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RESUMO

FARIA, H. A. M. Biossensores descartaveis de DNA para detec¢ido dos virus da zika e da
dengue. 2016. 119 p. Tese (Doutorado em Ciéncias) - Instituto de Fisica de Sao Carlos,
Universidade de Sdo Paulo, Sdo Carlos, 2017.

Apoés setenta anos de sua descoberta, o virus da zika surgiu no Brasil, espalhou-se
rapidamente pelas Américas e trouxe complicagdes incomuns em doengas causadas por
Flavivirus, como a microcefalia. A Organizagao Mundial da Saude classifica a zika como a
doenga viral mais preocupante da atualidade e considera urgente desenvolver novos métodos
de diagndstico para ela e doengas correlatas como a dengue. Embora existam exames para
identificar infecgdes pelos virus dessas duas doengas, ainda ndo ha um método rapido,
especifico e de baixo custo para o diagnostico precoce. Visando preencher essa lacuna, este
trabalho teve como objetivo construir dois tipos de biossensores eletroquimicos de DNA para
deteccao label-free desses dois virus. Foram fabricados eletrodos descartdveis em substrato de
politereftalato de etileno metalizado com filme fino de ouro nas configuragcdes com um e trés
contatos. As sequéncias genéticas de iniciadores e sondas de captura foram desenhadas
especialmente para este trabalho com base na andlise dos genomas dos virus. O primeiro
biossensor utilizou o eletrodo em uma célula eletroquimica e foi capaz de identificar
sequéncias de DNA da zika ou da dengue. As andlises por espectroscopia de impedancia
eletroquimica mostraram que o biossensor ¢ seletivo a sequéncia alvo com limite de detecgao
de (9,86 + 0,89) nmol L. O segundo biossensor utilizou um eletrodo de trés contatos para
identificagdo de sequéncias de DNA em uma gota da amostra. No contato central, usado como
eletrodo de trabalho, foi imobilizada a sequéncia de captura e os contatos laterais funcionaram
como eletrodos de referéncia e auxiliar. Nesse sistema as medidas de impedancia indicaram
limite de deteccio de (25,0 + 1,7) nmol L. Os biossensores desenvolvidos mostraram
seletividade para identificar o material genético dos virus da zika e da dengue nos ensaios
com DNA sintético e, portanto, sdo promissores para a analise de amostras reais,

principalmente de produtos da polimerase da cadeia reversa.

Palavras-chave: Genossensor. Evaporagdo térmica. Label-free. Diagnostico. Zika.






ABSTRACT

FARIA, H. A. M. Disposable DNA biosensors for zika and dengue diagnosis. 2016. 119 p.
Tese (Doutorado em Ciéncias) - Instituto de Fisica de Sao Carlos, Universidade de Sao Paulo,
Sdo Carlos, 2017.

After seventy years of its discovery, zika virus has emerged in Brazil, spread rapidly
throughout the Americas, bringing unusual complications in diseases caused by flaviviruses,
such as microcephaly. The World Health Organization classifies zika as the most harmful
viral disease today and considers urgent the development of new diagnostic methods for zika
and related diseases, such as dengue. Although there are tests to identify both infections, no
current diagnostic method is rapid, specific and cost-efective. This thesis describes two types
of electrochemical DNA biosensors for label-free detection of these zika and dengue.
Disposable electrodes were fabricated on polyethylene terephthalate substrates covered with a
nanometric gold layer by thermal evaporation, manufactured in one- and three-contact
configurations. Genetic sequences of primers and complementary capture probes were
designed based on the analysis of the virus genomes. The first biosensor we developed used
the new electrode in an electrochemical cell and was able to identify zika or dengue DNA
sequences. Analyses by electrochemical impedance spectroscopy showed that these
biosensors are selective for zika or dengue with a detection limit of (9.86 + 0.89) nmol L. A
second type of biosensor used a three-contact electrode to identify DNA sequences in a drop
of sample. In the central contact, used as a working electrode, the capture sequence was
immobilized and the lateral contacts acted as reference and auxiliary electrodes. In this system
the impedance measurements indicated a limit of detection of (25.0 £ 1.7) nmol L. The
developed biosensors showed selectivity for zika and dengue in the synthetic DNA assays,
and therefore are promising for the analysis of real samples, especially the polymerase chain

reaction amplicon.

Keywords: DNA biosensor. Thermal evaporation. Label-free. Diagnosis. Zika.
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1 INTRODUCAO

O virus da zika ¢ um Flavivirus da familia Flaviridae do mesmo género da dengue e
febre amarela. O virus da zika permaneceu em obscuridade por 70 anos e até margo de 2015
nenhum caso havia sido reportado no Brasil." Foi entdo introduzido no pais, vindo das ilhas
do Pacifico, ¢ em um periodo de um ano espalhou-se rapidamente pelas Américas.” As
infec¢des pelo virus da zika nas Américas ainda sdo de dificil avaliacdo clinica porque no
inicio de manifestagdo os sintomas sao inespecificos e a reatividade cruzada dos anticorpos
com outros Flavivirus como a dengue complica o diagnostico sorologico. Portanto, dado o
historico de alta incidéncia de dengue na regido, milhdes de infec¢do por zika podem ocorrer
a medida que o virus continue a se espalhar.”™

A World Health Organization (WHO) levantou diversas questdes para a conducao da
doenga, em um encontro em Genebra em mar¢o de 2016 que envolveu 130 experts de 27
paises, com especialistas em virologia, imunologia, epidemiologia, neurologia,
desenvolvedores de produtos e fundos de investimentos. Para a Organizag¢do, € urgente
produzir e desenvolver novos métodos de diagnostico para o virus da zika e doencas
infecciosas relacionadas.” Atualmente, uma das grandes necessidades para as autoridades de
satide no campo do diagnoéstico € a identificacdo precoce das infec¢des pelos virus da zika e
dengue.

No Brasil o nimero de casos dessas duas doencas continua crescendo. Em especial a
zika vem alarmando a populacdo, ndo sé do pais, mas de todo o mundo devido a correlagao
com microcefalia em recém-nascidos e transmissdo sexual. Todas as 27 unidades da
Federagdo confirmaram laboratorialmente autoctonia da transmissdo da zika com um ntimero
total de 200 mil casos registrados, at¢ a semana epidemiologica 37 de 2016 (Secretaria de
Vigilancia em Saude - SVS, volume 47, n. 34). No que se refere a dengue, o nimero de casos
notificados no Brasil no ano de 2016, até a semana 37, foi de aproximadamente 1,44 milhdes,
0 que mostra a equiparacdo com o numero total de casos de 2015 (1,44 milhdes).

A grande necessidade no campo do diagndstico dessas duas doengas com
significativos impactos na populagdo motivou a elaboracdo deste trabalho que teve como
objetivo desenvolver um novo método de diagndstico para essas duas doencgas virais. Foram
entdo projetados, e construidos biossensores eletroquimicos para a analise molecular de
sequéncias genéticas que identificam esses dois virus. A triagem e encaminhamento dos
pacientes logo no inicio dos sintomas sdo cruciais para diminui¢do dos impactos dessas duas

doencgas. Nesse sentido, a andlise molecular apresenta vantagens para diferenciar os virus da
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zika e dengue quando comparados com testes sorologicos e ELISA. Assim, o foco central
deste trabalho foi projetar e construir biossensores capazes de analisar produtos da técnica da
polimerase da cadeia reversa (do inglé€s, Polymerase Chain Reaction - PCR), e associar os
avangos da pesquisa em biossensores com essa técnica consolidada de analise molecular.
Esperamos que esta estratégia possa levar o diagnostico precose da zika e dengue para locais
sem estrutura laboratorial.

Os biossensores sao vantajosos com relagao a outras técnicas de analise de produtos da
PCR, pois, podem agregar rapidez e precisao ao ensaio molecular, podendo ainda realizar a
analise simultinea de miultiplos analitos.® Os biossensores eletroquimicos de DNA
desenvolvidos neste trabalho, também chamados de genossensores, sdo compostos por um
transdutor de sinal eletroquimico e um fragmento de DNA como elemento bioldgico de
reconhecimento. Os dispositivos estdo baseados no evento da hibridizagdo, que na biologia
molecular consiste na ligacdo por pontes de hidrogénio entre as bases de uma fita de captura
imobilizada no biossensor ¢ fita alvo presente na amostra.” O termo hibridizagio gera uma
mudanca na impedancia da superficie do transdutor que ¢ entdo mensurada por técnicas
eletroanaliticas. Os biossensores foram projetados e fabricados em eletrodos descartaveis com
o objetivo de analisar produtos da PCR. Até a conclusdo deste trabalho foram desenhadas as
sequéncias para diferenciar os virus da zika e dengue, fabricados os transdutores e construidos
dois tipos de biossensores que foram entdo testados com DNA sintético.

A tese estd organizada em nove capitulos, como segue: No capitulo 1 a motivagao
para realizagdo do trabalho ¢ apresentada, em seguida no capitulo 2 os objetivos para sua
concretizagdo. O capitulo 3 traz uma revisao bibliografica das infec¢des pelos virus da zika e
dengue. A metodologia para o projeto de iniciadores e sondas de DNA e os principais avancos
no desenvolvimento dos biossensores eletroquimicos de DNA, com foco na deteccdo label-
free. Por ultimo a relagdo e descricdo das principais patentes de métodos e dispositivos
genossensores. O capitulo 4 descreve os materiais utilizados assim como, metodologias e
técnicas de caracterizagdo empregadas em cada etapa do desenvolvimento dos biossensores.
O capitulo 5 apresenta os resultados referentes a fabricagdo dos transdutores, projeto de
iniciadores e sondas de captura, bem como caracterizagdes morfologicas e eletroquimicas. No
capitulo 6 sdo apresentados os resultados da construcdo de biossensores para zika e dengue
com funcionamento em célula eletroquimica convencional e DNA sintético. E no capitulo 7
os resultados de um biossensor de trés contatos descartavel para identificacao de sequéncias
virais em uma gota de amostra. O capitulo 8 apresenta as conclusdes finais € no capitulo 9

sdo sugeridas as proximas etapas para continuidade deste trabalho.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo deste trabalho ¢ desenvolver biossensores eletroquimicos descartaveis para

deteccao de sequéncias de DNA dos virus da zika e dengue.

2.2 Objetivos especificos

v’ Projetar e fabricar eletrodos evaporados descartaveis para utilizagdo em biossensores

eletroquimicos;
v" Caracterizar morfologicamente a superficie condutiva dos eletrodos;
v’ Caracterizar os eletrodos por técnicas eletroanaliticas;

v Desenhar, in silico, iniciadores (primers) e sondas de captura especificas para

amplificar e identificar as sequéncias alvo dos virus da zika e dengue;

v Otimizar as etapas de imobilizagio das sequéncias de captura na superficie do eletrodo

utilizando DNA sintético;

v’ Caracterizar a reagdo de hibridizagdo entre a sequéncia de captura e sequéncia de

DNA alvo utilizando eletrodos em célula eletroquimica convencional;

v’ Construir e caracterizar biossensor com trés contatos, em uma unica tira de teste, para

realizar a detec¢@o de sequéncias virais de DNA em uma gota.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Zika uma doenc¢a de muitas faces

3.1.1 Epidemiologia do virus da zika

O virus da zika ¢ um Flavivirus da familia Flaviridae do género Flavivirus, cujo
genoma foi sequenciado em 2006. Foi isolado pela primeira vez em 1947 no macaco Rhesus
sentinela durante um estudo sobre febre amarela na floresta de Zika, Uganda. A transmissao
ocorre principalmente por mosquitos do género aedes, mas pode ocorrer por infec¢do
congénita® e por contato sexual.’

O virus da zika permaneceu em obscuridade por 70 anos e até margo de 2015 nenhum
caso havia sido reportado no Brasil. Entdo, foi introduzido no pais, vindo das ilhas do
Pacifico, e em um periodo de um ano espalhou-se rapidamente pela Américas.” Entre abril e
novembro de 2015, 18 dos 27 estados brasileiros reportaram casos autoctones do virus da
zika. Apds emergir no Brasil foi observado um crescimento de 20 vezes nos casos de
microcefalia'®, o que colocou a zika no posto da mais preocupante doenga infecciosa ligada as
deficiéncias nos recém-nascidos. O aumento da microcefalia causou um alerta global, ¢ a
World Health Organization (WHO), em dezembro de 2015, emitiu o primeiro alerta sobre a
associacio da infeccdo por zika e sindromes de ma formacio congénitas neurologicas.'!

A doenga causada pelo virus da zika em humanos foi reconhecida pela primeira vez na
Nigéria, em 1953.'> Apés mais de meio século, em 2007, o virus da zika causou surpresa
quando reapareceu na ilha de YAP, Micronésia, com ocorréncia de 5000 infec¢des em uma
populacdo total de 6700 habitantes.” Os médicos da ilha reportaram uma epidemia
caracterizada pelo aparecimento de erupgdes na pele, conjuntivite e artralgia. Embora alguns
pacientes contivessem anticorpos IgM contra o virus da dengue, os sintomas da nova doenga
eram diferentes. Um teste subsequente através da andlise molecular comprovou ser uma
epidemia de infeccao pelo virus da zika. O fato mais significativo foi que desde a descoberta
do virus em 1947, nenhum outro surto havia sido relatado e somente 14 casos de zika haviam
sido identificados no intervalo de 60 anos.” Seis anos depois, um novo surto na Polinésia
francesa entre 2013 e 2014 envolvendo 32.000 pessoas redirecionou o foco da atengdo para as
infecgdes por zika."

O virus da zika foi identificado pela primeira vez nas Américas em margo de 2015

quando um surto de uma doenga, ainda desconhecida, que apresentava exantema ocorreu na
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Bahia, Brasil."* As datas epidemioldgicas indicam que o surto comegou em Fevereiro e
estendeu-se até Junho de 2015."> Em Outubro, o virus ja havia se espalhado por 14 estados
brasileiros e o primeiro caso de infec¢cdo autoctone fora registrado na Colémbia. O ministério
da saude do Brasil estimou em 1,3 milhdes de casos suspeitos até o final de 2015 e até marco
de 2016 a Colombia ja havia registrado 51.473 casos da doenga. No inicio de 2016 o virus da

zika ja estava presente em 33 paises e territorios das Américas.'®
3.1.2 Virologia

Os dados moleculares das sequencias do virus da zika sdo suficientes para revelar
padrdes de sua evolugio e migragdo. O virus originado no leste da Africa, subsequentemente,
se espalhou pelo oeste do continente e entio para Asia, resultando em trés linhagens
fundamentais: Nigeriana, conjunto MR766 e Asiatica.'” Todas as sequéncias relacionadas
com as epidemias nas Américas sdo do genétipo asiatico, mais proximas das sequéncias de
YAP, Camboja, Tailandia e Polinésia Francesa.'® As sequéncias das Américas, até entao
analisadas sdo geneticamente similares, com aproximadamente 99% de homologia com a
linhagem asiatica.

Por outro lado, h4d uma conservagao forte em todas as sequéncias existentes no mundo,
com menos de 12% de divergéncia de nucleotideos.'” Esse ¢ um dado relevante para o
desenvolvimento de vacinas ou métodos de diagnostico baseados no genoma, pois podem ser
universais quando convenientemente planejados. Contudo, devido a natureza muito proxima
entre os Flavivirus, detalhes adicionais no desenvolvimento de métodos de diagnostico e

vacinas devem ser observados para que seja possivel distinguir esses virus.
3.1.3 Modos de transmissao do virus da zika

O ciclo de transmissio selvagem envolvendo primatas sé foi identificado na Africa® e
nos meios urbanos, o virus da zika ¢ transmitido em um ciclo que envolve: homem —
mosquito — homem. Duas espécies do mosquito aedes, o aegypti € o albopictus, t€m sido
identificados como os principais vetores.”’ O virus da zika é encontrado com pequena
frequéncia em outras espécies de mosquitos como anoéfeles e culex, o que indica que esses

1.20

géneros possuem uma baixa capacidade vetorial.” A Figura 3.1 ilustra o ciclo de infec¢ao

pelo virus da zika e os efeitos severos relacionados a doenga.
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Evidéncias substanciais indicam que o virus da zika possui transmissdo congénita, ou
seja, quando o virus ¢ transmitido da mae para o embrido ou para o feto durante a gravidez,
porque o RNA do virus da zika foi detectado no fluido amnidtico de maes cujos fetos
apresentaram anormalidades detectadas por ultrassonografia.’”** Outros estudos relatam que
antigenos virais de RNA foram encontrados em tecidos do cérebro e placentas de criancas que
nasceram com microcefalia e faleceram apds o parto.”* A extensdo dos efeitos na formacio

dos fetos serdo comentados com mais detalhes no item 3.1.4.
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Figura 3.1 - Ciclo de infecc¢ao pelo virus da zika: o quadro verde ilustra o ciclo tipico da infec¢@o; o quadro
azul identifica os efeitos severos que podem estar relacionados as infec¢des. ZIKV - virus da zika,
DENV - virus da dengue, ADE - relagao dependente de anticorpos.

Fonte: LAZEAR; DIAMOND.*

As evidéncias da transmissdo sexual do virus da zika foram relatadas em dois estudos
que mostraram a presenca do virus da zika no sémen. O primeiro®® reportou um caso de
infeccdo pelo virus da zika em uma mulher saudavel de 24 anos, moradora de Paris, que
apresentou os sintomas da doenga em 20 fevereiro de 2016. Ela ndo recebeu nenhuma
medicacdo, nem transfusdo de sangue e muito menos viajou para regides onde a zika ¢
endémica. Esta paciente relatou ter tido relagdes sexuais com um homem que esteve no Brasil
duas semanas antes do aparecimento dos sintomas na paciente mulher. O paciente homem de

46 anos reportou sintomas de febre, mialgia e erupcdo cutdnea que iniciaram em 7 de
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fevereiro de 2016, mas que desapareceram ao chegar a Paris. Através de exames moleculares
foi detectada a presenga de RNA do virus da zika no sémen do paciente, 62 dias ap6s o inicio
dos sintomas,*® o que confirmou a transmiss3o.

No segundo estudo, um pesquisador americano que trabalhou em uma vila do Senegal
em agosto de 2008%’ reportou ter sido picado por mosquito varias vezes nesse pais. Voltando
ao Colorado em 24 de agosto, depois de 6 dias, apresentou sintomas de infec¢ao por zika que
foi confirmada por exame de hematoagrutinacdo de anticorpos. No Colorado, no dia 9 de
setembro a mulher do pesquisador comegou a apresentar os sintomas da doenga. A paciente
ndo esteve em areas de risco, pois ndo saiu do pais desde 2007 e tampouco havia recebido
transfusdo de sangue. Nesse caso as evidéncias indicam que houve a transmissdo do
pesquisador para sua mulher através do contato sexual. A transmissdo por transfusao de
sangue ¢ outra via plenamente aceita, ja que outros Flavivirus como febre amarela e dengue

~ ~ .28
sdo passados nas transfusdes.
3.1.4 Aspectos clinicos e complica¢des neurologicas

O periodo exato de incubagdo do virus da zika ¢ ainda desconhecido, mas ¢ similar a
outros Flavivirus como a dengue. A viremia ¢ detectada quando os sintomas comuns a doenca
comegam a manifestar-se. Entre os infectados durante o surto na Polinésia francesa, em 2014,
269 pacientes apresentaram conjuntivites, artralgia e manchas vermelhas 3 a 10 dias apos a
confirmacdo no exame do sangue por RT-PCR.” Os sintomas mais comuns das infeccdes
ocorridas na epidemia de YAP,” em 2007, foram: erupgdes na pele (90% dos pacientes), febre
(65%), artrite ou artralgia (65%), conjuntivite (55%), mialgia (48%), dores de cabeca (45%),
dor retro-orbital (39%), edema (19%) e vomitos (10%). Esses sintomas comuns também tém
ocorrido com frequéncia similar em mulheres gravidas nas infec¢des por zika no Brasil.

Desde que o virus da zika foi identificado no Brasil e comecou a se espalhar pelas
Américas, a infeccdo por zika durante a gravidez foi associada @ mé formacdo dos fetos,
sendo a mais relevante a microcefalia. A avaliacdo dos dados disponiveis,3 0 até o momento,
mostra que existe a ocorréncia da microcefalia e mé formagao no cérebro, causada pelo virus
da zika. Entretanto, muitas questdes sobre essa ligagdo continuam em aberto, como por
exemplo, a magnitude da anomalia nos fetos em decorréncia do periodo de gravidez em que a
gestante foi infectada pelo virus.

