e Zucolotto (2019) mostre caracteristicas
interessantes como portabilidade e plataforma mais simples e descartavel, destacamos que
Nnosso sensor apresenta um menor tempo de ensaio para o processo de hibridagdo, uma faixa
linear mais ampla, um LOD menor (permitindo deteccdo de ZIKV em biofluidos, Tabela 1) e
ndo ha necessidade de um passo quimico para a quebra da ligacdo dissulfureto dos

oligonucledtidos de DNA sonda tiolado.
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Tabela 14 — Comparagao do biossensor de DNA proposto com outros sensores reportados na literatura utilizados

na detec¢do de ZIKV.
Tempo
Técnica Linearidade LOD ]
Platforma i Detecgao Alvo ensaio Ref.
utilizada (mol LYy | (pmol L) )
(min)
0x-GCE- Eletroquimico 1,0 x10712
] VC, EIE DNA 0,41 50 This work
[AuNPs-SiPy] Label-free -1,0 x10°
FARIA;
EIE, CV, Eletroquimico = RNA 54 x107° ( ’
Ouro-PET 25000 90 ZUCOLOTT
VPD Label-free (NS5)  —340x10°
0, 2019)
7,8 x10°12 (TIAN et al.,
'FMR LAMP Colorimétrico  DNA 1,0 40
—250 x10"2 2018)
Chips de EIE Eletroquimico AB 450 s (AFSAHI et
grafeno Label-free (NS1) al., 2018)
3D Cu- MOF . Colorimet RNA 50 x10°12 190 36 (XIE et al.,
olorimétrico
[Cu(DGC)?CP)(bp ~70x10? 2018)
Eletroquimico ~ AB 10 x10712 (KAUSHIK
2IDE- DTSP EIE 10 30
Label-free (NS1) —-1,0x10? etal., 2018)
TANCHAR
Eletroquimico 5,2 x102° (
IDE-GoxPol VC, EIE Virus 1x10% - OEN et al.,
Label-free -52x101
2018a)

'FMR = ressonéncia ferromagnética / 2IDE-DTSP = eletrodo interdigitado de ouro modificado com ditiobis
(succinimidil propianato) (DTSP) / 3F = fluorescéncia.

Fonte: A autora.

5.10 DETECCAO DO ZIKV EM SORO E ESTABILIDADE DO BIOSSENSOR

A performance do biossensor de DNA proposto também foi avaliada em amostras de

soro contaminadas com trés concentracgoes distintas de ZIKV2 alvo e os valores de AR.: obtidos

encontram-se na Tabela 15. Nota-se da relagdo linear obtida entre a concentracao de ZIKV ¢ os

valores de EIE que, além da composi¢ao complexa do fluido biologico (formado principalmente

por: acido urico, glutamato, glicose, acido ascorbico) (PARAfSO et al., 2014), a resposta do

bioeletrodo ndo foi significativamente afetada por possiveis substancias interferentes.
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Tabela 15 — Valores de AR« do biossensor ox-ECV-[AuNPs-SiPy] empregado na deteccdo de amostra de soro
contaminados com ZIKV.

Amostras de soro | [ZIKV2] (nmol L) AR (%) °[ZIKV2] (nmol L)
diluido detectado
A 0,001 2,9 0,0011
B 1,0 128,0 1,02
C 1000,0 254,1 933,7

3[ZIKV2] diluido = a concentragdo a qual ZIKV2 foi diluido a partir da amostra de soro e contendo ZIKV2.
[ZIK V2] detectado = concentragio de ZIKV2 detectada por meio da técnica de EIE.
Fonte: A autora.

A estabilidade do biossensor proposto também foi um fator estudado. No qual, trés
biossensores ox-ECV-[AuNPs-SiPy]/ZIKV1 foram preparados, armazenados a 8 °C e
avaliados durante um intervalo de tempo (1 a 90 dias) frente a hibridagdo especifica com
ZIKV2. Apos cada experimento realizado no (1°, 2°, 7°, 14°, 21°, 28°, 35°, 60° e 90°) dia, foi
necessario a limpeza dos eletrodos, seguida da construgdo de uma nova plataforma. Este estudo
mostrou que, durante o periodo de tempo estudado, cada biossensor manteve em média 98,02%
da sua resposta de AR inicial, como observado na Figura 39. Portanto, esse resultado sugere
que nao houve perda de sinal elétrico do biossensor com o passar do tempo. Com base nas
caracteristicas do biossensor de DNA apresentado, ele pode ser considerado comercializavel,
uma vez que ¢ economicamente viavel, apresenta uma precisdo ¢ estabilidade confiaveis

(CASTRO et al., 2018).
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Figura 39 — Relagdo entre AR e o numero de dias para avaliar a estabilidade no armazenamento a longo prazo

do biossensor 0x-ECV-[AuNPs-SiPy]/ZIKV1 desenvolv
330 : .

ido.

320

270 T " T
20

Fonte: A autora.