A microcefalia ¢ uma constatagdo clinica, verificada pela medida da circunferéncia

cranial, em que as medidas da circunferéncia levam em conta a idade gestacional e o sexo do
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bebé.*! Entretanto, a obrigatoriedade do registro carece de um controle durante as correntes
epidemias por zika. O Centro para Controle e Preven¢do de Doencgas (do inglés, Center for
Disease Control and Prevention — CDC) define a microcefalia como sendo a circunferéncia
occiptofrontal abaixo do terceiro percentil para idade gestacional e sexo.’? A prevaléncia da
microcefalia nos Estados Unidos ¢ de aproximadamente 6 a 12 casos a cada 10.000
nascimentos € uma prevaléncia similar ¢ esperada em outros paises.33

A microcefalia também pode ocorrer por outras causas como: sindromes genéticas,
perturbagdo vascular durante o desenvolvimento cerebral, deficiéncia nutricional e exposicao
a toxinas, como o mercurio, por exemplo.”* Os casos iniciais reportados no Brasil sugerem
que alguns dos recém-nascidos com microcefalia relacionada as infec¢des pelo virus da zika
apresentaram um fendtipo consistente com perturbacio cerebral do feto.>’ Uma relacio
geografica e temporal foi observada entre a sindrome de Guilherme — Barré e os surtos de
infecgdo pelo virus da zika no Pacifico e nas Américas.***

As infecgdes pelo virus da zika durante a gravidez foram ligadas com deficiéncias no
nascimento, como a microcefalia. Entretanto, a magnitude dos riscos ainda permanece incerta
e necessita de um numero maior de estudos para a completa avaliacio.*' A caracterizacio dos
efeitos das infec¢des maternas por rubéola e citomegalovirus serve como referéncia para

. Ay - 42-43
comparar os periodos de ocorréncia dos sintomas.

Para o citomegalovirus, por exemplo, o
risco para o feto é maior durante o primeiro trimestre de gravidez.* Estudos preliminares
feitos no Brasil indicaram que anormalidades fetais detectadas por ultrassonografia estavam
presentes em 29% das mulheres com infecgdes de zika durante a gravidez.* A perda fetal
prematura associada a infec¢do materna tem ocorrido entre 6 e 32 semanas de gestagéo.46

Na epidemia da Polinésia francesa, 2013-2014 foi estimado o risco de 95% de casos
de microcefalia causados por zika no primeiro trimestre da gravidez. Na epidemia corrente no
Brasil, a partir de 2015, milhares de casos de criancas com suspeita de microcefalia ou outras
anormalidades do sistema nervoso central foram associados a zika. Entretanto, existem
incertezas e limitagcdes quanto as estimativas atuais da microcefalia associada a infeccdes.
Primeiramente, porque os dados sdo limitados, especialmente nos registros do estado da
Bahia, onde as taxas de infec¢do sao desconhecidas. As informagdes sao conflitantes devido a
dificuldade de confirmagao clinica da microcefalia e a ndo obrigatoriedade do registro desta
anormalidade no Brasil antes de 2015.*!

Um estudo recente’' revelou associacdo de casos de infeccdo sintomatica de zika
durante todos os trimestres da gestacdo e indicam como periodo mais critico o situado entre a

décima quarta e a décima sétima semana, ou seja, a transi¢do entre o primeiro e o segundo
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trimestre da gestacdo. Entretanto, a relagdo entre o primeiro trimestre da gravidez e o risco de
microcefalia, tanto na Micronésia como na Bahia ndo foi claramente esclarecida porque os
casos de infeccao assintomatica de zika na gravidez ndo sdo levados em conta. Ainda sdo
deixadas de lado as infec¢des no estagio inicial quando a gravidez ainda ndo foi confirmada.
Assim, fica clara a necessidade de um maior conjunto de dados que possam avaliar todas as
idades gestacionais nos casos de infec¢do sintomadtica e assintomatica pelo virus da zika.

O aumento do nimero de casos de microcefalia no Brasil foi identificado a partir de
setembro de 2015, nos recém-nascidos da mesma regido em que os casos de zika foram
reportados.”” Essa elevagio de casos também foi notada na epidemia de zika ocorrida entre
2013 ¢ 2014 na Polinésia francesa.”” A suspeita da ligagio ndo foi surpresa, uma vez que ja
era conhecido a mais de 50 anos, que o virus da rubéola causa defeitos congénitos. Entretanto,
nenhum caso de ma formagao nos fetos tinham sido registrado nas epidemias de zika na ilha
de Yap.”

Até meados de Fevereiro de 2016 mais de 4300 casos de microcefalia foram
reportados no Brasil.® Embora, a superestimacdo ¢ o diagndstico equivoco possam ter
influenciado esse nuimero, a ligacdo das deformagdes fetais com a zika foi levantada.
Retrospectivamente, pesquisadores franceses identificaram o aumento do nUmero de
anormalidades fetais, incluindo a microcefalia apds os surtos de infec¢ao por zika na Polinésia
em 2013-2014.° Os achados de RNA do virus da zika no fluido amniético™ e tecidos
cerebrais de fetos com microcefalia,*® nascidos de mies com antecedentes de infeccdo por
zika durante a gravidez, fornecem forte evidéncia de ligacdo da microcefalia com infec¢des

por zika.*’
3.1.5 Diagnéstico para as infeccoes de zika

Os principais diagnésticos para infecgdes pelo virus da zika sdo: a detecgdo de
anticorpos IgM Elisa (do Inglés, enzyme-linked immunosorbent assay) e a detec¢do de acidos
nucleicos virais por transcrigdo reversa da cadeia da polimerase (do inglés, reverse
transcription polymerase chain reaction - RT-PCR). A detec¢ao de acidos nucléicos em soro
fornece diagnoéstico definitivo com eficacia durante a fase de viremia, ou seja, até sete dias
apds o inicio dos sintomas clinicos.'” Entretanto, o RNA viral ja foi detectado em soro de
mulheres gravidas aproximadamente 10 semanas apos a infec¢ao, nas quais foi identificada a

ocorréncia de infec¢do congénita.’’
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Embora o periodo preciso do inicio e duragdo de anticorpos IgM, em resposta ao virus
da zika, detectaveis por Elisa ndo esteja bem definido, dados conhecidos de outros Flavivirus
sugerem que a IgM aparece apos a primeira semana do inicio dos sintomas € permanece por
vérios meses ap0s a infecco.*

A considerével reatividade cruzada dos anticorpos contra Flavivirus dificulta os testes
sorologicos. O grande complicador da reatividade cruzada reside no fato de que individuos
expostos previamente a outro Flavivirus, seja através de vacinagao ou infecgdo, irdo
desenvolver uma resposta imunoldgica mais rapida do que se tivessem a infec¢do pela

174951 Egsa resposta ¢ particularmente problematica em paises nos quais a

primeira vez.
dengue ¢ endémica, ou seja, nos locais onde mais de 90% da populagdo pode ter sido exposta
ao virus da dengue.

A WHO fornece orientagdes sobre as estratégias atuais de testes da infec¢ao pelo virus
da zika.”® A determinacio do exame adequado depende do periodo da doenga apds o inicio
dos sintomas. Até sete dias apds o inicio dos sintomas o teste recomendado € o de deteccao de
RNA viral com coleta de sangue total, soro ou urina. Apds o sétimo dia o exame
recomendado ¢ o de sorologia (deteccido de IgM) em amostras de sangue total e soro.
Recomenda-se, sempre que possivel, a coleta de amostras emparelhadas com diferenca de
duas a trés semanas. Entretanto, os testes positivos de IgM ndo sdo conclusivos, apenas
indicam casos provaveis da doenca. Quando na auséncia de IgM da dengue e outros flavivirus
e teste positivo para IgM da zika havera a suspeita de exposic¢ao recente ao virus da zika. Em
casos de maior risco como em mulheres gravidas o teste de neutralizagdo por reducao de
placas (do inglés, plaque redution neutralization test — PRNT) ¢ utilizado como exame
confirmatorio. Nos laboratorios que realizam o PRNT, um aumento de quatro vezes na
titulagao de anticorpos neutralizadores, com a auséncia no titulo de anticorpos para outros
flavivirus, constitui forte evidéncia de infec¢do recente pelo virus da zika.

O PRNT ¢ utilizado para quantificar o titulo de anticorpo neutralizante para um
determinado virus.”> A amostra diluida é adicionada a uma suspensio viral que apods a
incubacdo ¢ depositada sobre uma monocamada de células. A superficie da camada celular ¢
fixada em carboximetilcelulose para impedir que o virus se propague indiscriminadamente. A
concentracdo de unidades formadoras de placas ¢ estimada apos alguns dias. As unidades
formadoras de placas sdo medidas por observacdo microscopica, anticorpos fluorescentes ou
corantes especificos que reagem com as células infectadas. A concentracdo de soro para
reduzir o numero de placas em 50% em comparacdo com o virus livre d4 a medida de

anticorpos presentes. Esta técnica de imunoensaio ¢ considerada atualmente como mais exata
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para a deteccao e medicdo de anticorpos que podem neutralizar um virus causador da doenga.
A PRNT possui uma sensibilidade mais elevada do que outros testes como a hemaglutinacao
€ 0 imunoensaio enzimatico. Além disso, ¢ mais especifica do que outros métodos sorologicos
para o diagnostico de arbovirus. Uma limitacdo desse ensaio ¢ que a capacidade de
neutralizagio dos anticorpos ¢ dependente do tipo ¢ da maturagio da célula utilizada.>
Portanto, o protocolo de execug@o ¢ um fator determinante para resultados confidveis.

No Brasil, em razao da circulagdao da dengue, a técnica diagnostica confirmatéria mais
utilizada ¢ a RT-PCR, implantada em 24 Laboratérios Centrais de Saude Publica (LACEN) e
nos laboratérios de referéncia nacionais.”” Os diagnosticos soroldgicos (IgM) sdo
recomendados a partir do sétimo dia apds o aparecimento dos sintomas. Apds o décimo
quinto dia também pode ser usada a sorologia por IgG. Em Janeiro de 2017, o Ministério da
Satde emitiu Nota informativa conjunta SVS/SAS contendo informagdes sobre testes rapidos
BahiaFarma de zika.” O documento esclarece sobre o fornecimento de testes rapidos
imunocromatograficos IgM/IgG para zika, que sdo testes qualitativos de triagem para
deteccao diferencial das imunoglobulinas G ¢ M. Quando apresentarem resultado positivo as
amostras dos paciente devem ser encaminhadas para realizagdo da sorologia ELISA IgM ou
IgG, ou em casos de gestantes e idosos a RT-PCR, em um LACEN.

O CDC apresenta critérios mais atuais para determinar uma possivel infec¢do pelo
virus da zika.’® As recomendagdes do CDC quanto aos exames indicados sdo iguais ao da
WHO, entretanto ha uma dilatacdo do numero de dias para os exames de detec¢do. Para
pacientes sintomaticos de infecgdo por zika, até o décimo quarto dia do inicio dos sintomas, o
CDC indica a detec¢ao de RNA em soro e urina. Para resultado positivo em qualquer amostra
o exame molecular ¢ suficiente para diagnosticar a infeccdo por zika. Se os resultados do
exame de RNA forem negativos o soro devera ser testado quanto a presencga de IgM antizika.
O teste de IgM antidengue também deve ser realizado se a paciente estiver gravida. Para os
individuos sintomaticos, apds 14 dias do inicio dos sintomas o teste recomendado ¢ o
soroldgico IgM, se positivo deverd ser seguido por PRNT para confirmar o diagnostico.
Entretanto, o documento em nota, esclarece que o teste confirmatério por PRNT nao ¢
recomendado nos paises onde a dengue ¢ endémica, nesse caso Porto Rico.

Alguns estudos preliminares*”’ sugerem que o RNA do virus da zika pode ser
detectado por mais tempo na urina. Se confirmados, o periodo definido para os exames
moleculares como a RT-PCR podera ser estendido além da primeira semana. Outros estudos”
tém comparado os testes sorologicos com a RT-PCR em amostras de saliva e soro, e indicam

que o ensaio molecular tem maior sensibilidade em saliva do que no soro, entretanto, ndo foi
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verificado se o teste na saliva estende o periodo de detec¢do do RNA para além de uma
semana. Se os estudos futuros confirmarem que as detecgdes na urina e saliva estendem o
periodo de diagndstico molecular, esse método tera grande vantagem sobre os sorologicos.

No campo dos biossensores pode-se levantar a aplicabilidade dos imunossensores para
os diagnosticos das infecgdes por zika. Embora de menor complexidade quando comparados
com 0s genossensores, OS imunossensores apresentam, no caso de paises onde ha a
coexisténcia de zika e dengue, o mesmo inconveniente dos métodos diagnosticos soroldgicos.
Portanto, ndo permitird o diagnostico definitivo mesmo quando construidos com antigeno-

anticorpo monoclonal, necessarios para identificar com especificidade o virus em analise.

3.1.6 Tratamento prevencio e controle

Assim como em outros Flavivirus, o tratamento das infecgdes por zika se destinam a
atenuar os sintomas, pois nio existem ainda vacinas para o virus. As medidas de prevengdo e
controle consistem em evitar a picada do mosquito, reduzir transmissao sexual, e controlar a
reprodugdo do vetor. No controle das infec¢des pelo virus da zika ¢ de extrema importancia
reduzir infeccdes em mulheres gravidas e para esse fim podem ser adotados cuidados
especiais, muitas vezes simples, como: incluir uso de repelentes, usar telas nas camas e nas
janelas, e adotar prote¢@o sexual quando em contato com parceiros que estiverem em areas de
risco de infecgdo.”® %0

A atual incidéncia do virus da zika nas Américas ¢ de dificil avaliacdo porque os
sintomas sdo inespecificos e a reatividade cruzada dos anticorpos com outros Flavivirus
complica o diagnostico soroldgico em areas onde a dengue ¢ endémica. Portanto, dado o
histérico de alta incidéncia de dengue na regido e a recente experiéncia com a Chikungunya
nas Américas, milhdes de infec¢ao pelo virus da zika devem ser esperadas a medida que o
virus continue a se espalhar.’”* Se o Brasil serve de referéncia para os demais paises da
América Latina e o Caribe, um substancial nimero de criangas com microcefalia pode ser
esperada nos proéximos anos. A duracao da ocorréncia de virus da zika nas Américas ¢ ainda
incerta, mas o que fica clara ¢ a necessidade do desenvolvimento de vacinas e novos métodos
de diagnostico capazes de identificar os tipos de Flavivirus. Existem muitas viroses com
caracteristicas similares a zika como a dengue e febre amarela que podem ser confundidas
com a zika no inicio dos sintomas. Além disso, muitas viroses ainda desconhecidas podem

emergir, pois, ainda nio se sabe ao certo por que a zika emergiu agora.’
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Uma das maiores dificuldades para as diretrizes de diagnostico e tratamento das
infecgdes pelo virus da zika ¢ que a informagdo disponivel é muito recente. Dos 313 artigos
relacionados com a zika no PubMed até 2015, somente 25 foram publicados entre 1952 e
2009, data da primeira epidemia ocorrida fora da Africa.” O crescente interesse e preocupacio
para com a zika sdo notaveis, visto que somente no ano de 2016, até o més de novembro,
foram publicados 1007 artigos disponiveis na base Web of Science, o que mostra como a

enfermidade mobilizou um niimero consideravel de grupos de pesquisa em tao curto periodo.

3.2 Dengue uma doenca viral com quatro sorotipos

A dengue ¢ uma doenga viral infecciosa amplamente disseminada nas regides urbanas
do mundo. Esté incluida no grupo das 17 enfermidades negligenciadas®' e ¢ endémica em 128
paises, com incidéncia de mais de 390 milhdes de infecgdes anuais, dados de 2013.% Estudos
mostram que nos paises em que a doenga prevalece 3,9 bilhdes de pessoas vivem em areas de
risco de infecgio por dengue,’” o que é muito significativo porque os casos severos de dengue
podem levar ao o6bito.

Atualmente ndo existe um método rapido e conclusivo para o diagnostico laboratorial
precoce da dengue.” A necessidade de métodos mais eficientes de deteccio vem sendo
colocada pela Organizagao Mundial da Saude (do inglés, World Health Organization - WHO)
nas diretrizes de condugdo da doenca.** O tratamento clinico quando ministrado no inicio dos
sintomas pode diminuir a ocupacdo nas unidades de saude e hospitais, e ainda evitar a
progressao da doenca para a formas severas, que podem levar ao 6bito. A WHO salienta que o
diagnostico precoce € a chave para reduzir a zero os casos de morte pela doenca.

A manifestacdo dos sintomas da dengue inicia—se entre 3 e 7 dias apds a incubagdo do
virus pelo mosquito. A doenga se divide em trés fases que se completam em torno de 14 dias:
febril, critica e de recuperacao. A Figura 3.2 ilustra o ciclo de infec¢ao pelo virus dengue € os
momentos de maior eficacia dos métodos de diagnoéstico atuais, diagrama que também pode
ser aplicado as infecgdes por zika. Apds uma primeira infec¢do, o individuo pode contrair
novamente o virus de outro sorotipo da dengue caracterizando a infec¢do secundaria. Outro
fator agravante ¢ que no género Flavivirus a febre amarela e a zika, dentre outras, também
possuem a reagdo cruzada com a dengue e podem induzir a segunda infec¢do, na maioria dos

: N : . 65
casos com manifestacdes mais severas para o paciente.
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Figura 3.2 - Ciclo de infecgdo pelo virus da dengue: nas fases iniciais da doenga a detec¢do de antigenos NS1 e
de RNA sdo os métodos de diagnostico utilizados. O RNA do virus esta presente na corrente
sanguinea logo apds a incubagao.

Fonte: Adaptada de PEELING e GUZMAN et al %

Os procedimentos de diagnostico laboratorial para a dengue compreendem atualmente
quatro grupos: isolamento viral, testes sorologicos, ensaio molecular (RNA) e deteccao de
antigenos virais (NS1),* que sdo os mesmos para zika. O isolamento viral e a deteccdo do
genoma sio os métodos mais especificos de diagndstico.’® Embora o diagnostico por
sorologia (IgM e IgG) seja largamente utilizado, o teste ndo é conclusivo e necessita de
coletas em fases distintas da doenga. A técnica mais eficaz de ensaio molecular utiliza a
reacdo da polimerase em cadeia reversa (Polymerase chain reverse — PCR) em tempo real.
Porém, devido ao alto custo dos equipamentos e a complexidade de operacdo esta técnica ¢
ainda inviavel como alternativa de diagndstico precoce na maioria dos paises onde a dengue ¢

endémica.
3.3 Projeto de iniciadores e sondas de DNA para diagnostico de doencas

Atualmente, o estudo dos genomas ¢ beneficiado por uma série de ferramentas
computacionais, area de estudo denominada bioinformatica. As bases de dados de acesso
publico disponiveis, em que pesquisadores depositam as sequéncias dos genomas, oferecem

uma vasta variedade de organismos, sendo a mais completa a base de dados do GenBank.
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Existem muitas varidveis para se levar em conta no projeto e construcdo de
biossensores para detec¢do de produtos da PCR. Sendo a mais critica para identificar o virus o
correto projeto do iniciador (no inglés, primer), com estreita ligacdo com as sondas de
captura. Em realidade muitos dos parametros para desenhar um iniciador sdo usados para
desenhar sondas de captura que hibridizardo com a sequéncia alvo. A escolha mais adequada
determina o sucesso da amplificagdo da sequéncia alvo pela PCR e a eficiéncia da
hibridizag¢ao na plataforma do biossensor. A principal consideragdo no projeto do iniciador ¢
obter produto da amplificacdo (no inglés, amplicon) com alta especificidade para identificar o
virus. A primeira vista, a escolha de iniciadores e a obten¢do das condigdes ideias para uma
reagdo PCR parecem uma tarefa facil com o auxilio dos pacotes computacionais. Entretanto,
um projeto deste tipo envolve uma série de parametros que devem ser cruzados até a obtencao
de um conjunto confidvel que possa identificar univocamente o organismo em andlise. Para
uma ideia quantitativa, empresas especializadas chegam a cobrar por um projeto de
bioinformatica, do tipo necessario para este trabalho, valores médios de US$ 7.500,00 com
prazo para entrega de sete semanas.®’

Muitas das regras para o projeto de iniciadores sdo empiricas, o que indica que a
obtencdo de uma reacdo PCR bem sucedida s6 se verificard através de experimentos
confirmatorios envolvendo as sequéncias projetadas. Portanto, aderir a essas regras aumentara
significativamente as probabilidades de sucesso.”® Quando se trata do projeto de iniciadores
para o diagnostico de doencas ¢ de fundamental importancia cruzar a sequéncia proposta para
o iniciador com os genomas de outros virus. Uma vez que iniciadores de baixa especificidade
podem gerar resultados falso-positivos no diagndstico, o que significa detectar um organismo
que em realidade ndo existe na amostra analisada.

O procedimento inicial para escolha de sequéncias para identificar um virus consiste
no estudo do genoma com a finalidade de selecionar regides conservadas em diferentes
linhagens do mesmo organismo.® Na etapa seguinte o genoma de interesse é alinhado com
genomas de organismos do mesmo género, familia ou espécie com o objetivo de se eliminar
regides similares. O alinhamento pode ser realizado por pares utilizando softwares como o
BLAST (do inglés, Basic local aligment search tool), pacote de dominio publico que utiliza
uma abordagem heuristica, para obter uma otima relacdo entre sensibilidade e seletividade.
Outra possibilidade é o alinhamento de multiplas sequéncias por softwares como Clustal.”’

A PCR multiplex ¢ uma modalidade que consiste da amplificagdo simultanea, no
mesmo tubo, de sequéncias alvo de dois ou mais organismos. Em uma PCR multiplex o

tempo de preparacdo, amplificacdo e andlise sdo menores do que se as amostras fossem
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processadas em uma PCR simples. As aplicagcdes da PCR multiplex incluem: identificagdo de
patogenos, estudos forenses, diagndsticos de doengas genéticas e diagnodstico diferencial de
doengas infecciosas, e sdo aplicaveis na andlise concomitante de zika e dengue.

O projeto de iniciadores para a PCR multilplex requer um refinamento ainda maior de
todos os parametros envolvidos na PCR simples. Os iniciadores devem ser posicionados em
regides bem caracterizadas do genoma para evitar amplificagdo ndo especifica de sequéncias
similares. O iniciador deve ser desenhado de maneira que as cinéticas e temperaturas de
hibridizagao sejam similares para todo conjunto de genomas incluidos. A composi¢ao de
bases CG (citosina-guanina) sugerida para o iniciador deve ficar entre 45 a 55% e o
comprimento entre 23 a 28 nucleotideos.®” Os valores da temperatura de fusio (7,,) para todos
os iniciadores devem estar em uma faixa de tolerancia de +5°C. O tamanho dos varios
produtos deve estar proximo um do outro, dentro de uma faixa de 100 a 600 pares de bases
(do inglés, base pairs - bp). Nesse caso, o tempo de extensdo deve ser de 2 a 3 minutos maior
do que na PCR simples.”’ Os principais requisitos encontrados na literatura para o projeto de

iniciadores para PCR multiplex podem ser sintetizados em dez passos fundamentais:

1. Escolher a regido do genoma viral com menor variabilidade entre as diferentes
linhagens disponiveis nos bancos de dados;

2. Selecionar as regides do RNA relacionadas a uma proteina;

3. Alinhar as regides selecionadas com outros virus dentro de um mesmo género;

4. Utilizar softwares para escolha e analise dos iniciadores como:
http://seq.yeatgenoma.org/cgi-bio/web-iniciador, http://frodo.wi.mit.edu/cgi-
bin/iniciador3/; www.universalprobelibrary.com

5. Escolher poucos parametros para entrada inicial no software;

6. Eliminar iniciadores indesejados segundo critérios intrinsecos e extrinsecos;

7. Selecionar iniciadores relevantes;

8. Refinar escolha introduzindo novos parametros até se obter o melhor iniciador;

9. Amplificar sequéncia alvo pela PCR com os iniciadores desenhados;

10. Avaliar eficiéncia e se necessario repetir os passos 5 a 8§ até se obter o iniciador ideal.

A sonda de captura utilizada pelo biossensor possui na maioria dos casos a mesma
sequéncia do iniciador. Entdo, todos os parametros utilizados na metodologia para o projeto
de iniciadores pode ser usada para o projeto de sonda de captura nos biossensores de DNA,

que utilizam o sistema de hibridizagdo. Existem dois conjuntos de pardmetros para o projeto
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de iniciadores e, em consequéncia, das sondas de captura: os intrinsecos que dizem respeito as
caracteristicas de cada sequéncia e os extrinsecos que levam em conta as interagdes entre as

sequéncias.®’ Esses conjuntos de pardmetros sdo relacionados nos itens 3.3.1 e 3.3.2.

3.3.1 Parametros intrinsecos do iniciador e sonda de captura

Especificidade: no minimo, os trés primeiros nucleotideos do terminal 3" da sequéncia devem
ter ligacdao univoca com a sequéncia alvo, e nao devem ligar-se com outras partes do mesmo
iniciador;

Terminal 3': terminal em que a sintese do produto da PCR e a hibridizacdo da sonda com o
alvo se inicia. Evitar a presenca de trés ou mais bases C ou G, sendo as combinagdes
recomendadas: CG, GC, CC ou GG. A combinacao contendo G/C assegura a correta ligacao
do terminal 3" devido a forte ligacdo por pontes de hidrogénio entre essas bases;

Auto complementariedade: dentro de toda sequéncia do iniciador quaisquer trés bases
continuas nao devem se ligar com outras partes da mesma sequéncia;

Composigdo de oligonucleotideos: a composicao de 45 a 55% de bases GC permite uma
fusdo eficiente e uma ligacdo especifica durante a PCR. O ntimero de nucleotideos deve ser
igual ou proximo entre os dois iniciadores e também entre os pares multiplex;

Comprimento iniciador: o nimero recomendado de nucleotideos deve situar de 23 a 28 pares

de base.

3.3.2 Parametros extrinsecos entre os pares de iniciadores e sondas de captura

Complementariedade: para se evitar a formacdo de hibridos (dimeros) entre pares de
iniciadores deve-se remover a complementariedade entre os terminais 3 dos dois iniciadores.
Evitar a ligagdo de partes do iniciador senso com o iniciador reverso;

Temperatura fusdo (T,): deve ser a mesma para o par com valores entre 60° e 70°C com
tolerancia de 2 a 5°C; O calculo simplificado da 7, pode ser efetuado pela equagdo:
T,, (iniciador/captura) = 24AT + 4GC. A T, calculada deve ser incorporada no protocolo da
PCR, particularidade que deve ser observada quando dois conjuntos de pares de iniciadores
com diferentes 7}, sdo usados em uma PCR na amplifica¢do de diferentes fragmentos;
Distiancia entre o par senso e reverso dentro do produto da amplificacdo: a distancia entre
os dois iniciadores deve ficar entre 100 a 600 bp. Essa distancia permite uma sintese eficiente

de produtos da PCR;
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Tamanho do produto: para propositos em andlises clinicas os produtos devem conter de 100
a 300 pb. Preferencialmente, o nimero de bases do produto de cada espécie alvo devera ser
igual entre si na amplificagao multiplex;

Temperatura de anelamento: Mais alta em 2 a 5°C do que a temperatura de anelamento na

PCR simples.

3.4 Biossensores eletroquimicos para detec¢cao de DNA

Devido o alto potencial para aplicagdo no diagndstico de doengas existe um interesse
crescente no desenvolvimento de biossensores de DNA desde a década passada.”’”* Um
biossensor eletroquimico de DNA ¢ definido pela Internacional Union of Pure and Applied
Chemistry (IUPAC) como sendo um biossensor eletroquimico composto por um DNA e um
transdutor de sinal eletroquimico.” Essa classe de biossensor atrai a atengdo da indastria de
dispositivos diagnodsticos devido a possibilidade de miniaturizagdo, breve tempo de resposta,
precisio nos resultados e baixo custo.”” A Figura 3.3 ilustra os componentes de um

biossensor eletroquimico para analise de DNA.
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Figura 3.3 - Componentes de um biossensor eletroquimico de DNA: elemento biolégico de reconhecimento
(DNA ou RNA); transdutor (eletrodo) e processador de sinal elétrico.
Fonte: Elaborada pelo autor.

O principio de operacdo de um biossensor de DNA ¢ baseado no evento de
hibridizacdo entre uma sequéncia simples imobilizada na superficie, denominada captura, e
uma sequéncia alvo complementar presente em uma amostra em solucdo. A hibridizacdo gera
uma reacao eletroquimica na superficie transdutora que pode ser mensurada como um sinal
analitico. Varios tipos de transdutores, como piezoelétricos,”* opticos” ou sistemas
eletroquimicos’® tém sido usados para a analise da hibridizagdo. Especialmente os

transdutores eletroquimicos sdo os mais versateis para utilizacao no ensaio molecular devido a
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possibilidade de miniaturizagdo, baixo custo e portabilidade. A Figura 3.4 ilustra o evento de

hibridizacdo na superficie de um biossensor.

Sequéncias alvo ry
A ” (DNAamp) t‘
I T 3 Hibridizacdo
("72 eerr, 3 (DNAcap + DNAamp)

Sequéncia £ < <. CS
de captura ™ 5
DNA / 5
(DNAcap) . &> Transdutor

Figura 3.4 - Evento da hibridizacdo: sequéncia simples de DNA de captura (DNAcap) imobilizada na
superficie de um transdutor e a hibridizagdo com uma sequéncia alvo complementar (DNAcap +
DNAamp).

Fonte: Elaborada pelo autor.

A hibridizagdo de sequéncias de captura nos biossensores pode ocorrer tanto com
sequéncias-alvo sintéticas quanto com as naturais, na realidade um produto da PCR de uma
amostra real ¢ um DNA sintético. Atualmente, numerosos tipos de DNA sintético estdo
disponiveis comercialmente para utilizacdo em biossensores. As sequéncias de DNA sintético
podem ser desenhadas de acordo com o genoma de interesse para o diagndstico e para sua
imobilizacdo covalente nos transdutores os terminais podem ser funcionalizados com tiol,
dissulfetos, aminas ou biotina.”’

Em eletrodos de Au as sequéncias de captura sdo imobilizadas por ligacdo covalente
pela modificacdo de tiol (-R-SH)”*” que ¢ uma ligacdo estavel que possibilita a fixagdo em
um unico ponto da plataforma preservando a mobilidade conformacional da cadeia do DNA.
A imobilizagdo covalente ¢ vantajosa porque as ligacdes eletrostaticas, de outras partes do
esqueleto da sequéncia de captura, com a superficie sdo instaveis e podem induzir a perda de
especificidade na hibridizacdo.*® Além do DNA, pode-se empregar a intercalagio de
moléculas como o mercaptohexanol (MCH) que bloqueiam os sitios nao ocupados pelo DNA
ligado e favorecem somente as ligacdes complementares entre as sequéncias. A
funcionalizacdo da superficie com DNA ou com a conjugacdo DNA-MCH ¢ denominada
auto-organizacdo em monocamadas (do Inglés, self-assembed monolayers - SAMs), muito
utilizada nos biossensores de DNA.

Muitas abordagens tém sido usadas para detectar as reacdes de hibridizacdo por

métodos Opticos e eletroquimicos. Nos métodos eletroquimicos, uma molécula redox ¢
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utilizada para detectar o evento de hibridizagdo e com frequéncia uma enzima atua como
elemento de amplificagdo do sinal. Nos métodos Opticos, moléculas fluorescentes marcadoras
sdo ligadas covalentemente a uma terceira sequéncia, complementar a sequéncia alvo, com o
objetivo de identificar a ocorréncia da hibridizagdo. A configuragdo ¢ chamada de
hibridiza¢ao sanduiche, uma vez que a sequéncia alvo hibridiza parcialmente com a sequéncia
de captura e com a sequéncia marcada.

Os biossensores de DNA podem ser divididos em dois grupos principais, 0os que
utilizam marcacdes e os que ndo as utilizam (do inglés, label-free).”” No grupo dos
biossensores marcados uma das abordagens ¢ baseada na resposta eletroquimica de um
marcador redox ativo que muda sua concentracdo com a hibridizacdo do DNA. Os
marcadores sao chamados de indicadores de hibridizagao e possuem alta afinidade com
ssDNA ou dsDNA, sendo os mais comuns os metais complexos € os corantes que interagem
com as liga¢des de hidrogénio do dsDNA ou possuem seletividade de ligacdo com as bases
como a guanina. Outro processo usual utiliza moléculas marcadoras como o ferroceno ligadas
a sequéncia de captura ou alvo. Apds a formagao da dupla fita o ferroceno intensifica a
transferéncia de elétrons.

O grupo de genossensores label-free tem grande vantagem para deteccdo do material
genético em medicina forense e andlises clinicas ja que simplificam os passos para deteccao.
A detecgdo direta elimina as etapas de marcacdo, o que reduz o tempo e o custo da analise.
Assim, a deteccao label-free torna-se mais vantajosa e possibilita a aplicabilidade dos
genossensores no diagnoéstico de doencas. Na deteccdo label-free, a hibridizagdo provoca
mudangas nas propriedades elétricas da superficie do eletrodo, tais como a impedéncia,®'
resisténcia® e potencial® que podem ser mensuradas como um sinal analitico.

Uma das técnicas mais utilizadas nos genossensores label-free ¢ a espectroscopia de
impedancia eletroquimica (do inglés, electrochemical Impedance spectroscopy - EIS).*** O
interesse pela EIS também pode ser atribuido a possibilidade de coletar espectros sobre uma
larga faixa de frequéncias, permitindo a completa caracterizagdo da superficie em um curto
intervalo de tempo.®® Os maiores esforcos para combinar a EIS com a deteccio de DNA
focam no aumento da sensibilidade por meio de métodos de imobilizagdo,*” tipo de sequéncia
da captura,” cobertura da superficie® assim como a utilizagdo de diferentes materiais na
funcionalizago da superficie do transdutor.”

Nas medidas de EIS a hibridizagdo da fita complementar com a fita de captura
imobilizada no eletrodo ¢ detectada pela variagdo da resisténcia de transferéncia de carga

(R.), retirada do espectro de impedancia (grafico de Nyquist), como ilustrado na Figura 3.5.
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Ainda € possivel caracterizar o biossensor utilizando a configuracdo com dois eletrodos com a

medida de impedancia elétrica para detecgio da hibridizagio.”’
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Figura 3.5 - Espectro de impedancia (grafico de Nyquist) em um biossensor de DNA que utiliza eletrodo de
ouro: (e) eletrodo limpo; (A) imobilizado com DNAcap/MCH e (o) hibridizado
(DNAcap+DNAamp).

Fonte: GEBALA; SCHUHMANN.®

No que se refere a plataforma para construcao dos biossensores label-free a utilizagdo
de eletrodos descartaveis ¢ de grande interesse, pois para fins de diagnostico a regeneragao de
eletrodos na maioria dos casos nao ¢ indicada ou mesmo inviavel operacionalmente. Um dos
processos mais usados atualmente para fabricagdo de eletrodos descartaveis ¢ a impressao de
pastas metalicas condutivas sobre o substrato (do Inglés, screen-printed electrodes-SPEs),
onde mascaras delimitam as regides de impressao. Os SPEs podem ser fabricados em diversos
tipos de substrato de suporte, com grande variacdo de materiais e configuracdes do eletrodo.
Esse método de fabricacdo tem atraido a aten¢do de pesquisadores e setores da industria nos

9293 Entretanto, um inconveniente deste

ultimos anos devido a simplicidade e baixo custo.
método ¢ a alta rugosidade da superficies que interfere na construcao de SAMs.

Outro método eficaz para fabricagdo de eletrodos descartdveis consiste na evaporacao
térmica de filmes finos em cdmara de vacuo.”* Nesse tipo de fabricagio, também denominado
metalizacgdo, particulas em estado de vapor se solidificam no substrato alvo. A evaporacgao
fornece uma superficie metalica homogénea, de baixa rugosidade e isenta de elementos
contaminantes. As temperaturas de fusdo do metal e o alto vacuo dentro da camara
possibilitam um ganho de qualidade quando comparado com o processo de screen-printed.
Além disso, o processo de evaporagdo ¢ extremamente reprodutivel e envolve um nimero
reduzido etapas, materiais € solventes, o que ¢ vantajoso ao se transferir a tecnologia para o

setor produtivo. A Tabela 3.1 compara as principais caracteristicas das técnicas de SPEs e

evaporagdo térmica para fabricag@o de eletrodos descartaveis.
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Tabela 3.1 - Comparacao dos métodos de fabricagdo de eletrodos de ouro descartaveis fabricados pelo processo
screen-printed e por evaporacdo térmica.

Caracteristica Screen-Printed”>*® Evaporaciao Térmica**
Rugosidade por area 1,06 22,99 pm 0,69 a 1,69 nm
Espessura do filme > 10 pm 30 a 200 nm
Controle do filme Baixo Alto
Menor dimensdo geométrica* 0,1 mm 0,8 mm

N .
AEp em_yelomdade de varredura de 62 276 mV 77 497 mV
100 mVs
Inallpe™ 0,99£0,03a 1,04 £ 0,20 a
parpe 1,15+ 0,08 1,23 £ 0,30

Fonte: Elaborada pelo autor.

* - Utilizagdo de tela com 325 mesh nos SPEs e molde fisico para a configuracio das trilhas

condutivas no eletrodo evaporado;
* - Eletrolito de [Fe(CN)s]*"* em KC1 1,0 mmol L™';
**_ Dados com base nos resultados deste trabalho.

Dentre os diversos materiais para evaporagcdo os metais nobres, em especial Au, Ag e
Pt, se destacam pela alta taxa de transferéncia de carga e a baixa reatividade quando
comparados com o carbono e pastas metalicas como as utilizadas nos SPEs. O grande
beneficio da utilizagdo de metais nobres como o ouro em eletrodos de trabalhos ¢ a forte
ligagdo covalente de grupos tiol (-SH) que favorece a construgio de SAMs.”’

Para produgdo em larga escala de biossensores descartaveis sdo usuais os filmes finos
metalicos depositados em materiais poliméricos, de menor de custo quando comparados aos
substratos solidos de vidro e silicio.”*” A metalizagdo sobre substrato polimérico &
simplificada quando se utilizam moldes fisicos vazados, que necessitam como preparagao
somente a limpeza da superficie do polimero com metanol, e a sua fixagdo nos moldes para a
evaporacao do ouro. Outra vantagem do substrato polimérico € que a deposi¢ao do filme pode
ser feita diretamente na superficie limpa ndo necessitando de camada de adesdo adicional
como as camadas de cromo comumente usadas em substratos de vidro.

Quando o produto da PCR ¢ analisado em um biossensor, novamente as abordagens
com e sem marcag¢ao sao utilizadas. Nos métodos marcados alguns trabalhos utilizam enzimas

99-100

para detectar a hibridizagao. Por outro lado, nos genossensores label-free tanto a

oxidagio da guanina e adenina e a EIS sdo utilizadas para detec¢do do produto.'*''*
O desenvolvimento de genossensores requer a otimizacao de diversos fatores, como
concentracdo de sondas de captura, tempo de imobilizagdo, temperatura da reagdo, dentre

outras. Na literatura encontra-se uma grande variacdo de solu¢des tampao, tempos para
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formacdo de SAMs e de hibridiza¢do. O ensaio combinado de todos os parametros para
caracterizacdo inicial aumenta de maneira dramatica o numero de experimentos necessarios.
Entao, para minimizar o numero de experimentos a aplicagao de ferramentas estatisticas como
o planejamento fatorial fracionario pode auxiliar nessa otimizagdo.'® %

A ideia da analise de produtos da PCR por biossensores eletroquimicos foi relatada em
alguns estudos, que mostraram ser possivel substituir a deteccao tradicional em eletroforese
em gel, Sourthern blotting ou espectrofotometria por um biossensor. Nesse sentido, Lai et al.
utilizaram um método eletroquimico para deteccdo de sequéncias especificas de produtos nao
purificados da PCR para identificar a Salmonella Typhimuriu.'"” Nessa abordagem, uma PCR
assimétrica foi utilizada para amplificacdo de sequéncias alvo da Salmonella. A PCR
assimétrica consiste na multiplicacdo de uma das sequéncias do DNA da dupla hélice, o que
resulta em um produto da PCR composto quase que exclusivamente da sequéncia alvo a ser
identificada pelo biossensor em contraste com a PCR tradicional em que ambas sequéncias
sdo amplificadas. No estudo de Lai o eletrodo de trabalho foi fabricado através da metalizagao
de ouro sobre vidro, e um produto da PCR de 100 bases foi detectado através da técnica de
voltametria que associa o decrescimento no potencial com a redugao do azul de metileno apos
a hibridizagao.

A utilizagdo de multiplos eletrodos descartdveis impressos em ouro em um Unico
substrato, ¢ uma alternativa para detec¢do simultdnea de vérios agentes causadores de

1% apresentaram um biossensor eletroquimico para identificacio de

doengas. Farabullini et a
dois tipos de bactérias contaminantes de alimentos, a Salmonela spp. e a Lysteria
monocytogenes. Uma sonda de captura previamente ancorada na superficie de ouro hibridiza
com o produto da PCR no formato de hibridiza¢ao sanduiche e uma sonda adicional marcada
com fluordforos ou enzima se liga a outra extremidade do produto. A voltametria de pulso
diferencial (do inglés, differential pulse voltammetry - DPV) foi a técnica eletroquimica
utilizada para identificar o sinal de oxidacdo do a-naphthyl colocado na presenca de um
conjugado de streptavidin-alkaline phosphatase. Um potenciostato multicanal foi utilizado
para a medida simultanea da concentracdo das bactérias. Alguns pontos relevantes
apresentados foram: o estudo da melhor posi¢ao de ligagdo da sequéncia de captura com o
produto da PCR e a configuragcdo do biossensor em tira descartavel para analise de multiplos
analitos. Contudo, a utilizacdo da hibridizagdo sanduiche e o conjugado enzimatico
acrescentam dois passos a mais no processo. Um avango posterior para deteccdo de multiplos

analitos foi apresentado pelo mesmo grupo’ onde foi utilizada a mesma metodologia de

medida de pulso diferencial e conjugado streptavidin-alkaline phosphatase, mas o projeto da
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tira de teste do biossensor mostrou uma evolu¢do, sendo constituido de oito eletrodos de
trabalho, que funcionam em pares e melhoram a confiabilidade de detecgao.

A utilizagao de eletrodos de ouro para ancoragem de sondas de DNA de captura ¢
adotada com frequéncia nos biossensores de DNA. Mesmo langando mao de metodologias
mais avangadas, como espectroscopia Raman, para deteccdo de produtos da PCR a superficie
de ouro ganha destaque porque ndo sofre oxidagdo significativa capaz de interferir na
deteccao por técnicas eletroanaliticas. Essa caracteristica favorece as medidas de transferéncia
de carga relacionadas a hibridizacdo de sequéncias de DNA. Em um estudo de
Papadopoulou'®” a identificagio de polimorfismo da Yersinia Pestis com produtos de 262
bases foi realizada na forma ndo purificada. Uma metodologia criteriosa para extragdo e
amplificacdo em uma PCR duplex assimétrica foi desenvolvida, entretanto, para detecc¢do
necessitou-se de marcagao dos produtos com fluoroforo e de um equipamento Raman, o que
aumentou a complexidade.