40 60
Dias

80 100

A estabilidade do biossensor também foi avaliada frente ao controle negativo (no-

ZIKV2) (Figura 40). Nota-se do Diagrama de Nyquist que apds 27 dias de preparo do

biossensor, a resposta frente ao no-ZIKV2 apresentou um valor de Rct menor (1004,9 Q) do que

esse mesmo ensaio realizado com um biossensor preparado no mesmo dia (1410,1 Q).

Figura 40 — Diagramas de Nyquist do ox-ECV-[AuNPs-SiPy]/ZIKV1 apds (A) 1 dia e (B) 27 dias de preparo
(curva de bolinha), na presenga de ZIKV2 (curva de quadrado) e no-ZIK'V2 (curva de tridngulo), obtidos em 0,5
mol L™! de tampdo PBS (pH 7,4) contendo 5,0 mmol L' K4Fe(CN)s/K3Fe(CN)s, temperatura de hibridagdo: 37
°C (OCP; faixa de frequéncia: 10,0 kHz a 0,1 Hz; amplitude: 10 mV).

|®  ox-ECV-[AuNPS-SiPy]/iZIKV1 - dia 1°
@ ox-ECV-[AUNPS-SIPy/ZIKV1/ZIKV2
A ox-ECV-[AuNPS-SiPy)/iZIKV1/no-ZIKV2

(A

3,2 ) “\/\ o Wi
AN e Rc‘ —
] / \/\—“
24 R, s
] Ca

4,04

Z'(kQ)

Fonte: A autora.

]
1 ]
Ja¥

(B)

ox-ECV-[AuUNPS-SIPy)/ZIKV1 - dia 27°
ox-ECV-[AuNPS-SIPy)/ZIKV1/ZIKV2
ox-ECV-[AuNPS-SIiPy)/ZIKV1/no-ZIKV2

Z'(kQ)
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Além disso, em relagdo ao ZIKV2, constatou-se no Diagrama de Nyquist (curva de
triangulo) que apos 27 dias de preparo do biossensor, obteve-se um valor de Ret (4127,5 Q)
maior em comparacdo ao ensaio realizado com o biossensor recém preparado (3994,4 Q).
Portanto, propde-se desses resultados obtidos que a melhora da variagdo de Ret se deve
provavelmente ao maior tempo de estabilizacdo das fitas do DNA sonda na superficie do

eletrodo.
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6 CONCLUSAO

Neste trabalho, um biossensor impedimétrico de DNA promissor, simples e sensivel
baseado em um eletrodo de carbono vitreo oxidado modificado com AuNPs-SiPy foi
desenvolvido para deteccdo de ZIKV em amostras de soro. As AuNPs-SiPy sintetizadas
apresentaram ser estaveis e adequadas para serem empregadas sobre a superficie do eletrodo
ox-ECV. Devido a alta area superficial e propriedades eletrocataliticas das AuNPs, a quantidade
de moléculas de DNA sonda imobilizadas foi aumentada, resultando em uma resposta
significativamente melhorada do biossensor (ox-ECV-[AuNPs-SiPy]/ZIKV1) desenvolvido.

Esta plataforma mostrou-se bastante simples e apropriada para a imobilizacdo do
ssDNA sonda funcionalizado com grupo tiol do ZIKV1 para promover a incorporacdo do
ssDNA sonda pelas AuNPs. Esta estratégia foi fundamental para obter uma superficie de
resposta eficiente ao processo de hibridacao para a deteccdo do ZIKV2, apresentando LOD =
0,41 pmol L' ou 2,3 x 10® copias mL™! com faixa linear de 1,0 x107'? a 1,0 x10°® mol L! pela
técnica EIE. A vantagem do uso desse biossensor de DNA estd atrelada a simplicidade e
especificidade da técnica, ao baixo custo comparado as amostras de AG/AB, ndo apresentar
falsos positivos e a molécula de DNA ser estavel em relagdo ao RNA, sendo assim mais facil
para aplica-lo no sensor;

O dispositivo também provou ser preciso e suficientemente especifico para o ZIKV2,
permitindo quantificar o DNA alvo estudado em amostras de soro. Também exibiu uma
estabilidade adequada durante de 90 dias, com 98,02% de reprodutibilidade. Assim, o
biossensor proposto consiste em uma ferramenta promissora, que pode ser utilizada em

amostras de soro para o diagnoéstico precoce do ZIKV.
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7 PERSPECTIVAS

* A fim de aumentar a eficiéncia da resposta, a estratégia de construgdo poderia ser
aplicada em eletrodos interdigitados, obtendo-se dispositivos point-of-care. Além disso,
o emprego de materiais carbonaceos nanoestruturados, podem auxiliar para o
incremento da transferéncia eletronica, e consequentente, no processo de eletrocatalise
das AuNPs;

* Poderiam ser realizados estudos para discriminar num Unico ensaio os interferentes
(DENV, YKV, CHIKV);

* O biossensor pode ser utilizado para detectar o ssSRNA em amostra real.
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