Um biossensor eletroquimico para deteccdo de patdgenos pela analise de produtos da
PCR foi apresentado recentemente por Yan e colaboradores.'”” As sondas de captura foram
imobilizadas em uma superficie de ouro e utilizando um conjugado de streptavidin-alkaline
phosphatase no modelo de hibridiza¢do sanduiche a detec¢do utilizou as técnicas de EIS e
voltametria de onda quadrada (do inglés, square wave voltammetry - SWV). O estudo fez
uma comparacdo entre a deteccdo de sequéncias de DNA de Salmonella tanto na forma
sintética quanto das naturais provenientes de amostras reais. Embora exista uma alta
complexidade no procedimento adotado, o estudo demonstrou que ¢ possivel aplicar o
conceito da deteccdo direta, isto €, sem a necessidade de marcagdo com fluordforos, para
analisar produtos da PCR.

No que se refere ao diagnostico de doengas infecciosas como a dengue e zika um
dispositivo ideal de diagndstico devera reunir um conjunto de qualidades como: leitura direta
do produto da PCR; medida simultanea de dois ou mais analitos; eletrodos descartaveis;

equipamento portatil de leitura de sinal e resposta da andlise em aproximadamente 1 hora.

3.5 Patentes relacionadas aos biossensores de DNA

No que se refere ao campo das patentes ainda ndo existe, até o momento da redacgao
deste trabalho, uma metodologia proposta de ensaio molecular para zika que envolva produtos
da PCR e biossensores. Algumas ideias podem servir de base para se chegar a proposicao de

um genossensor para essas duas doencas. A pesquisa das patentes de biossensores
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eletroquimicos de DNA que utilizam a hibridizag¢do e processos relacionados foi realizada em
ambito nacional no Instituto Nacional de Propriedade Industrial (INPI) e internacional no
European Patent Office (EPO) e United States Patent Trademark Office (USPTO), com datas
referentes a tltima publicagdo. Na relacdo das patentes consultadas ndo foi feita a distingao
entre as que estdo em situacao de pedido e as que ja foram concedidas.

A palavra-chave biossensor foi usada para busca no INPI, onde foram encontradas duas
patentes relacionadas com este trabalho. A primeira patente, PI 9815122-3, 2000,'” descreve
a confeccdo de tiras de teste de biossensores eletroquimicos, em especial para uso nos
medidores de glicose, originada de empresa multinacional. A segunda, um pedido de
inovacdo, PI 1102719-3, 2014,'” descreve um biossensor eletroquimico que consiste no
processo para deteccdo de acidos nucléicos e a confeccdo de uma de fita teste para
reconhecimento de DNA e RNA, cujo objetivo ¢ o de diagnosticar doencas. A patente
descreve sucintamente as fases de imobilizagdo da sonda de 4cido nucleico, a hibridizagao ¢
deteccdo. A tira de teste possui como substrato o cloreto polivinila (PVC) ou acetato de
polivinila (PVA) e os eletrodos sdo constituidos de pasta condutora impressas no substrato. O
sinal eletroquimico resultante do evento da hibridizagdo ¢ detectado pela técnica de
voltametria, com um potencial varidvel de 0,4 a 1,4 V. O valor da corrente indica a ocorréncia
da hibridizagdo. Entretanto, observa-se nos graficos que a técnica de voltametria ndo foi
suficientemente sensivel para detectar diferengas entre a hibridizacdo entre a sequéncias de
captura e alvo. Na literatura tem sido mais usual as técnicas de espectroscopia de impedancia
e voltametria de pulso diferencial para os biossensores de DNA do tipo label-free.

A analise de produtos da PCR da sequéncia alvo por um biossensor ¢ um dos
caminhos mais diretos para se utilizar o biossensor no diagnostico de doengas. Nesse sentido,
o pedido de patente BR 102013031310-6, 2015,""* apresentou a ideia seminal para a analise
de produtos da PCR em biossensor. A patente descreve um genossensor eletroquimico para
diagnostico da meningite meningococica. O biossensor utiliza um eletrodo de trabalho de
grafite e filme polimérico condutor para imobilizagdo de uma sonda de captura capaz de
hibridizar com sequéncias complementares da bactéria Neisseria meningitidis. Entretanto, o
método proposto consegue medir a hibridizagdo dos produtos da PCR somente de forma
indireta, com auxilio de agentes intercaladores como o brometo de etidio, o que indica ainda
uma dependéncia com o método bioquimico tradicional de analise.

A consulta ao EPO e USPTO utilizou as palavras-chave biosensor AND electrochemical
AND nucleic acid OR DNA, nesse caso foram selecionadas aquelas patentes com relagdao

mais proxima com a proposta desenvolvida neste trabalho. Nesse sentido, a patente
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WO02010117341, 2010,111 descreve um método de detecgdo eletroquimica de sequéncias alvo
por hibridizagdo em que a sequéncia de captura ¢ imobilizada em uma superficie metalica
plana capaz de transferir elétrons apds a hibridizacao. Sdo utilizadas nanoparticulas metalicas
em solugdo como promotores de condugdo elétrica. A patente US20060205013, 2006,
descreve um biossensor que utiliza um transistor de efeito de campo (FET) e um ligante
molecular. Um 4cido nucleico que pode se ligar horizontalmente ao ligante ¢ imobilizado na
superficie da porta do transistor. O método permite um aumento do sinal de hibridizagao
devido a imobilizac¢ao horizontal das sequéncias. Porém, ligagdes ndo complementares podem
induzir a resultados falso positivos.

A patente US20120283107, 2012," descreve o método e um dispositivo de detecgio
direta da reagdo de hibridizacao em eletrodos planos de Au. A perturbacdo das cargas elétricas
proximas a superficie ¢ detectada como transiente de corrente em um amplificador
operacional ligado ao eletrodo. A patente US20100201381, 2010,'"* descreve um dispositivo
composto de trilhas condutivas seccionadas, em que nos espacos vazios, de dimensdes 1 pm,
sao imobilizadas sequéncias de DNA funcionalizadas com nanoparticulas metélicas e
conformadas em hairpin (semicirculos). Na configuracdo inicial as nanoparticulas
estabelecem uma ponte condutiva e caso a amostra contenha sequéncias complementares as
sequéncias de capturas sdo estiradas apos a hibridizagdo e a formagdo em haipin ¢é aberta, o
que induz a descontinuidade da trilha que ¢ interpretada como sinal positivo de hibridizagao.

No que se refere a aplica¢ao da técnica RT-PCR para diferenciacao do virus da dengue
em infec¢des, a patente WO 2010030243, 2010,'" apresentou um método de RT-PCR duplex
para amplificagdo de sequéncias alvo dos virus da dengue concomitante com sequéncias do
virus chikungunya. A inveng¢do discorre sobre o método para detectar chikungunya e dengue,
através da analise de acidos nucléicos presentes na amostra. O processo consiste de trés
passos: (a) projeto de iniciadores e sequéncias sinalizadoras para deteccao; (b) amplificacao
utilizando iniciadores especificos para identificar sequéncias alvo de dengue e chikungunya
em PCR duplex; (c) detec¢do das sequéncias alvo por reacdo de hibridizacdo. A etapa de
deteccao envolve a associagdo das sequéncias alvo com microesferas que sdo identificadas
por fluordforos e diferenciam os dois tipos de virus. A proposta de diferenciacdo ¢ muito
positiva, contudo, o método apresentado nessa patente aponta uma série de desvantagens
como: o processo envolve etapas adicionais de marcacdo e identificagdo que aumentam o
tempo e custo da analise. E possivel reconhecer, pelas anterioridades, que a integragdo dos
biossensores com analise dos produtos da PCR ¢ vidvel, e com espago para proposi¢ao de

novos produtos para aplicagdo no diagnostico em ensaios moleculares.
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4 MATERIAIS E METODOS

O substrato de politereftalato de etileno (PET) em folhas de 30 x 30 cm com espessura
de 1,0 mm foi adquirido da Goodfellow (UK) e o ouro para evaporagdo, pureza de 99,9% foi
adquirido da Marsan (SP). As sequéncias de DNA sintético foram adquiridas liofilizadas da
Sigma-Aldrich, sendo as sequéncias de captura e alvo purificadas pelo fabricante por HPLC.
A coluna de exclusio molecular Sephadex™ NAP™.-5 para purificacio adicional do DNA de
captura foi adquirida da GE Helthcare (UK). Todos os reagentes foram utilizados como
recebidos e as solucdes preparadas com agua ultrapura deionizada (resistividade = 18,2 MQ
cm) esterilizada em autoclave. Foram adquiridos da Synth os reagentes metanol e acetona. Foi
adquirido da Hexapur Bio Lab o tris(hidroximetil)aminometano — (HOCH,)3CNH,, > 99,8%;
Foram adquiridos da Sigma-Aldrich os seguintes reagentes: ditiotreitol — DTT pureza >
99,0%; ferricianeto de potassio — K3Fe(CN)g, > 99,0%; ferrocianeto de potassio — K4Fe(CN)g,
> 99,0%; hidréxido de potassio — KOH, > 85,0%; acido sulfirico — H,SO4, 95,0 a 98,0%;
cloreto de potassio — KCI, > 99,0%; cloreto de hidrogénio — HCI, > 99,0%; hidroxido de sodio
— NaOH, > 99,0%; fosfato de sédio dibasico — Na,HPOy; fosfato de sédio monobasico di-
hidratado — NaH,PO4*2H,0; acido etilenodiamino tetra-acético — EDTA (C;oHsN,Og), >
99,0%. As solugdes tampao estoque foram preparadas nas concentracdes: tampao TE 10
mmol L [10 mmol L' de (HOCH;,)3CNH; ¢ 0,1 mmol L Ci10H6N,Og]; tampao fosfato —
PB 0,20 mol L' (0,20 mol L de Na,HPO, ¢ 50 mmol L de NaH,PO,*2H,0, pH 7.4);
tampao fosfato salino — PBS 0,20 mol L! (0,20 mol L' de Na,HPOy4; 50 mmol L' de
NaH,PO,4+2H,0 e 3,0 mol L™ NaCl).

4.1 Fabricacao de eletrodos descartaveis de Au-PET

Os eletrodos foram fabricados em um substrato de politereftalato de etileno (PET), na

forma de tira de teste descartavel em duas configuragdes, como representado na Figura 4.1.

Voo | == "

Area de reagao

3,2cm

Figura 4.1 - Desenho esquematico sem escala dos eletrodos descartdveis fabricados em substrato de
politereftalato de etileno (PET) metalizados com ouro: (a) eletrodo de trilha tnica (Au-PET); (b)
eletrodo de trés contatos (Au3-PET).

Fonte: Elaborada pelo autor.
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As trilhas condutivas metalizadas em ouro possuem uma extremidade linear para
conexdo ao equipamento de medida enquanto a extremidade com circunferéncias, area de
reacdo, ¢ destinada a imobilizacao de sondas de captura, onde um adesivo vazado ¢ colocado
sobre as trilhas para delimitar a regido de contato da solucao.

Na preparacao, os substratos de PET foram cortados com guilhotina nas dimensdes de
0,8 x 3,2 cm, limpos com metanol em banho de ultrassom por 5 minutos. Em seguida foram
secos em fluxo de N, e fixados em moldes vazados de aluminio para evaporacgdo. Os filmes de
ouro foram depositados por evaporagdo térmica diretamente sobre o substrato polimérico em
uma camara Balzers BAK 750. Antes da evaporagdo a cdmara contendo os substratos
permaneceu em vacuo de 10 Pa por 12 horas e foi submetida a descarga idnica por 400s
antes da evaporagdo. A taxa de deposicao de ouro foi de 3 nm/s, totalizando uma espessura
final do filme de 150 nm medida por cristal de quartzo da evaporadora. Apos a retirada da

camara os eletrodos foram armazenados individualmente em tubos eppendorf.

4.2 Caracterizacio morfologica dos eletrodos

A andlise de rugosidade do substrato de PET foi realizada comparativamente com
substratos de vidro, silicio e mica. Os valores da rugosidade por area (R,) e rugosidade
quadratica média (R,,s) foram obtidos por microscopia de for¢a atdmica em imagens de
topografia nas dimensdes de 5 x 5 um. Para as medidas de rugosidade o substrato de PET foi
limpo com metanol em banho de ultrassom por 5 minutos. O substrato de vidro foi limpo com
solu¢do de acetona/metanol (1:1 v/v). O silicio recebido do fabricante, sem uso prévio, foi
limpo com solugdo de acetona/metanol (1:1 v/v). A mica foi preparada retirando-se o plano
superior por clivagem com fita adesiva. Para essa caracterizacdo a evaporagdo do filme de

ouro no PET, no vidro e na mica foi realizada concomitantemente na mesma cidmara Balzers.
4.3 Caracterizacio eletroquimica dos eletrodos
4.3.1 Voltametria ciclica e espectroscopia de impedéncia eletroquimica

As caracterizagoes eletroquimicas dos eletrodos evaporados de Au-PET foram

realizadas comparativamente com eletrodos de ouro comercial da HD Instruments (US),

[N , JOUR] 2 . y o1 .
didmetro de 2 mm, area geométrica de 3,14 mm". Os desvios médios das medidas foram
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calculados com base nos resultados de trés eletrodos distintos de cada tipo. As técnicas de
voltametria ciclica (do inglés, ciclic voltammetry - CV) e espectroscopia de impedancia
eletroquimica (EIS) foram executadas em uma célula de trés eletrodos com volume de 15 mL,
em um potenciostato/galvanostato Autolab. Como contraeletrodo foi utilizado uma espiral de
fio de platina de 20 mm?, eletrodo de referéncia Ag/AgCl (KCl 3,0 mol L) e como eletrodo
de trabalho a lamina de Au-PET ou ouro barra comercial, em eletrdlito de [Fe(CN)6]3'/4' 1,0
mmol L em KCI 1,0 mmol L. Antes das caracterizagio ambos os eletrodos foram polidos
eletroquimicamente por CV em H>SO;4 0,5 mol L™, primeiramente com potencial entre 0 e 1,8
V (vs Ag/AgCl), a uma velocidade de varredura de 500 mVs™ (30 ciclos), e em seguida, entre
0e 1,6V (vs Ag/AgCl), a uma velocidade de varredura de 100 mVs™ (10 ciclos).

4.3.2 Sensibilidade do eletrodo Au-PET com o pH

Uma vez que os eletrodos sdo utilizados para medidas de transferéncia de carga, a
sensibilidade ao pH ¢ uma caracterizacdo relevante e foi avaliada pelo método de
cronopotenciometria no potenciostato/galvanostato Autolab PGSTAT 302. As medidas foram
realizadas com os terminais do contraeletrodo e referéncia ligados concomitantemente a um
eletrodo Ag/AgCl (KCI 3,0 mol L™). Como eletrodo de trabalho foi utilizado o eletrodo Au-
PET, previamente polido eletroquimicamente. Um medidor de pH de bancada Hanna foi
colocado em paralelo com os demais eletrodos em uma célula eletroquimica de volume inicial
com 20 mL. O pH da soluco inicial de PBS 1,0 mmol L™ foi calibrado para 5,0 com adi¢io
de HC1 0,1 mol L"". O aumento do pH foi induzido pela adi¢do de aliquotas de 10 pL de
NaOH 0,1 mol L. Apés a estabilizagio do potencial a0 novo pH uma nova aliquota foi
introduzida. As medidas foram realizadas em trés eletrodos distintos na faixa estudada entre
4,5 a 9,5 do pH. Para os demais experimentos foi adotado o pH de 7,4 correspondente ao pH

bioldgico.

4.4 Caracterizacio das sequéncias de captura e sequéncias alvo de DNA sintético

4.4.1 Caracterizacio das sequéncias por espectroscopia de absorcao no ultravioleta

As sequéncias de DNA recebidas liofilizadas foram suspensas em tampao TE para

preparo das aliquotas. Tanto as sequéncias de captura (Zcap e Dcap) quanto as sequéncias
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alvo (Zamp e Damp) foram distribuidas em aliquotas de 10 uL a 100 pmol L' e novamente
secas em centrifuga de vacuo na temperatura ambiente. Esse procedimento de secagem
proporciona maior tempo de armazenamento dos oligonucleotideos sintéticos e foi adotado
para as aliquotas utilizadas neste trabalho. Segundo as especificagdes do fabricante (Sigma-
Aldrich) oligonucleotideos secos armazenados a -20°C sdo preservados de degradagio por 24
meses, a0 passo que ao serem armazenados a -20°C ou mesmo a -80°C em tampdo TE e dgua
a durabilidade cai para 7 meses. As aliquotas das sequéncias alvo (Zamp e Damp) para
utiliza¢do nos biossensores foram entdo suspensas em tampao (PB 0,05 mol L' + NaCl 0,2
mol L") e utilizadas até um prazo méaximo de 30 dias. Antes das etapas de imobilizagdo e
hibridizagao as solugdes de DNA sintético foram analisadas por espectroscopia UV (340 a
220 nm), em uma cubeta de quartzo. A calibracdo das concentracdes e verificagdes de
possiveis contaminac¢des por proteinas ou outros compostos foi avaliada pelos espectros UV.
A presenga de proteinas foi verificada pela relacdo entre absorbancias em 260 e 280 nm
(A260/A280) e a presenca de sais e outros compostos pela relagdo A260/A230, seguindo a
metodologia sugerida por Wilfinger ez al.''®

Os oligonucleotidos modificados com tiol (Zcap e Zcap) foram fornecidos pelo
fabricante com protecdo para a ligagdo dissulfeto (R'-S-S-R?) para minimizar a oxidacdo que
resulta na formagdo de dimeros entre os oligonucleotideos. O rompimento da ligagdo S-S e
liberacao do tiol (-SH) favorece a ligagdo da sequéncia de captura com a superficie do ouro.

Para esse tratamento foi aplicado o procedimento de redug¢do com ditiotreitol (DTT), ilustrado

na Figura 4.2.
S—sS (|)-
VAVAVAVS AVAVAVAS ﬁ,_ Oligo
OH o] HS |O
—>
Hs/\l)\/SH W\/\o— ﬁ>— Oligo
DTT OH o)
R-S-S—(CH,)s — Oligo + DTT — HS—(CH;)s — Oligo

Figura 4.2 — Reducdo da ligagdo S-S por ditiotreitol (DTT) nos oligonucleotideos sintéticos funcionalizados
com grupo tiol. Produto final resultante apds a filtragdo em coluna de exclusdo molecular.
Fonte: Elaborada pelo autor.
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O procedimento executado consistiu de duas etapas: Parte I: ativacido do oligo-
dissulfeto: Uma aliquota de oligonucleotideo de captura previamente seca foi diluida em 500
uL de solucdo contendo DTT 0,04 mol L' em tampdo PB 0,17 mol L' (pH 8,0). Os
oligonucleotideos permaneceram na solugdo por 16h a temperatura de 25°C abrigados da luz.
Parte 2, purificagdo: Apds o periodo de incubacdo os oligonucleotideos foram purificados
por filtracio em gel em coluna de exclusdo molecular por gravidade Sephadex™ NAP™.5,
GE Healthcare. A coluna NAP™-5 foi inicialmente equilibrada a temperatura de 25°C com
10 mL de tampdo PBS 0,17 mol L' (pH 7.4). O volume de 500 pL de oligo-DTT foi
adicionado na coluna e ap6s a completa penetracdo no gel os oligonucleotideos foram eluidos
com 500 pL do mesmo tampdo PBS 0,17 mol L. Apés a purificacdo o volume final das
solugdes de Zcap e Dcap foi de 500 pL. com concentragdes entre 0,8 a 1,2 pmol L'l, variagoes

obtidas em purificagcdes de pelo menos cinco amostras secas.

4.4.2 Caracterizacio das sequéncias de DNA por microscopia de forca atomica

Para visualizar as sequéncias de DNA foi utilizada a microscopia de forca atomica. Na
preparacdo, 30 uL da solugdo de DNAcap foram depositados em um substrato de mica, apds a
secagem em dessecador a temperatura de 25°C as medidas foram realizadas. Foi utilizado um
microscopio Park, pertencente ao Laboratério Nacional de Nanotecnologia (LNNano),
Campinas-SP, projeto de pesquisa AFM 16810, operando no modo contato intermitente com

cantiléver de silicio, frequéncia de ressonancia de 300 kHz e constante de forga 40 N/m.

4.5 Técnicas de caracterizaciao

4.5.1 Espectroscopia de absorc¢ao no ultravioleta (UV)

A espectroscopia no ultravioleta, no comprimento de onda de 340 a 220 nm, foi
utilizada para quantificar a concentracdo de todas as solu¢des contendo as sequéncias de
captura e alvo de DNA. As medidas foram realizadas em um equipamento Hitachi U-2900,
utilizando cubeta de quartzo com caminho 6ptico de 1,0 cm, previamente limpa com

hipoclorito de s6dio a 2% e acetona antes de cada medida.
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4.5.2 Microscopia de forca atomica (AFM)

A microscopia de forca atdmica (do inglés, atomic force microscopy - AFM) foi
utilizada na caracterizagdo da superficie do substrato e do eletrodo. As imagens foram obtidas
em um microscopio FlexaAFM da Nanosurf, operando no modo contato intermitente com

cantiléver de silicio, frequéncia de ressonancia de 300 kHz, constante de for¢a 40 N/m.

4.5.3 Voltametria ciclica (CV)

A Voltametria ciclica (do inglés, ciclic voltammetry - CV) foi utilizada na
caracterizacdo eletroquimica dos eletrodos. Os voltamogramas foram obtidos em um
potenciostato/galvanostato Autolab PGSTAT 302, gerenciado pelo software GPES (do inglés,
General Purpose Electrochemical System) versao 4.9. Antes de cada caracterizacdo e etapa de
imobilizacio de DNA os eletrodos Au-PET foram -eletroquimicamente polidos por
voltametria ciclica em H,SO4 0,5 mol L™, primeiramente com potencial entre 0 ¢ 1,8 V (vs
Ag/AgCl), a uma velocidade de 500 mVs™ (30 ciclos), ¢ em seguida, entre 0 ¢ 1,6 V (vs
Ag/AgCl), a uma velocidade de 100 mVs' (10 ciclos). No passo seguinte, o fator de
rugosidade dos eletrodos foi determinado a partir da razdo da area eletroativa (4.,) e area
geométrica do eletrodo (4g.). A A., € a area de superficie microscopica obtida pelo método de
adsorc¢do do oxigénio. A A, foi calculada a partir do didmetro da superficie do eletrodo: para

o eletrodo de contato tnico 0,20 cmz, e para o eletrodo de trés contatos 0,038 cm’.

4.5.4 Espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIS)

A Espectroscopia de impedancia eletroquimica (do inglés, electrochemical impedance
espectroscopy - EIS) foi utilizada para as medidas de transferéncia de cargas no eletrodo. O
diagrama de Nyquist foi obtido através de medidas em um potenciostato/galvanostato Autolab
PGSTAT 302, gerenciado pelo software FRA (do inglé€s, Frequency Response Analyser)
versao 4.9. A faixa de frequéncia medida foi de 30 a 0,1 kHz, com amplitude AC de 5 mV.

4.5.5 Voltametria de pulso diferencial (DPV)

As medidas de voltametria de pulso diferencial (do inglés, differential pulse

voltammetry - DPV) foram realizadas em solugio tampio PB 0,1 mol L™, contendo partes
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iguais do par redox [Fe(CN)s]*"* na concentragdo de 5,0 mmol L. Os parametros utilizados
foram: tempo de modulacdo de 0,055s, intervalo de tempo de 0,0175s, passo de potencial de 5

mV, amplitude de modulagao de 70 mV e potencial de —0,4 a + 0,4 V.

4.5.6 Microscopia eletronica de varredura (MEYV)

A técnica de microscopia eletronica de varredura foi utilizada para caracterizar a
morfologia e composi¢dao do substrato metalizado com ouro. As imagens foram obtidas em
um microscopio Inspect F50 (FEI, Holanda), operando com tensdo de aceleragdo entre 5 a 15
kV e leitura de elétrons secundarios (SE). Antes das medidas, tanto a area metalizada com Au
como a area do substrato de PET foram recobertos com uma camada de Pt de 5 nm. Os
espectros de raios X por energia dispersiva (do inglés, energy dispersive X-ray - EDX) foram

obtidos no mesmo equipamento, pertencente ao Instituto de Fisica de Sdo Carlos.

4.6 Etapas de construcio do biossensor

A constru¢do do biossensor consistiu de trés etapas: a fabricagdo e caracterizacdo dos
eletrodos, o projeto de sequéncias de DNA e a imobilizagdo das sequéncias nos eletrodos,
como mostra a Figura 4.3. Na etapa de fabricagdo dos eletrodos a qualidade do substrato
exerce fator crucial para obtencdo de um eletrodo com baixa rugosidade e estabilidade
mecanica. A fabricagdo do eletrodo consistiu das seguintes fases: limpeza, secagem,
colocag@o do substrato em moldes de aluminio e evaporagdo térmica do ouro diretamente na
superficie. O substrato fornecido com pelicula protetora, de facil corte, foi limpo com metanol
em banho de ultrassom. A principal vantagem do substrato polimérico ¢ a alta aderéncia da
camada do ouro, ndo sendo necessaria camada de preparacao de cromo, usualmente utilizada
em substratos de vidro. A camada de cromo em substrato polimérico nao ¢ indicada devido a
formag¢ao de microfendas na superficie durante a limpeza eletroquimica. Ap6s a fabrica¢ao os
eletrodos foram caracterizados quanto a morfologia e quanto a resposta eletroquimica.

O projeto das sequéncias de DNA que identificam o virus foi uma etapa fundamental
para a constru¢do do biossensor. Foram adotadas com rigor todas as regras para obtencdo de
iniciadores capazes de diferenciar os virus da zika e da dengue na detec¢do. Essa etapa
envolveu o estudo dos genomas dos virus, definicdo de regides codificantes de proteinas e

alinhamento dos genomas da zika e da dengue com software CLUSTAL X.
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Figura 4.3- Representacdo das etapas de construcdo do biossensor: fabricagdo do eletrodo, projeto das

sequéncias de DNA e imobilizacdo das sequéncias de captura (DNAcap).
Fonte: Elaborada pelo autor.

Entao, foram projetados provaveis iniciadores e sondas de captura cujas sequéncias foram
comparadas com os genomas de seis flavivirus € mais o genoma da chikungunya através do
software BLAST (Basic Local Alignmente Search Tool). O processo de escolha e comparagao
das sequéncias foi repetido até a obtencao de iniciadores com baixa similaridade.

Utilizando os eletrodos fabricados e as sequéncias projetadas a ultima etapa de
construgdo consistiu na imobiliza¢do das sequéncias de DNA de captura na superficie do
eletrodo. Foram determinados, através de experimentos, a melhor concentragdo das
sequéncias, o tempo e temperatura ideais para incubagdo. Um dos fatores criticos da fase de
incubacdo ¢ a evaporacdo da solucdo contendo as sequéncias. Para manter a umidade
adequada utilizou-se uma camara fechada de polipropileno contendo recipientes com agua
ultrapura. Este arranjo garantiu a permanéncia da gota da solu¢do durante todo o processo nos
eletrodos Au-PET. Entretanto, nos eletrodos Au3-PET, devido ao didmetro reduzido da regido
de deposicao da gota foi necessaria colocagdo adicional de recipientes com agua além do

completo fechamento da camara com adesivos, impedindo assim a evaporagdo da solugao.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Fabricacao dos eletrodos de Au-PET

Os eletrodos de Au-PET para o desenvolvimento dos biossensores deste trabalho
foram fabricados em duas configuracdes, como ilustra a Figura 5.1. Os eletrodos com trilha
unica (Au-PET) foram usados em uma célula eletroquimica tradicional e os eletrodos com trés

contatos (Au3-PET) usados em medidas de amostras com gotas.

===\

| (b)

Figura 5.1 - Fotografias dos eletrodos Au-PET fabricados pelo método de evaporagdo térmica de Au sobre
substrato de PET: (a) eletrodo de trés contatos (Au3-PET); (b) eletrodo de trilha unica (Au-PET).
Fonte: Elaborada pelo autor.

As dimensdes do substrato, 3,2 x 0,8 cm, foram escolhidas para que todas as etapas do
processo de constru¢do possam ser realizadas em tubos eppendorf de 2 mL. Essa
caracteristica geométrica proporciona o armazenamento, a limpeza, funcionalizagdo e medida
de amostras nesse recipiente comum em laboratério. As dimensdes dos circulos de
imobilizacao foram determinadas através do contato de gotas de diferentes volumes e obteve-
se o didmetro de 5 mm para comportar uma gota de 30 pL no eletrodo Au-PET, Figura 5.2a.
No eletrodo Au3-PET a area total das 3 esferas comporta 60 pL, Figura 5.2b, enquanto a

esfera menor com didmetro de 2,2 mm comporta 5 pL, Figura 5.2¢,

Figura 5.2 - Volumes de solugdo comportados pelos eletrodos: (a) Au-PET, 30 uL; (b) Au3-PET, 60 pL nas
trés esferas e (¢) Au3-PET, 5 pL na esfera menor.
Fonte: Elaborada pelo autor.
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Embora o desenvolvimento de genossensores esteja mais ligado as areas de pesquisa
de ponta, em algum momento, podera ser criado um dispositivo para servir a populagdo, que
segue um caminho natural: pesquisa, patente e producao em larga escala. Um exemplo desse
caminho foi o desenvolvimento dos biossensores de glicose, que a partir do conceito inicial

7 em 1962, por mais de cinco décadas recebeu inumeras

proposto por Clark e Lions,'"
contribui¢des até chegar aos modelos simples disponiveis atualmente. Hoje € possivel adquirir
um medidor de glicose em uma farmacia, por menos de US$ 35,00, com dimensdes de um
pendrive e que acompanha tiras de teste que permitem ao portador de diabetes o
monitoramento de seus niveis de glicose em casa.

Visando uma possivel produ¢do, o custo total de cada eletrodo impresso Au-PET foi
avaliado tomando como base os valores dos materiais adquiridos no ambito de pesquisa. Os

materiais ¢ processos envolvidos na producdo foram: substrato de PET, ouro, reagentes e

utilizacdo de equipamentos, cujos respectivos valores estdo relacionados na Tabela 5.1.

Tabela 5.1 - Custos unitarios de produgdo de eletrodos evaporados de Au-PET. Valores tomados com base nos
custos de materiais para fins de pesquisa.

Material ou processo Area (mm?) Volume (m’) Massa (2) Custo (US$)
PET 256 256 10° 356 10° 0,50
Ouro metalizado 59,2 59210 20910° 0,68

mais as perdas na cdmara

Reagentes Utilizados na preparacdo e limpeza 0,02
Utilizagao de equipamentos Preparacao e evaporagdo 0,76
DNA de captura Volume de 30 pL a 0,5 pmol L™ 0,53
Custo de materiais por unidade (USS) 2,49

Fonte: Elaborada pelo autor.

Para o calculo da quantidade total de ouro foi considerada a perda evaporada dentro da
camara, uma vez que em cada metalizagdo a camara tem capacidade para produzir 150
eletrodos, com um consumo de 2,5 g de ouro s6lido. O custo final dos materiais e processo
por unidade ficou em US$ 2,49. Para fins comparativos, um eletrodo impresso semelhante
vendido por empresa comercial para fins de pesquisa sai a um custo de US$ 5,48 a unidade. A
opcao de fabricar os eletrodos evaporados para esta pesquisa ja foi vantajosa do ponto de vista
financeiro, além de outros aspectos como controle de processo e maior reprodutibilidade entre
eletrodos. Para produg@o em larga escala estima-se que esse custo seja reduzido de 50 a 60%

do valor de pesquisa, o que indica que a producao dos eletrodos Au-PET ¢ viavel do ponto de
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vista econdmico. Entretanto, no custo final de um futuro produto comercializavel devera ser
acrescido o valor da mao de obra intelectual e a utilizacdo das instalacdes envolvidas na
pesquisa e desenvolvimento. A valoracdo de patentes consiste na constru¢do de uma funcao
que represente a evolucdo de valor ao longo dos seus vinte anos de vigéncia. Para um estudo
inicial do contexto das patentes e modelos de transferéncia de tecnologia no pais sugere-se o
livro Transferéncia de tecnologia: estratégias para estrutura¢do e gestdo de nucleos de
inovagdo tecnolégica'®. O texto trata de forma ampla e atualizada a questio e inclui
indicacdes de boas praticas de transferéncia, comercializagdo e interagdao entre instituicoes
cientificas e tecnoldgicas. Outro trabalho técnico atualizado sobre a valoragdo de patentes ¢ o
artigo de Guimardes'” que tras estudo de caso de institui¢do de pesquisa brasileira e faz

referéncias aos textos mais significativos para valorar uma patente.

5.2 Morfologia dos eletrodos descartaveis de Au-PET

5.2.1 Estudo da morfologia e rugosidade dos eletrodos de Au-PET

A formag¢ao de monocamadas auto-organizadas (self-assembled monolayers - SAMs) ¢
diretamente influenciado pela rugosidade (R) da superficie. Valores elevados para R
prejudicam a orientagdo das monocamadas, uma vez que sitios ndo preenchidos com tiol-
DNA ficam expostos favorecendo a passagem de cargas elétricas. Em superficies com alta
rugosidade pode ocorrer ainda a adsorcdo eletrostitica de sequéncias-alvo tornando o
biossensor de DNA menos especifico para detec¢do de sequéncias complementares. Portanto,
a analise da rugosidade contribuiu para avaliar se a superficie dos eletrodos Au-PET era
aceitavel comparativamente com outros substratos e eletrodos, uma vez que na construgao dos
biossensores utilizou-se a organiza¢do de sequéncias de captura em SAMs. Além disso, a
medida da rugosidade serve como parametro para verificar a reprodutibilidade da construgao
entre eletrodos. A rugosidade dos eletrodos Au-PET foi avaliada, inicialmente por
microscopia de forca atOomica, em termos comparativos com eletrodos fabricados em
materiais usuais como o vidro e o silicio. A Figura 5.3 mostra imagem do substrato de PET
vazio e apos a evaporagdo térmicas com ouro, assim como a andlise da rugosidade obtida por
microscopia de forga atomica (do inglés, atomic force microscopy - AFM).

O perfil de rugosidade, Figuras 5.3b e 5.3d, foi tomado na imagem de topografia por
AFM das Figuras 5.3a e 5.3c, perfis 1 (em branco tracejado) e perfis 2 (em vermelho s6lido),

respectivamente ao substrato de PET e a superficie evaporada com Au sobre PET. O substrato
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de PET, Figuras 5.3b, apresentou distdncia maxima entre o vale mais profundo e o pico mais
alto no perfil 1 de 4 nm e no perfil 2 de 1 nm. Enquanto que na superficie de Au sobre PET,
Figuras 5.3d essa distancia méaxima no perfil 1 foi de 25 nm, e no perfil 2 em torno de 4 nm.
Embora existam os pontos mais altos, o padrao de rugosidade do perfil 2 é predominante em

ambas superficies.
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Figura 5.3 - Substrato de PET: (a) Imagem de topografia obtida por microscopia de forca atdmica; (b) Perfis
de rugosidade obtido da imagem em (a): perfil 1 em linha branca tracejada e perfil 2 em vermelho
solida. Eletrodo Au-PET: (¢) Imagem de topografia e (d) Perfis de rugosidade obtido da imagem
em (c). Imagens tratadas no software Gwyddion versdo 2.42.

Fonte: Elaborada pelo autor.

As rugosidades por area (R,) e rugosidade quadratica média (Rns) do substrato de PET
evaporado com ouro, mostradas na Tabela 5.2, foram comparadas com as rugosidades do

vidro, mica e silicio, evaporados simultdneamente na mesma camara. Em todos os substratos
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apos a evaporagdo do ouro hd um pequeno aumento na rugosidade decorrente do processo que

provoca o aparecimento de particulas maiores na superficie.

Tabela 5.2 - Rugosidade por area (R,) e rugosidade quadratica média (R,,,;) do substrato de PET antes e apds a
evaporagdo comparada com vidro, mica, e silicio. Valores determinados em uma imagem de
topografia por AFM de 5 X 5 pm, utilizando o software Gwyddion versao 2.42.

Material R, (nm) R,s (nm)
1 n _ 1 n ) 1/2
R, = ;ZIXL- - X Ryms = [;Z(Xi _ X2
=1 i=1
PET 1,53 1,96
Au-PET 1,69 2,40
Vidro 1,03 1,70
Au-Vidro 1,16 1,83
Mica 0,69 1,40
Au-Mica 0,97 1,41
Silicio sem uso 0,67 1,47

Fonte: Elaborada pelo autor.

A andlise de contraste de fase do eletrodo Au-PET obtida por AFM revela uma
superficie composta por Unico elemento, ndo evidenciando o aparecimento de contaminantes
na amostra, como mostrado na imagem de contraste de fase por microscopia de forga atdmica,

Figura 5.4a e na imagem em topografia 3D, Figura 5.4b.
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Figura 5.4 - Eletrodo Au-PET: (a) Imagem de contraste de fase obtida por AFM. (b) Imagem de topografia 3D.
Imagens tratadas no software Gwyddion versao 2.42.
Fonte: Elaborada pelo autor.
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A espessura da camada de Au depositada no substrato de PET foi programada durante
a evaporagao para atingir 150 nm, controle obtido através das medidas de acréscimo de massa
no cristal de quartzo da evaporadora Balzers. O perfil da espessura desta camada foi
verificado por AFM, ensaio no qual o eletrodo Au-PET foi submerso em nitrogénio liquido e
fraturado pela acdo de ultrassom durante 30 segundos. A Figuras 5.5a e 5.5b mostra as

imagens de AFM e o perfil real da camada de Au depositada no substrato, respectivamente.

(b)

Au
(150 * 5) nm
PET
00 05 10 15 20 25 30

X (um)

Figura 5.5 - Perfil da camada de Au metalizada no substrato de PET: (a) Imagem de topografia 3D do eletrodo
Au-PET apoés fratura em nitrogénio liquido sob ultrassom; (b) Perfil da fratura obtida por
microscopia de for¢a atdmica cujo erro foi estimado com base na medida de trés pontos distintos
da fratura. Detalhe em (b): fotografia do cantilever no ponto de fratura, aumento optico de 750x.
Imagens tratadas no software Gwyddion versao 2.42.

Fonte: Elaborada pelo autor.

5.2.2 Microscopia eletronica de varredura

As medidas de microscopia eletronica de varredura (MEV) tiveram como objetivo a
analise da composicdo da superficie utilizando a espectroscopia de raios X por energia
dispersiva (EDX). A aceleragao do feixe foi ajustada para 10 kV, uma vez que para maiores
valores o spot de penetragdo de elétrons ultrapassou a espessura de 150 nm de Au depositado,
efeito evidenciado durante as medidas pelo aparecimento de bandas mais intensas
correspondentes aos elementos C e O constituintes do substrato de PET. Portanto, as medidas
da camada de Au depositada no substrato, obtidas pelo cristal de quartzo da metalizadora,
pela fratura da camada de ouro e penetracdo do feixe de elétrons, mesmo tomada em eletrodos
aleatérios, foram iguais dentro da pequena margem de erro (150 = 5) nm, o que revela a

uniformidade da espessura da camada obtida no processo de evaporacao.
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A andlise qualitativa da superficie por espectroscopia EDX do substrato de PET,
Figura 5.6b, mostra a prevaléncia dos elementos caracteristicos do polimero como C e O. A
superficie do substrato de PET, Figura 5.6a, para tomada das micrografias foi preparada com
uma camada de 5 nm de Pt, o que justifica o aparecimento do pico correspondente no

espectro.
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Figura 5.6 - (a) Microscopia eletronica de varredura no substrato de PET, previamente limpo, coberto com 5
nm de Pt para microscopia; (b) espectro de raios X por energia dispersiva (EDX) do substrato de
PET. Detalhe em (b): regido de varredura da andlise por EDX.

Fonte: Elaborada pelo autor.

A anélise qualitativa da superficie do substrato de PET evaporado com Au revela a

inexisténcia significativa de outros elementos metalicos, como mostrado no espectro EDX da

Figura 5.7b.
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Figura 5.7 - (a) Microscopia eletronica de varredura da superficie de Au metalizada no substrato de PET; (b)
Espectro EDX da superficie do Au, previamente limpo. Detalhe em (b): regido de varredura da
analise por EDX.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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5.3 Caracterizacio eletroquimica do eletrodo de trilha unica (Au-PET)

5.3.1 Voltametria ciclica

A caracterizacdo eletroquimica dos eletrodos evaporados Au-PET foi inicialmente
avaliada através de voltamogramas ciclicos comparativamente com eletrodos de ouro barra,

nas velocidades de varredura de 10 a 400 mV/s, como ilustram as Figuras 5.8a ¢ 5.8b
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Figura 5.8 - (a) Voltamograma ciclico do eletrodo Au-PET com a velocidade de varredura de 10 a 400 mV/s;
(b) Voltamograma ciclico de um eletrodo de ouro comercial do tipo barra; (¢) Picos de densidade
de corrente anddica (Jp,) nos eletrodo Au-PET (e) e ouro barra (m), correspondentes a raiz
quadrada das velocidades de varredura; (d) parametros tipicos de um voltamograma ciclico.
Eletrolito [Fe(CN)]*™ 1,0 mmol L™ em KC1 1,0 mmol L™.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Nos eletrodos de Au-PET, os picos da densidade de corrente anddica apresentaram
deslocamento linear relativo ao aumento da raiz quadrada das velocidades de varredura,

Figura 5.8c¢, inclinagao (0,52 £ 0,01) na reta (Jpazavl/ 2+b) com ajuste de R?=0,998. O mesmo
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ocorreu para os picos de corrente nos eletrodos comerciais de ouro, (0,37 £+ 0,01), ajuste de
R?=0,999. A Figura 5.8d mostra um voltamograma ciclico com indicagdo dos parimetros
tipicos e que de acordo com a teoria de Nicholson e Shain,'”’ podem ser usados para
determinar a reversibilidade de um sistema eletroanalitico composto de eletrodos e eletrdlito.
Para um sistema reversivel os seguintes parametros sao observados: AEp=|Ep, — Ep.| = 59,0
mV; Ip/Ip.= 1, Ep, e Ep. independem da velocidade de varredura. Para os sistemas
semirreversiveis AEp cresce com o aumento da velocidade de varredura e a relagao Ip./Ip.
assume valores maiores do que a unidade.

No eletrodo Au-PET observa-se a separagdo crescente entre os picos catodicos e
anddicos dependente da velocidade de varredura. Uma medida quantitativa do grau de
reversibilidade (A), parametro adimensional, pode ser definida como sendo a razdo entre

cinética e transporte, 2° equacio (5.1).

A= fo (5.1)

"~ (Do%a Dr%c g)1/2

Sendo, k,, a constante de velocidade [ms’l]; D, e D,, os coeficientes de difusdo da

espécie reduzida e oxidada [m%s], respectivamente. d = v(nF/RT) [s']. Quando D, =D, = D:
A = k,[D o]~ 1/? (5.2)

Assim os valores do grau de reversibilidade podem ser relacionados com as variagdes

120 Para eletrodos planos estacionarios

entre os potenciais de pico catddico e anddico.
sugerem-se as seguintes amplitudes: sistema reversivel A > 15; sistema semirreversivel 15 >
A > 107 e irreversivel A < 102. A Tabela 5.3 mostra os trés pardmetros relacionados a
reversibilidade nos eletrodos Au-PET, obtidos nos voltamogramas da Figura 5.8a,
comparados com parametros para um sistema reversivel.

Tabela 5.3 — Parametros para avaliacdo da reversibilidade dos eletrodos Au-PET tomados nos voltamogramas
da Figura 5.8a. Valores para o parametre A obtidos em Brett e Brett.'”’

Parametro Au-PET (v=100 mV s™) Sistema reversivel
AEp 77,0 £ 0,5 mV 59,0 mV
[Ipa/lIpc| 1,23 +£0,30 1,0
A (reversibilidade) 2,60 + 0,05 >15

Fonte: Elaborada pelo autor.



64

Portanto, o parametro de reversibilidade obtido (A=2,60 = 0,05) indica que o eletrodo
Au-PET em eletrolito de [Fe(CN)]>™ 1,0 mmol L' em KCl 1,0 mmol L' pode ser
classificado como um sistema semirreversivel. O célculo do parametro de reversibilidade foi
desenvolvido inicialmente para eletrodos do tipo gota de Hg, portanto, a sua aplicacdo em
eletrodos de filmes metalicos pode ndo ser exata em alguns aspectos da teoria de Nicholson e
Shain,'® a qual se apoia. Entretanto, a metodologia foi utiliza neste trabalho como pardmetro
comparativo entre os eletrodos de ouro barra e os eletrodos de Au-PET, sendo valida neste
contexto a relacdo de resposta entre os eletrodos uma vez que os critérios do calculo foram

iguais.

5.3.2 Espectroscopia de impedancia eletroquimica

O eletrodo Au-PET possui baixa impedancia para transferéncia de cargas, indicada
pelas curvas retilineas no diagrama de Nyquist da Figura 5.9. Os eletrodos de ouro do tipo
barra apresentaram uma pequena impedancia na regido de altas frequéncias que pode ser
atribuida ao uso desse eletrodo, submetido a grande nimero de experimentos com adsor¢ao de
biomoléculas. Nesse caso, os compostos com tiol somente seriam eliminados com um
polimento severo, o que ndo foi adotado como método de limpeza. Uma vez que o
procedimento de limpeza realizado foi o polimento eletroquimico em meio acido de H>SO4
0,5 mol L'l, algum elemento ficou adsorvido na superficie. Por outro lado, os eletrodos Au-

PET usados nessa caracterizagdo eram novos €, portanto, isentos de material organico.

Au-PET =
= Quro Barra

000 025 050 075 100 125 150
Z 1 kQ

Figura 5.9 - Espectroscopia de impedancia Eletroquimica (EIS), representada no diagrama de Nyquist do
eletrodo Au-PET (#) e eletrodo de ouro barra HD Instruments (m). Eletrélito [Fe(CN)]*™ 1,0
mmol L' em KCI 1,0 mmol L.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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5.3.3 Calculo da area eletroativa dos eletrodos Au-PET

O fator de rugosidade (fr) ¢ definido como sendo a razdo entre a area eletroativa (A4.,)
e a area geométrica (A4g.) do eletrodo. Para determinar a 4., uma série de métodos foi revista

2! Dentre todos os métodos validos foi escolhida a medida de adsorcdo de

por Trasatti e Petrii.
oxigénio em meio acido para avaliagdo da 4., e posterior calculo do fr dos eletrodos Au-PET.
O voltamograma ciclico caracteristico do processo de quimiossor¢ao e redug¢ao do 6xido de
ouro na superficie do eletrodo Au-PET, em H,SO4 0,5 mol L'l, ¢ mostrado na Figura 5.10. A
curva foi tomada logo apds o polimento eletroquimico, em uma nova solu¢do de H,SOs,
submetida a purga de N, durante 30 minutos antes das medidas.

Em consisténcia com a literatura,'** para a superficie policristalina, a formacdo do
oxido de ouro ocorre no intervalo de potencial de 1,10 a 1,45 V. Com a inversao no sentido da
varredura o 6xido ¢ reduzido no pico de potencial de reducdo em 0,92 V. Os principais picos

correspondentes as etapas do processo foram indicados na Figura 5.10, cujas etapas sdo

descritas a seguir.

1004 RTO

OA3
50 N

. OA1
0. -

-504

-100

Corrente / pA

-150

-200-
] 0OC3

00 02 04 06 08 10 12 14 16 18
Potencial / V

Figura 5.10 - Voltamograma para o calculo da 4rea eletroativa dos eletrodos Au-PET em H,SO, 0.5 mol L™
com velocidade de varredura de 100 mVs™. Carga para redugdo do 6xido de ouro (Q,,), area
hachurada em azul. Carga da dupla camada (Qy.), area laranja.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Primeiramente, a formag¢do do oOxido na superficie do ouro ocorre a partir da
substituicdo de anions adsorvidos por moléculas de dgua e sua consequente oxidagcdo com

transferéncia de um elétron,lzz’123 ponto OA1 em 1,10 V em H,SO4 0,5 mol L
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[Au JAu—(H,0)aps — [AugJAu—OH+H' +¢

O segundo pico, OA2 em 1,35 V, corresponde a deposicdo de OH acompanhada pela
desorcdo de anions. Simultaneamente, RTO em 1,35 V, a camada metalica mais superficial
contendo a hidroxila adsorvida sofre uma rotagdo. Esses dois processos foram denominados

replacemente-turnover por Angerstein-Kozlowska et al.:'*

[Au,JAu—OH + H,0 — Au,—OH-Au-OH+H +¢
Au,—OH-Au-OH — Au,—OH-OH-Au

Na ultima etapa, OA3 em 1,40 V, se completa a formacao da monocamada OH com a

re-adsor¢do de moléculas de agua na superficie oxidada.

Au,—OH-OH-Au — 2AuO+2H" +2¢

No processo inverso ocorre novamente a rotagdo da camada mais superficial do metal
e a reducdo do 6xido de ouro, todavia ambos os processos sdo rapidos a temperatura ambiente
e em baixas velocidades de varredura. Assim, observa-se apenas um pico de redugdo, OC3 em
0,92 V. O mecanismo de formagao e redugao de 6xidos na superficie do ouro ¢ relevante para
formacao de SAMs, uma vez que moléculas de tiol estabelecerdo ligacdes nos sitios ativos da
superficie. Esse processo pode ser usado para calcular a area eletroativa (A4,,) ou area
microscopica e fornece informagao a respeito da quantidade de sitios de adsor¢do disponiveis
na superficie. A A,, consiste na area total exposta da superficie, o que inclui depressoes,
ondulagdes ou quaisquer defeitos, mesmo a nivel atémico.'**

A area eletroativa calculada pode sofrer alteracdo em polimentos eletroquimicos
sucessivos, entretanto, tomados eletrodos novos e executando o processo pela primeira vez ¢
possivel obter valores reprodutiveis para o eletrodo Au-PET. A A,, pode entdo ser calculada

partindo-se da equacdo (5.3).'%

Ng.Ng
das

Ay (5.3)
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Sendo 4., a érea eletroativa, n, o numero de mols de gas adsorvido, Ny a constante
de Avogadro (6,022x10% mol™) e d s a densidade atdmica superficial do ouro. Uma vez que
a quantidade de gas estd relacionada com a quantidade de carga, n, = Q,,/F, ¢ a
transferéncia de elétrons pode ser representada pela relagdo e = F /Ny, entdo a equagdo (5.3)

pode ser reescrita como na equacao (5.4).

— 9 N4 — Om (5.4)
F dgs e.dgs '

ea

Onde F ¢ a constante de Faraday (96485,3328 C mol™), e a carga elementar ¢ Q,, a

carga para reducao do 6xido de ouro. O fator e. d,, ¢ uma constante experimental dependente
da caracteristica superficial do ouro. Para a reducdo desta monocamada, baseado no calculo
da concentracdo média dos atomos de ouro na superficie, Trasatti e Petrii'® sugerem um valor
experimental para e.d s de 390 pC cm™. O valor da carga Q,, ¢ obtido da integracio do pico
de redugdo do 6xido de ouro (corrente catodica), area hachurada em azul na Figura 5.10.
Entretanto, existe a contribui¢do da carga da dupla camada capacitiva (Qg4.), area laranja, que
para maior exatiddo na determinagdo da area eletroativa deve ser subtraida do valor de Q,,.
Finalmente o fator de rugosidade (f) € calculado pela relagdo entre a area eletroativa (4,,) €

a area geométrica (Age), como indicado na equagéo (5.5).

f — Aea — 1_ Qm_ Qdc (5 5)
R Age Age 390 p[Ccem2] '

Neste trabalho o valor médio de Q,, — Qg4 foi de (229 £ 39) uC, para cinco eletrodos
tomados aleatoriamente e medidos em experimentos distintos. A area geométrica do eletrodo
de trilha tnica (d = 0,5 cm) foi calculada em 0,20 cm?. Portanto o fx médio calculado na

equacao (5.6) resultou em:

fo = 1 229 u[C]
R ™ 0,20 [cm?] 390 p [C cm~2

- = (2,93 £041) (5.6)

A literatura indica que os valores adequados para SAMs de grande reprodutibilidade
sao obtidos para fatores de rugosidade entre 1,5 — 1,8.126 Entretanto, trabalhos mais recentes

reportam valores entre 1,5-2,0'? para eletrodos de ouro do tipo barra. O valor do fator de
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rugosidade nos eletrodos Au-PET fr = (2,93 £ 0,41) ficou acima dos valores usuais,
existindo ainda uma variagdo significativa entre eletrodos. Sendo assim, a variagdo de fgr pode
afetar a reprodutibilidade na formacao de SAMs de DNA funcionalizadas com tiol utilizada
para a construcao dos biossensores. Essa caracteristica do eletrodo devera ser levada em conta

na avaliacdo dos resultados da construcao do biossensor.

5.3.4 Sensibilidade do eletrodo Au-PET com rela¢io ao pH

A sensibilidade do eletrodo Au-PET com a variagdo do pH foi avaliada por
cronopotenciomentria em uma célula eletroquimica, com pH inicial de 4,5. Ap6s a adicao de
aliquotas de NaOH observou-se quedas consecutivas no potencial de circuito aberto, entre o
eletrodo de referéncia Ag/AgCl e o eletrodo de trabalho Au-PET, Figura S5.11a. O
decréscimo do potencial ¢ devido ao aumento de cargas negativas (OH’) na solugdo. O
calculo tomou como base a inclina¢io da reta de melhor ajuste (R° = 0,980) dos pontos de
queda no potencial, mostrada na Figura 5.11b, tomados em trés eletrodos em experimentos

distintos. A sensibilidade do eletrodo Au-PET ao pH foi de (30,7 + 0,8) mV/pH.

210+— . . . . : 210
180 PH=45 (a) 180 (b)
= 150-_--_\“*_:5’6 150
= 1 pH=6,5 1
= 120 120-
© | pH= 2
X ] pH=7,1 c ]
S 90 } ~ 901
o) s
2 o * 3
Q60 pH=8,2 60-
] ] ‘
301 pH=95 301
0 T T T T T T T T T T T T 0 . T T T T !
0 300 600 900 1200 1500 1800 4 5 6 7 8 9 10
Tempo/s pH

Figura 5.11 - Sensibilidade do eletrodo Au-PET a variagdo do pH: (a) Cronopotenciometria, decréscimos no
potencial com adi¢do de aliquotas de 10 pL de NaOH 0,1 mol L™'; (b) Variagdo do potencial com
o pH, medida em triplicata em eletrodos distintos, R2:O,980, inclinagdo (30,7 £ 0,8) mV/pH.
Volume inicial da célula de 20 mL com solugio de PBS 0,1 mmol L.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Em um trabalho reportado recentemente por Figueiredo e al.'*® um biossensor para
deteccao da proteina NS1 do virus da dengue, construido em um substrato de vidro Bk7
metalizado com uma trilha unica de ouro e teve uma resposta ao pH de (29 = 1) mV/pH.

Portanto, o eletrodo Au-PET apresentou sensibilidade ao pH praticamente igual ao Bk7-ouro
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dentro erro experimental, o que mostra que o substrato de PET nao altera o comportamento do

Au com relagao do pH.

5.4 Projeto de iniciadores, sondas de captura e sequéncias alvo para deteccao dos

virus da zika e da dengue

A primeira etapa para o projeto de iniciadores, sondas de captura e sequéncias alvo
para os biossensores deste trabalho foi a escolha de sequéncias especificas capazes de
diferenciar os virus da zika e dengue. Para analise dos genomas foram utilizadas as sequéncias
completas do RNA dos virus depositadas no GenBank, sob os codigos NC 012532.1 (zika) e
NC_001477.1 (dengue). Com base no conhecimento filogenético desses dois virus,'®'*
pertencentes ao género Flavivirus, da familia Flaviridae, foi escolhida a regido do genoma
viral que codifica a proteina ndo estrutural NS5. As regides codificantes dessa proteina sdo as
mais conservadas em diferentes linhagens e favorecem a escolha de iniciadores universais. Os
genomas dos dois virus foram alinhados com o software Clustal X e entao foi identificada a
sequéncia alvo que mais diferencia os dois organismos. Em fun¢do da reacdo PCR duplex, os
dois pares de iniciadores, as sondas de captura e as sequéncia alvo foram desenhadas levando-
se em consideracdo todos os parametros necessarios para a integracao mais eficiente entre a
etapa de amplificacdo da PCR e a deteccao dos produtos pelo biossensor.

O projeto dos pares de iniciadores para amplificagdo em PCR duplex e geracdo de
produtos adequados para deteccdo no biossensor foi realizado com auxilio do sofiware
PrimerQuest Tool (IDT DNA Technologies). Foram incluidos parametros adicionais aqueles
normalmente utilizados no projeto de iniciadores de maneira a facilitar a anélise simultanea
do produto da PCR duplex pelo biossensor. Dentre esses parametros os mais importantes
foram: iniciadores com 23 a 28 bases, nimero de bases do produto da PCR igual para os dois
tipos de virus, temperatura de fusdo entre os produtos com diferenga de até 5°C.

Para que os valores do sinal decorrente do evento de hibridizagdao sejam semelhantes,
tanto na quantidade de cargas elétricas e dimensao fisica, os produtos da PCR duplex foram
desenhados para conter somatorios das bases AT (adenina-timina) e CG (citosina-guanina)
com maior proximidade possivel. Como resultados dessa etapa de bioinformatica foram
obtidos iniciadores e sondas de captura contendo 23 e 24 nucleotideos e produtos com 100

nucleotideos.
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As sequéncias desenhadas com exclusividade para este trabalho sdo mostradas na
Tabela 5.4 ¢ identificadas como segue: (1) Correspondentes ao virus da zika: Zfor-iniciador
senso; Zrev-iniciador reverso; Zcap-sonda de captura; Zamp-produto da PCR.
(2) Correspondentes ao virus da dengue: Dfor-iniciador senso; Drev-iniciador reverso; Dcap-
sonda de captura; Damp-produto da PCR. Nos anexos A e B, no final do texto deste trabalho,
sdo representadas as sequéncias das regides que codificam a proteina NS5 nos genomas dos
virus da zika e dengue, respectivamente. A sequéncia que gera o produto da PCR estéd
marcada em negrito nos genomas e ¢ complementar nos sentido 3°- 5’ as sequéncias Damp e
Zamp, que sao as sequéncias alvo para detecgao.

As posicdes inicial e final referem-se a posicdo da sequéncia no genoma do virus,
anexos A e B, no final deste texto. As sondas de captura (Zcap e Dcap) sao funcionalizadas
com uma molécula de tiol para ligacdo covalente com o ouro, cujas sequéncias sao idénticas

aos iniciadores senso (Zfor e Dfor), respectivamente.

Tabela 5.4 - Relagdo das sequéncias de iniciadores, sondas de captura e produto da PCR (Zamp e Damp)
correspondentes aos virus da zika e da dengue desenhadas para este trabalho. Regides em negrito
em Zamp e Damp sdo complementares no sentido 3’- 5’as sequéncias de captura Zcap e Dcap,
respectivamente. As posigdes inicial e final referem-se as posi¢des complementares nos genomas,
apresentados nos anexos A e B, no final deste texto.

Posicio Posicao

Codigo Sequéncia inicial final NS;I;::O
5-3 5-3
Virus da zika
Zfor 5" AGACTTATGGTTGTTGAGGAAGCC 3' 9556 9579 24
Zrev 5" CGCCATTCGTTTGAGTCTATCCC 3' 9615 9637 23
Zcap 5'-tiol- AGACTTATGGTTGTTGAGGAAGCC 3' 9556 9579 24

5' TCCACTGACCGCCATTCGTTTGAGTCTATCCCAT

Z‘;;”lé’ A CCATTGCTCTGCAACCATCTGGTCACTTTCACT 9547 9646 100
S GGCTTCCTCAACAACCATAAGTCTTGCATCTCT 3'
Virus da dengue
Dfor 5' GCCGAGTGTGGTAGAAACTTTGG 3’ 8037 8059 23
Drev 5' GGAGTTTCTTGAGAGTGGATTTCG 3’ 8095 8118 24
Deap 5'-tiol- GCCGAGTGTGGTAGAAACTTTGG 3' 8037 8059 23
b 5" TTCATGAGTGGAGTTTCTTGAGAGTGGATTTCGC
(c‘l’)”ﬁ’ N ACTAGCATTCCTCCATGTTTTCTTTGCATTTGCT 8028 8127 100

CCAAAGTTTCTACCACACTCGGCATATAGGGA 3’

Fonte: Elaborada pelo autor.
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A utilizacdo de um unico iniciador para amplificar os quatro sorotipos do virus da
dengue ¢ uma alternativa inviavel do ponto de vista de especificidade de diagndstico. Esta
abordagem utiliza regides dos genomas que nao codificam proteinas e possuem similaridade
nos quatro sorotipos, mas sao extremamente similares a outros virus do mesmo género como
febre amarela, zika, dentre outros. Portanto, devido a alta similaridade o uso de sequéncias na
regido que ndo codifica proteinas pode gerar resultados falso-positivos de diagnostico, ou
seja, detectar um tipo de virus que na realidade ndo esta presente no individuo. Uma
alternativa para desenvolver um biossensor para dengue ¢ a escolha de um sorotipo com
maior prevaléncia no pais ou macrorregido. No Brasil, segundo os boletins epidemiologicos
volume 47, n. 3 e n. §, referentes aos anos de 2015 e 2016, respectivamente, o sorotipo Denv
1 representa aproximadamente 94% de todos os casos. Entdo nesse trabalho, o projeto dos
iniciadores e sondas de captura para detectar a dengue utilizou o sorotipo 1 nos biossensores.

Para verificar a especificidade dos iniciadores e sondas de captura desenhadas para
este trabalho as sequéncias para os virus da zika e dengue foram comparadas com os genomas
dos principais virus pertencentes ao mesmo género, Flavivirus. Dentre eles foram incluidos:
virus da febre amarela (YFV); virus da encefalite de St. Louis (LEV); virus do Nilo (WNV);
virus da encefalite japonesa (JEV) e murray virus (MVE). Também foi verificada a
semelhanca dos iniciadores com o genoma da chikungunya (Chikv). A Tabela 5.5 relaciona a
similaridade encontrada entre os iniciadores propostos e os genomas dos virus citados.

Tabela 5.5 - Similaridade entre os iniciadores desenhados para identificar os virus da zika e da dengue, e os
genomas de outros virus do mesmo género Flavivirus e do virus da chikungunya. Sendo: YFV-

virus da febre amarela; LEV-virus da encefalite de St. Louis; WNV-virus do Nilo; JEV-virus da
encefalite japonesa, MVE-murray virus e CHIKV-chikungunya.

Numero

Iniciador de bases YFV LEV  WNV JEV MVE Chikv Zika Dengue
Zfor 24 10 9 11 10 9 9 - 9
Zrev 23 8 9 10 8 8 7 - 8
Dfor 23 10 9 10 9 8 11 8 -
Drev 24 9 9 9 10 11 10 9 -

Fonte: Elaborada pelo autor.

A similaridade verificada considerou uma sequéncia continua de bases iguais e os
resultados apresentados na Tabela 5.5 indicam uma baixa similaridade dos iniciadores
desenhados neste trabalho com os genomas do mesmo género. Sendo assim, a identificagao

dos virus da zika e dengue pela analise do produto da PCR prevista ¢ especifica do ponto de
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vista da complementariedade das sequéncias, e em consequéncia, as sondas de captura podem
ser usadas para diferenciar essas duas doengas e ndo produzirdo resultados falso-positivos

para os outros seis virus verificados.

5.5 Determinacio das concentracdes e analise de pureza das solucdes de DNA

Um dos pontos criticos para controlar a constru¢do de SAMs utilizando tiol-DNA ¢
quantificar corretamente as concentragdes das solugdes de DNA. Para essa quantificagdo a
técnica mais utilizada é a espectroscopia no ultravioleta (UV)."** O modelo mais acurado,
denominado Nearest-neighbor model, para determinar o coeficiente de absor¢do molar (g) no
comprimento de absor¢ao maxima (4,,), correspondente do espectro de UV, leva em conta
tanto a composi¢ao das bases quanto a estrutura secundaria de DNA decorrente da interagao
entre bases adjascentes. Alguns equipamentos dedicados a andlise de oligonucleotideos por
UV possuem algoritmos internos para o céalculo e fornecem os valores de concentragdo em
diversas unidades utilizando-se volumes da solu¢ao da ordem de puL. Contudo, a determinacgao
da concentragdo das solugdes pode também ser realizada em espectrofotometros tradicionais
utilizando a lei de Lambert-Beer.

Na lei de Lambert-Beer a absorbancia (A) ¢ diretamente proporcional ao coeficiente
de absor¢io molar ¢ [mol™ L cm™], & espessura do caminho ptico / [cm] e a concentragdo C

[mol L] do analito, como expresso na equagao (5.7).
Ay =6 L.C (5.7)

O valor da absorbancia no comprimento de onda maximo (Ayna) € obtido no
espectro UV, e como o caminho Optico (espessura da cubeta) ¢ conhecido, falta para
determinacdo da concentragdo o coeficiente de absor¢cdo molar (g), que foi calculado
aplicando-se o Nearest-neighbor model. Vale lembrar que o coeficiente ¢ depende do niimero
de bases e da sequéncia em que estdo ligadas. O estudo comparativo de modelos preditivos
para ¢ de Tataurov e al."*® fornece uma planilha contendo o algoritmo para o calculo do
coeficiente ¢. Utilizando uma cubeta com caminho 6ptico de 1,0 cm a concentragdo pode

entdo ser calculada como na equacao (5.8).

_ Axmax — Axymax _ Ajmax 1
¢= l.e 1,0[cm]. & [mol™!L em~1] T ¢ [mOl L ] (5-8)
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Os valores do comprimento de onda maximo e do coeficiente de absor¢do molar das
sequéncias de DNA utilizada no desenvolvimento dos biossensores deste trabalho foram

calculados com base no Nearest-neighbor model e estao relacionados na Tabela 5.6.

Tabela 5.6 - Valores do comprimento de onda méaximo (4,.) € do coeficiente de absor¢do molar (€) das

sequéncias de DNA utilizadas no desenvolvimento dos biossensores com base no modelo Nearest-
neighbor model. "

Cédigo da sequéncia de DNA (predii)rrf)‘leyio(;llr:)l()ielo) (mol'li cm™)
Zcap - sequéncia de DNA de captura para o virus da zika 257,1 241.832
Zamp - sequéncia de DNA alvo do virus da zika 261,3 900.313
Dcap - sequéncia de DNA de captura para o virus da dengue 256,4 232.552
Damp - sequéncia de DNA alvo do virus da dengue 259,7 937.400

Fonte: Elaborada pelo autor.

O modelo ¢ tao preciso que as curvas preditas para os espectros de UV das sequéncias

de DNA sintético coincidiram com muita proximidade com o espectro coletado em uma

amostra, como ilustra a Figura 5.12.
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Figura 5.12 - Espectros de ultravioleta da sequéncia de captura do virus da zika (Zcap): (a) espectro de uma

amostra contendo a sequéncia Zcap coletada para calculo da concentragdo (e); (b) espectro
previsto no modelo Nearest-neighbor model (1).
Fonte: Elaborada pelo autor.

A regido que se desloca para maiores valores de absorbancia na curva de circulos
azuis ¢ proxima ao comprimento de onda de 230 nm indicativo da concentragdo de sais na

amostra. Nesse caso, como a solu¢do contendo Zcap foi suspensa em tampao TE houve a

elevagdo nesse comprimento de onda.
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O procedimento de verificagcdo das concentragdes de DNA por UV foi aplicado em
todas as amostras antes dos experimentos de imobilizagdo e hibridizacdo nos biossensores,
ndo s6 para assegurar o valor exato da concentragdo, mas para avaliar possiveis
contaminagoes ou excesso de sais.

Tomando como exemplo o espectro Zcap da Figura 5.12 foram calculadas as relagdes
entre absorbancias para andlise de pureza. A relagdo A260/A280 indica presenca de proteinas,
e quando a razdo resulta em valores proximo a 1,8 em pH 8,5 ¢ um indicativo de DNA puro.
Se a relacao for sensivelmente mais baixa pode indicar a presenga de proteinas, fenol ou
outros contaminantes na amostra, que absorvem fortemente perto de 280 nm. A relagdo
A260/A230 indica a presenca de sais, e os valores esperados estdo normalmente entre 2,0 a
2,2 em pH 8,5. Se a razao for sensivelmente menor, pode indicar o excesso de sal ou a
presenca de outros componentes que absorvem em 230 nm, como tampao EDTA, reagente
Trizol ou guanidina. Entretanto, ja foi verificado por Wilfinger et al.''® que em pH mais 4cido
ambas as razdes podem sofrer reducdo de até 0,3 pontos. Considerando a curva de
decrescimento das razdes apresentada no trabalho citado, foi estimado um decréscimo de 0,2
pontos para as razoes das absorbancias em pH 7,4, como utilizado na solugdo Zcap. Portanto,
como relacionado na Tabela 5.7, ajustando os valores esperados para ambas as razoes,
constatou-se que as solugdes ficaram dentro dos padrdes de pureza recomendados. Caso
fossem encontradas alteracdes nos padrdes de pureza seria necessaria a dessalinizagdo ou

purificagdes adicionais.

Tabela 5.7 - Analise do padrdo de pureza da solugdo contendo DNA de captura do virus da zika. As razodes
entre as absorbancias A260/A230 e A260/A280 foram obtidas no grafico da Figura 5.12.

Presenca de sais Presenca de proteinas
Sequéncia A230 A260 A280 A260/A230 A260/A280
(ideal 1,8 - 2,0) (ideal ~ 1,6)
AL 0,058 0,107 0,063 1,84 1,70

(0,45 umol L™

Fonte: Elaborada pelo autor.

5.6 Visualizagdo de sequéncias de DNA por AFM

A visualizagdo de DNA imobilizado na superficie do eletrodo por técnicas como
microscopia eletronica ¢ de dificil avaliagdo devido a natureza das biomoléculas que se

degradam com as altas energias do feixe de elétrons. Uma opg¢do para verificar essa
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imobilizagdo ¢ utilizar a microscopia de forca atomica. Entretanto, ndo se obteve neste
trabalho imagens satisfatérias diretamente no eletrodo Au-PET, devido a dimensao
nanométrica das sequéncias e a rugosidade da superficie dos eletrodos. Para visualizar as
sequéncias de maneira alternativa utilizou-se um substrato de mica, no qual foi depositada
uma gota com volume de 30 puL contendo a solu¢do de DNA das sequéncias de captura do
virus da dengue (Dcap), na concentracio de 1,0 pmol L. A Figura 5.13 mostra as imagens

de topografia medidas por AFM do substrato de mica e das sequéncias Dcap sobre mica.

Figura 5.13 — Imagens de topografia por microscopia de forca atdmica das sequéncias de captura Dcap
depositadas sobre mica: (a) mica vazia; (b) mica vazia em 3D; (¢) Dcap depositado sobre mica;
(d) Dcap depositado sobre mica em 3D. Imagens tratadas no software Gwyddion versdo 2.42.
Fonte: Elaborada pelo autor.

Apos a fabricagdo, caracterizagdo dos eletrodos evaporados de Au-PET e o projeto de
sequéncias de DNA, foram construidos trés genossensores para detec¢do de sequéncias virais
que identificam os virus da zika e da dengue. Como sugerido nas secdes iniciais, 0s
biossensores desenvolvidos neste trabalho tem como objetivo detectar produtos da reagao em

cadeia da polimerase (PCR) provenientes de amostras reais. At¢ o momento da redacao deste
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trabalho foram realizadas as otimizagdes e caracterizagcdes dos biossensores com sequéncias
de DNA sintético, que demonstraram condi¢des favordveis para deteccdo de produtos da

PCR, cujos resultados serdo apresentados nos proximos capitulos 6 e 7.
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6 BIOSSENSORES PARA DETECCAO DE SEQUENCIAS DE DNA DE ZIKA E
DENGUE EM CELULA ELETROQUIMICA

6.1 Introducao

Os dois primeiros biossensores, descritos neste capitulo, utilizaram os eletrodos Au-
PET de trilha tnica funcionando como eletrodo de trabalho em uma célula eletroquimica de
trés eletrodos e foram usados para deteccdo de sequéncias de DNA que identificam a zika e a
dengue. Visto que o sistema de trés eletrodos em uma célula ¢ bem conhecido e estavel,
utilizou-se esta configuracdo para estudar diversos parametros de otimizagdo nos biossensores
como: temperatura, tempos de imobilizagdo da sonda de captura, bem como a reagdao de

hibridiza¢ao com as sequéncias alvo.

6.2 Descricao da configuracido experimental

Nos dois primeiros biossensores o eletrodo de uma trilha (Au-PET), area de 0,20 cm?,
foi utilizado como eletrodo de trabalho, a Pt em espiral (4rea de 0,20 cm®) como
contraeletrodo e como referéncia um eletrodo de Ag/AgCl (KCl 3,0 mol L"). Todas as
medidas eletroquimicas foram realizadas a 25°C em uma célula de vidro Pyrex de
compartimento tnico com volume de 15 mL. As medidas eletroquimicas foram realizadas em
um potenciostato/galvanostato Autolab PGSTAT 12, controlado pelo software GPES 4.9 para
as medidas de voltametria e pelo FRA 4.9 para as medidas de espectroscopia de impedancia
eletroquimica. A Figura 6.1 ilustra a configuragdo utilizada para os experimentos nos dois

primeiros biossensores em célula eletroquimica.

Figura 6.1 - Configuracdo experimental para os biossensores na célula eletroquimica: (a) célula eletroquimica
com volume de 15 mL; (b) eletrodo Au-PET de uma trilha como eletrodo de trabalho,
contraeletrodo de Pt em espiral e eletrodo de referéncia Ag/AgCl (KCI 3,0 mol L™).

Fonte: Elaborada pelo autor.
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As etapas de imobilizagdo da sequéncia de captura, hibridizagdo e medidas
eletroquimicas foram realizadas com delimitacdo da area eletroativa. Para os processos com
temperatura controlada foi utilizada uma camara térmica por fluxo de ar (Termo-Shake) com
termostato e controle de tempo, como ilustra a Figura 6.2a. Recipientes contendo agua
ultrapura, Figura 6.2b, foram colocados dentro da camara para manter a atmosfera imida e

evitar a evaporacao das solugdes durante os periodos de imobilizacdo e hibridizagao.

Figura 6.2 - (a) Camara térmica por fluxo de ar (Termo-Shake) com termostato ¢ controle de tempo para os
processo de imobilizacdo e hibridizagdo da sequéncias. (b) Solugdes com DNA depositadas nos
eletrodos e recipientes contendo dgua ultrapura destinados a manter a atmosfera umida e evitar a
evaporagao.

Fonte: Elaborada pelo autor.

6.2.1 Imobilizaciao de sequéncias de captura nos eletrodos

Antes da imobilizagdo das sequéncias de captura os eletrodo foram
eletroquimicamente polidos por voltametria ciclica em H,SO4 0,5 mol L™, primeiramente com
potencial entre 0 ¢ 1,8 V (vs Ag/AgCl), a uma velocidade de varredura de 500 mVs™ (30
ciclos), e em seguida, entre 0 ¢ 1,6 V (vs Ag /AgCl), a uma velocidade de 100 mVs™ (10
ciclos). Para imobilizagdo, 30 uL de solucdo contendo a sequéncia de captura do virus na
concentragdo de 0,40 pmol L™ em PBS 0,17 mol L™ foi depositada na area circular reativa do
eletrodo. As amostras permaneceram fechadas em cdmara térmica pelo tempo e temperatura
definidos em cada experimento. Apds a imobilizacdo, os eletrodos foram lavados em agua
ultrapura para remog¢ao de sequéncias que nao ancoraram na superficie do ouro por ligagdes
covalentes. As medidas eletroquimicas foram realizadas na temperatura de 25°C apos a

secagem dos eletrodos em fluxo de N».
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6.2.2 Reacéo de hibridizacao das sequéncias no biossensor

Para hibridizagdo, foram depositados na area circular reativa do eletrodo 30 uL de
solucdo contendo a sequéncia alvo complementar do virus (Zamp ou Damp) em uma faixa de
concentragdes preparadas em tampao (PB 0,05 mol L'+ NaCl 0,2 mol L™ pH 7,4). Antes da
hibridizag¢do a solu¢do com essa sequéncia alvo (Zamp ou Damp) foi aquecida a 95°C por
cinco minutos e resfriada rapidamente em banho de gelo. A reacdo de hibridizacdo ocorreu
em caAmara fechada por 1,5 horas a 25°C. Apds a hibridizagdo os eletrodos foram lavados em
agua ultrapura para remocdo de sequéncias que ndo hibridizaram com as sequéncias
complementares. As medidas eletroquimicas foram realizadas na temperatura de 25°C apoés a

secagem dos eletrodos em Ny.

6.3 Biossensor para deteccio de zika na célula eletroquimica

6.3.1 Espectroscopia de impedancia eletroquimica e circuito equivalente

A espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIS) consiste na aplicagdo de um
potencial com variagdo de frequéncias e na medida da impedancia. Por esse método o sistema
eletroquimico ¢ modelado como um conjunto composto de capacitor, indutor e resistor cuja
mudanga de resposta em funcdo da frequéncia revela os mecanismos eletroquimicos
envolvidos. O circuito equivalente proposto por Randles,®' esquematizado na Figura 6.3a,
representa muito bem os mecanismos que ocorrem em um biossensor eletroquimico de DNA
do tipo label-free,** como utilizado nos eletrodos Au-PET. Este circuito ¢ composto por uma
resisténcia 6hmica devida ao eletrolito (Rp), a impedancia de Warburg (R,,), resultante da
difusdo de ions do eletrolito para a interface do eletrodo e a capacitancia da dupla camada
(Cac). A resisténcia de transferéncia de carga (R.;) pode ser considerada quando o eletrélito
contém espécies redox como o par [Fe(CN)g]* i

O grafico mais usual para o estudo dos sistemas eletroquimicos utilizando EIS ¢
denominado grafico de Nyquist que relaciona as componentes imagindria (Z2”) e real (Z’) da
impedancia, representado na Figura 6.3b. O valor de R. ¢ determinado pelo didmetro do

semicirculo formado no diagrama de Nyquist, obtido dos valores das componentes da

impedancia.
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Figura 6.3 - (a) Circuito equivalente proposto para o sistema Au-PET com imobilizagdo de DNA de captura.
Sendo, RE: eletrodo de referéncia, CE: contraeletrodo, WE: eletrodo de trabalho, Rq: resisténcia do
eletrolito, R resisténcia de transferéncia de carga, Z,,. impedancia de Warburg ¢ C,,.: capacitincia
da dupla camada; (b) Diagrama de Nyquist tipico da impedancia complexa (Z”) em fungdo da
impedancia real (Z’). R, determinada pelo didmetro do semicirculo no diagrama de Nyquist.

Fonte: Elaborada pelo autor.

O diagrama de Nyquist exibe duas regides importantes para as reagdes na superficie
do eletrodo s6lido, ilustradas na Figura 6.3b. O semicirculo obtido pela modulagdo de altas
frequéncias descreve os processos de transferéncia de elétrons, enquanto a regidao linear, em
baixas frequéncias contém informagdo sobre o transporte de massa das espécies redox na
interface eletrdlito e eletrodo. O modelo de Randles ¢ o mais adequado para modelar os
biossensores de DNA quando os graficos de Nyquist na EIS apresentam semicirculos unicos
como o exemplo da Figura 6.3b. Além disso, estudos®' mostram que o parimetro R, ¢
sensivel aos eventos de ligacdo biomolecular em eletrodos modificados com DNA. Portanto,
foi adotado como principal parametro de investigacdo na técnica EIS a R, que foi usada para
avaliar as etapas de limpeza, imobilizacdo da sequéncia de captura (Zcap) e hibridiza¢des da
sequéncia complementar (Zamp) e ndo complementares (Damp).

A Figura 6.4 mostra o diagrama de Nyquist tipico dessas trés etapas no biossensor
Au-PET funcionalizado com sequéncias de DNA sintético correspondente ao virus da zika. A
curva correspondente ao eletrodo sem nenhuma funcionalizacdo (Au-PET) limpo foi
desenhada em linha continua preta (a), a etapa de imobiliza¢do representada por circulos
abertos (b), e a hibridizagao de Zcap com Zamp por circulos cheios (¢). A resisténcia do
eletrolito para esta medida foi de (Ro=40 = 2) Q. Nesse exemplo ilustrativo da Figura 6.4 o
eletrodo Au-PET limpo apresentou uma R, =(260 + 12) Q, ap6s a imobiliza¢dao da sequéncia
de captura (Zcap) a 0,40 pmol L, durante 6 horas a 45°C, a resisténcia de transferéncia de

carga teve um aumento de mais de sete vezes (R, =1850 + 86) Q e apos a hibridizagdo com
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sequéncia complementar (Zamp) a 38 nmol L' houve o decréscimo da resisténcia de
transferéncia de carga (R.,=570 £ 8) Q, valor duas vezes maior do que a impedancia inicial do

eletrodo limpo.
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Figura 6.4 - Diagrama de Nyquist representando o comportamento da impedancia durante as trés etapas de
construcdo do biossensor para zika: (a) eletrodo limpo, curva em linha sélida preta; (b)
imobilizagdo da sequéncia de captura (Zcap), pontos abertos (©) e (¢) hibridizagao, circulos cheios
(®). Imobilizagio de 0,40 pmol L™ de Zcap durante 6 horas a 45°C e concentragdo de Zamp de 38
nmol L. EIS tomada nas frequéncias de 30 a 0,1 kHz, amplitude AC de 5 mV e eletrdlito de
suporte [Fe(CN)s]*"* 5,0 mmol L' em PB 0,1 mol L' pH 7,4.

Fonte: Elaborada pelo autor.

A hipotese para o decréscimo da resisténcia de transferéncia de cargas apods a
hibridizacdo pode ser atribuida a nova conformacgdo da estrutura secundaria da dupla-fita.

131 interpretaram o comportamento da diminui¢do da R, e atribuem a

Gebala e Schuhmann
mudanga da conformacdo a polarizagao da interface do eletrodo durante as medidas de
impedancia. Tipicamente a EIS para deteccdo de DNA ¢ medida na presenga do par redox
[Fe(CN)6]3'/4' negativamente carregado. A taxa de transferéncia do marcador redox, a qual
determinard o valor da R., ndo s6 ¢ influenciada pela acumulagdo de cargas negativas
adicionais, mas também pelo bloqueio fisico da superficie do eletrodo causado pela dobradura
do ssDNA. Essa dobradura ocorre devido a atragdo eletrostatica entre a superficie polarizada
positivamente e os grupos fosfato da cadeia, carregados negativamente. A agdo do campo
elétrico imposto durante as medidas de EIS pode atrair para a superficie do eletrodo regides
das sequéncias de ssDNA de captura (Zcap) carregadas negativamente. Ap6s a hibridagao, as
duplas-fitas de DNA formadas adquirem maior rigidez ao dobramento causado pela atragao
eletrostatica e dependendo da fracdo da superficie liberada apos a hibridizagdo mesmo um

decréscimo de R, pode ser observado.
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A hipotese de decréscimo da R, também se apoia em um estudo realizado por

Elshafey et al.'**

no qual um biossensor impedimétrico de DNA utilizou a anatoxina (ATX),
uma neurotoxina encontrada em cianobactérias, para alterar a conformacdao da sequéncia.
Nesse caso, a ATX associa com a sequéncia livre induzindo um empacotamento globular na
extremidade livre que, em consequéncia, abre sitios para transferéncia de carga. O efeito ¢
entdo usado para quantificar a concentragdo de ATX na amostra. O estudo apresenta os
resultados baseados em medidas eletroquimicas de CV, EIS e DPV.

Para conferir maior rigor a interpretagdo das mudangas na estrutura secundaria da
sequéncia de DNA nos biossensores que apresentem esse comportamento ¢ sugerida a
simulacdo computacional utilizando como parametros: a sequéncia de bases, a temperatura, a
forca i6nica do meio, a concentragao das biomoléculas imobilizadas e hibridizadas, o campo
elétrico exercido nos eletrodos, dentre outros fatores. Até a redacdo deste trabalho nao foi
encontrado na literatura um estudo que explorasse essas questdes, que ainda se encontram em
aberto para o entendimento e interpretacdo da hipdtese do decrescimento da R apods a
hibridizagdo. Vale comentar que sdo encontrados inumeros trabalhos na literatura sobre
biossensores de DNA que reportam o aumento progressivo de R, nas duas etapas,
imobilizagdo e hibridizagdo. Principalmente quando a sequéncia alvo possui funcionalizagio
com algum tipo de marcador, nesses casos, o efeito de bloqueio a transferéncia de cargas na
superficie prevalece sobre os efeitos da conformacao da estrutura secundaria do DNA.

No biossensor para zika a imobilizacao das sequéncias de captura foi realizada, sem a
utilizacao de intercalantes moleculares como o mercaptohexanol (MCH). Essa estratégia teve
como objetivo simplificar as etapas de constru¢do do biossensor e ja foi apresentada na
literatura como no biossensor proposto por Carpini ez al.'** que utilizou SAMs de tiol-DNA
na presenga e auséncia do espacador MCH. Nesse estudo a curva de calibragdo para os dois
casos mostra crescimento semelhante da corrente, medida por DPV, dependente da
concentragdo da sequéncia alvo. No estudo de Carpini foram apresentadas as curva analiticas,
corrente versus concentragdo de DNA do biossensor, sem a utilizagdo do MCH, que
mostraram diferengas médias de 6 pA, a menos, quando comparada coma as medidas no
biossensor tiol-DNA+MCH. O trabalho mostra também que a configuragdo mais simples com
tiol-DNA apresenta resultados confidveis para concentragdes acima de 10 nmol L' na
deteccdo da sequéncia alvo. No mesmo trabalho uma curva de calibragdo para concentragdes
entre 0,12 ¢ 1230 pmol L™ mostra que o biossensor entra em saturagdo a partir de 200 nmol
L' da sequéncia alvo. O que sugere uma janela analitica de concentracdo entre 10 e 200 nmol

L™ para esse tipo de SAMs somente com tiol-DNA.
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No biossensor para zika, observou-se qualitativamente durante os experimentos que o
efeito de queda na impedancia tem relacdo com a eficiéncia de imobilizacdo covalente das
sequéncias alvo, dado ndo quantificado, pois nas imobilizagdes que utilizaram solugdes de
captura armazenadas por mais de duas semanas o efeito da redugdo de R, na hibridizagdo foi
menor do que o resultado apresentado na Figura 6.4. A eficiéncia da imobiliza¢do diminui
porque a reducgdo da ligagdo S-S nos oligonucleotideos ndo ¢ permanente e com o passar do
tempo ocorre novamente a religacao entre as sequéncias. Reconhecendo esse efeito passou-se
a realizar a imobilizagdo no mesmo dia do processo de redugdo por ditiotreitol.

As medidas de voltametria ciclica para as etapas do biossensor de detec¢ao da zika,
Figura 6.5, tomadas no mesmo eletrodo utilizado para as medidas de EIS da Figura 6.4,
exibiram um pico de corrente anoddico de 308 pA no eletrodo limpo, apds a imobilizacao de
Zcap caiu para 44 pA e depois da hibridizacdo voltou a subir para o valor de 241 pA. Este
comportamento estd condizente com os resultados das medidas de EIS, o que confirma o
efeito de maior bloqueio da transferéncia de cargas na imobilizacdo e a liberagdo parcial apds

o evento da hibridizagao.
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Figura 6.5 - Voltametria ciclica das etapas de constru¢do do biossensor para sequéncias de zika: (a) eletrodo
limpo, curva em linha preta; (b) imobilizagdo da sequéncia de captura (Zcap), curva em vermelho
e (c) hibridizagio, curva azul pontilhada. Imobilizagdo de 0,40 umol L™ de Zcap durante 6 horas a
45°C e concentragdes de Zamp de 38 nmol L. Velocidade de varredura de 100 mV/s e eletrélito
de suporte [Fe(CN)¢]*™* 5,0 mmol L' em PB 0,1 mol L pH 7,4.

Fonte: Elaborada pelo autor.

A construcdo de biossensores de DNA requer a otimizagdo de diversos parametros,
como concentragdo, tempo e temperatura de imobilizacdo das sondas, uso de intercalantes
moleculares, dentre outros. Os ensaios de todos os fatores aumentam dramaticamente o

numero de experimentos a ponto de tornar inviavel sua execugdo. Nos biossensores
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desenvolvidos neste trabalho foram utilizados para ensaios de otimizagdo trés pardmetros:
tempo de imobilizagdo, temperatura de imobilizacdo e concentracdo da sequéncia de captura.
Os demais parametros foram escolhidos com base na literatura.

Nesse sentido, Bettazzi ef al.”” reportaram um biossensor para deteccdo de sequéncias
de produtos da PCR em que foram testados diversos pardmetros para a imobilizacdo e
hibridiza¢do. Para produtos da PCR relativamente longos (>100 bp) a melhor posi¢cdo de
ligacdo da sequéncia de captura com a sequéncias alvo foi verificada no terminal 3. Nesse
mesmo trabalho a concentragao da sequéncia de captura foi testada na faixa de 0,01 a 2 umol
L' e o melhor resultado ocorreu para concentragdes em 0,2 pmol L. Este efeito ocorre
porque eletrodos com baixa densidade de sequéncias de captura apresentam um limitado
numero de sitios de biorreconhecimento, enquanto uma alta densidade pode causar
interferéncia estérica e eletrostatica entre as sequéncias de captura e as sequéncias alvo. O
tempo de hibridizag¢do foi verificado em um intervalo de 5 a 60 min, e o estudo de Bettazzi
indicou que a partir de 30 minutos se obtém os melhores valores de sinal. Para periodos entre
30 e 60 min, os valores ficaram em um mesmo patamar, ndo sofrendo queda ou elevacao nos
sinais medidos por DPV. Outros trabalhos na literatura relatam tempos de hibridizagao de 90
minutos."** Entdo, foi escolhido o tempo de 90 minutos para as reagdes de hibridizacao dos
biossensores para zika.

A forga i6nica das solugdes para imobilizagdo tem um efeito significativo na cobertura
da superficie, com aumento da taxa de quimiossorcao para altas concentracdes de sal. Autores
postulam'* que a repulsdo eletrostatica entre as fitas de DNA vizinhas ¢ minimizada em
condicdo de altas concentragdes ionicas. O que justifica as altas concentracdes salinas

136 : ~
1" compararam o efeito da solucdo

utilizadas nos estudos de genossensores. Giallo et a
tampao na hibridizagdo e constataram que tampdes de citrato de sédio salino, largamente
descritos na literatura nao apresentam vantagem evidente em relacdo ao tampao PB para as

reacdes de hibridizacao.
6.3.2 Tempo de imobilizacao das sondas de captura Zcap

Os parametros de otimizacdo da etapa de imobilizacdo no biossensor para zika foram
monitorados pelas diferencas na R, entre a etapa final e inicial (AR.). Esta relacdo ¢
necessaria para comparag¢ao de dados de diferentes eletrodos uma vez que a R, do eletrodo
limpo e imobilizado pode diferir entre eletrodos e o valor absoluto de R., ndo ¢ valido a titulo

de comparacdo entre eletrodos. Portanto, a utilizacdo do valor relativo de AR, é necessario
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para maior consisténcia entre triplicatas. O efeito do tempo de imobilizagdo das sequéncias de

captura (Zcap) foi avaliado pela EIS em um intervalo de 1 a 16 horas, Figura 6.6.
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Figura 6.6 - Efeito do tempo de imobilizagdo das sequéncias de captura: (a) diferengas entre as resisténcias de
transferéncia de carga no eletrodo com Zcap imobilizado e no eletrodo limpo
(AR = R¢/ imob - Ret timpo)- Fungdo de melhor ajuste aos pontos de ARy em azul: R’=0,930,
gaussiana versdo da area. EIS tomada em trés eletrodos (n=3) nas frequéncias de 30 a 0,1 kHz,
amplitude AC de 5 mV e eletrélito de suporte [Fe(CN)¢]*’* 5,0 mmol L' em PB 0,1 mol L' pH
7,4; (b) e (c) diagramas de Nyquist apds a imobilizagdo de Zcap nos tempos indicados em (a).
Fonte: Elaborada pelo autor

A incubagéo para essa imobilizag¢do foi realizada a 25°C na concentra¢do de Zcap em
0,40 pmol L. O efeito do tempo foi quantificado pela diferenca entre a resisténcia de
transferéncia de carga no biossensor com Zcap imobilizado e limpo (AR = R/ imob - Re: timpo)-
O AR, aumentou até o ponto maximo em 6 horas e caiu a partir deste pico até o ultimo tempo
medido de 16 horas, sugerindo que o melhor periodo de incubagdo para imobilizagdo dessa
sequéncia de captura ¢ de 6 horas.

A fungdo de melhor ajuste para os pontos da curva, R=0,930, foi obtida utilizando o
software Origin 8.0. A linha de ajuste da Figura 6.6 corresponde a funcdo gaussiana versao
da area (do inglés, Area version of Gaussian Function), cuja equagdo representativa €

expressa em (6.1).

el (6.1)

onde: y ¢ a variavel dependente (AR); x a varidvel independente (tempo); y, o valor da linha

de base; x. o ponto de méximo; o o desvio padrdo da gaussiana; A a area sobre a curva. Os
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ajustes dos pontos nas demais figuras dos capitulo 6 e 7 foram realizados seguindo o mesmo
procedimento. Para concisdao do texto serdo apresentados nos proximos resultados somente os

valores de R’ e os nomes das respectivas funcdes de ajuste.
6.3.3 Temperatura de imobilizacao das sondas de captura Zcap

O efeito da temperatura na imobilizacdo de Zcap também foi avaliado por EIS nas
temperaturas de 4, 25, 35, 45 e 55°C, tomando como pardmetro, novamente, as diferengas
entre as resisténcias de transferéncia de carga. O tempo de incubacdo adotado foi de 6 horas,
definido anteriormente como melhor periodo de imobilizagdo, na concentracdo de Zcap em
0,40 umol L. A Figura 6.7a mostra a dependéncia da transferéncia de carga com a

temperatura nos eletrodos imobilizados com Zcap.
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Figura 6.7 - Efeito da temperatura na imobilizacdo das sequéncias de captura (Zcap): (a) tomado como

diferencas entre as resisténcias de transferéncia de carga no eletrodo com Zcap imobilizado e no
eletrodo limpo (AR = Re; 1mob - Ret timpo)- (b) diferencas entre as resisténcias de carga hibridizado
e imobilizado (ARMH = R, #ibr - Res tmop)- Hibridizagdo realizada a 25°C durante 1,5 horas, Zamp
em 0,68 pmol L. EIS tomada em trés eletrodos (n=3) nas frequéncias de 30 a 0,1 kHz,
amplitude AC de 5 mV. Eletrélito de suporte [Fe(CN)s]*™* 5,0 mmol L™ em PB 0,1 mol L™ pH
7,4. Fungio de ajuste: Amplitude version of Gaussian peak function, (a) R> = 0,992 ¢ (b) R =
0,999.
Fonte: Elaborada pelo autor.

Na imobilizag¢do dependente da temperatura o AR, comega a subir a partir de 25°C
(AR ~ 100Q), chega ao ponto maximo em 45°C (AR ~ 3,2 kQ) e decai até 55°C, Gltimo
ponto medido. A diferenca entre as transferéncias de carga no eletrodo hibridizado com a
sequéncia complementar (Zamp) e o eletrodo imobilizado (ARctH=Rct Hibrid = Ret mob), mostrado
na Figura 6.7b confirma o comportamento de decréscimo da R. apds a hibridizagdo. Ao

serem usados os mesmos eletrodos imobilizados com Zcap nas diferentes temperaturas, €
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o, H :

hibridiza-los com Zamp, o perfil do ARy teve o mesmo comportamento gaussiano, mas no
sentido inverso da imobilizagdo, o que mostra que de fato, para diferentes temperaturas,
houve mudan¢a na densidade de imobilizacdo das sequéncias Zcap. A incubagdo para

hibridiza¢do foi realizada a 25°C durante 1,5 horas com concentra¢do Zamp de 0,68 pumol L'

6.3.4 Concentracoes de imobilizacao das sondas de captura Zcap

As concentracdes das sequéncias de captura imobilizadas no eletrodo podem
influenciar o processo de imobilizag¢do, devido ao efeito repulsivo entre as cadeias do DNA
carregadas negativamente. Para valores altos da concentracdo a repulsdo passa a ser
preponderante sobre a ligacdo covalente na superficie e a eficiéncia da imobilizacdo ¢

reduzida. A Figura 6.8 mostra um crescimento na AR, com a concentragao.
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Figura 6.8 - Efeito da concentragdo das sequéncias de captura Zcap imobilizada no eletrodo. Tomado como as
diferencas entre as resisténcias de transferéncia de carga no eletrodo imobilizado e no eletrodo
limpo (AR¢t = Ret tmob - Rer timpo)- Imobilizagdo a 25°C durante 6 horas e EIS tomada em trés
eletrodos (n=3) nas frequéncias de 30 a 0,1 kHz, amplitude AC de 5 mV e eletrdlito de suporte
[Fe(CN)s]*"* 5,0 mmol L em PB 0,1 mol L™ pH 7,4. Fungéo de ajuste: Logistic, R’=0,973.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Para se obter uma concentragao de melhor resposta de imobilizacao foram avaliadas
concentragdes de Zcap entre 0,04 ¢ 0,40 umol L'l, faixa tomada com base na literatura.””"
100137138 N gvamente foi usado como parametro de avaliagdo a diferenca entre as resisténcias
de transferéncia de carga no eletrodo imobilizado e limpo (AR¢ = Res tmob - Rer timpo). A
concentragdo de 0,40 pmol L™ foi adotada como concentragio para imobilizagdo de Zcap,

devido ao tipo de SAMs escolhido (tiol-DNA).



88

6.3.5 Hibridizacdo de DNA complementar (Zamp) e ndo complementar (Damp)

A Figura 6.9 mostra o comportamento da resisténcia de transferéncia de carga para
hibridizagdo com DNA complementar Zamp (ARctH = R¢s tibrid - Rer imob), Nas concentragdes de
12, 25, 38, 68, 100, 150, 228, 308 e 340 nmol Ll As sequéncias de captura Zcap foram
imobilizadas nos melhores pardmetros definidos nos experimentos de otimizagdo (45°C por
6h a 0,40 umol L™"). Os pontos tomados em trés eletrodos distintos mostram o decréscimo da
R diretamente proporcional ao aumento da concentracdo de Zamp nessa faixa estudada.
Como teste de seletividade, as sequéncias ndo complementares (Damp), nas concentragdes de
51 ¢ 130 nmol L™, foram colocadas para hibridizar nos eletrodos funcionalizados com Zcap,

sob as mesmas condigdes das sequéncias complementares.
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Figura 6.9 - Comportamento da resisténcia de transferéncia de carga (AR = Ry nivia - R Imob) Zcap
imobilizado, hibridizagdo com Zamp () concentracdes de 12, 25, 38, 68, 100, 150, 228, 308 ¢
340 nmol L™ e hibridizagdo com Damp () nas concentragdes de 51 ¢ 130 nmol L. Imobilizagio
de 0,40 pmol L' da sequéncia de captura (Zcap) durante 6 horas a 45°C. EIS tomada em trés
eletrodos (n=3) nas frequéncias de 30 a 0,1 kHz, amplitude AC de 5 mV e eletrdlito de suporte
[Fe(CN)s]*"™* 5,0 mmol L em PB 0,1 mol L™ pH 7,4.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Os graficos de Nyquist comparativos das hibridizagdes complementares (Zcap +
Zamp) sao mostrados na Figura 6.10a, enquanto as hibridiza¢cdes ndo complementares (Zcap

+ Damp) na Figura 6.10b.
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Figura 6.10 — Grafico de Nyquist comparativo para as hibridizagdes: (a) sequéncias de captura Zcap
hibridizada com sequéncia complementar Zamp (®) concentragio 68 nmol L™ e (b) sequéncia de
captura Zcap hibridizada com sequéncia ndo complementar Damp (V) na concentragdo de 51
nmol L. Imobilizacdo de 0,40 umol L de Zcap durante 6 horas a 45°C. EIS tomada nas
frequéncias de 30 a 0,1 kHz, amplitude AC de 5 mV e eletrolito de suporte [Fe(CN)¢]*"™* 5,0
mmol L' em PB 0,1 mol L! pH 7.4.

Fonte: Elaborada pelo autor.

A Figura 6.10a, mostra o decrescimento da resisténcia de transferéncia de carga apods
a hibridizacdo complementar [ARctH = Rt Hibrid - Rer mmob = (2,62 £ 0,28) kQ]. A hibridizacao
ndo complementar de Zcap com Damp, Figura 6.10b, resultou em um pequeno
decrescimento [ARctH = Rt Hibrid = Rer tmob = (0,25 £ 0,16) kQ], dez vezes menor do que a
hibridiza¢ao com a sequéncia complementar. O que mostra a seletividade do biossensor pelas
sequéncias complementares de zika.

Com base nos dados da AR, mostrados na Figura 6.9, o limite de deteccdo inferior
(LOD) do biossensor Au-PET para deteccio de sequéncias de zika foi calculado

primeiramente pela regra da [IUPAC, relagao (6.2):

3 X SD

LODiypac = b

(6.2)

Sendo b a inclina¢io da reta de melhor ajuste aplicada & regido linear da curva AR
versus C de Zcap; SD = 69,4 k) o desvio padrao do branco (ARci = Re imob - Rer timpo), medido
em oito eletrodos. O coeficiente de correlacio na regido linear da Figura 6.9, foi de R =
0,966 com inclinagao » = -21,1 + 1,9. Assim, o limite de detec¢do calculado com base na
normativa da [IUPAC para o biossensor foi: LODypac = (9,86 £ 0,89) nmol L

Em termos gerais, o limite de deteccdo de um analito pode ser descrito como aquela
concentracdo a qual fornece um sinal instrumental significativamente diferente do sinal de
branco, ou medida na auséncia do analito. Segundo Miller e Miller,'* ainda ndo existe uma

completa concordincia entre pesquisadores, editores, profissionais e organizagdes
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regulamentadoras sobre o critério ideal para o calculo do limite de detec¢do. Entretanto, esses
autores ponderam que existe uma tendéncia crescente para definir o limite de detec¢gdo como
sendo a concentragdo do analito que fornece um sinal igual ao sinal do branco mais trés vezes

o desvio padrao do branco, como expressa a equagao (6.3):

LODyitier = Yoranco + 3.5D (6.3)

Para a curva analitica da Figura 6.9: Y,,..nc0 = 111,6 kQ a diferenca entre as
resisténcias de transferéncia de carga no eletrodo imobilizado e no eletrodo limpo (AR = R,
Imob - Ret limpo); SD = 69,4 kQ o desvio padrdo do branco, medidos em oito eletrodos. O
coeficiente de correlagio na regido linear da curva foi de R* = 0,966 com coeficiente de
inclinagdao b = -21,1 + 1.9. Assim, o limite de deteccdo calculado como indicado em Miller e
Miller' foi: LODwier = (71,7 + 6,2) nmol L.

Como mostrado, o célculo pelos dois critérios resulta em limites de deteccdo de
valores diferentes. No biossensor para zika os resultados dos dois critérios ndo diferem
significativamente, pois os limites estio na ordem de grandeza 10® mol L' para a
concentracao. Contudo, ¢ importante considerar o critério adotado para a analise comparativa,
sendo indicado explicitar o método empregado no calculo do limite de deteccdo, dado
relevante que em alguns trabalhos ¢ suprimido.

A Tabela 6.1 compara o valor obtido para o biossensor Au-PET com outros sistemas
semelhantes reportados na literatura. Uma vez que os trabalhos ndo citam explicitamente o
critério para o céalculo do LOD consideramos, a titulo de comparacao, foi utilizado o valor do
limite de detec¢@o do biossensor para zika obtido pelo critério da [UPAC. As trés referéncias
comparadas com o presente trabalho sdo representativas dos genossensores baseados em

eletrodos de ouro e que utilizam a técnica de EIS para deteccgao.

Tabela 6.1 - Limites de detec¢do (LOD) de biossensores eletroquimicos de DNA para sistemas de detecgdo
label-free encontrados na literatura. EIS: espectroscopia de impedéncia eletroquimica.

Técnica de analise Eletrodo LOD (mol L") Referéncia
EIS Ouro barra 1.10™" Patolsky "**
EIS Epoxi ouro 1.10"° Zhang '*°
EIS Ouro barra 410" Zheng '*!
EIS Au-PET 9,8.10° este trabalho

Fonte: Elaborada pelo autor.
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O primeiro estudo, um dos pioneiros nesse tipo de biossensor, foi apresentado em

2001 por Patolsky, Lichtenstein ¢ Willner.'**

A eficiéncia da EIS foi comprovada, pois a
deteccao das hibridizagdes também foi realizada com balanga de cristal de quartzo. O sistema
foi usado para identificar uma unica mutagao responsavel pela doenca de Tay-Sachs, que €
uma enfermidade genética recessiva, cujos sintomas aparecem ja nos primeiros anos de vida.
Construido em um eletrodo de Au tipo barra esse biossensor era composto da sequéncia de
captura ¢ uma enzima catalizadora que foi a responsavel pelo limite de deteccdo duas ordens
de grandeza abaixo de nmol L™

Em 2010 Zhang et al.'* apresentaram um genossensor eletroquimico para detecgdo de
sequéncias do HIV (do inglés, human immunodeficiency virus). O dispositivo foi fabricado
com a técnica de impressao sobre um substrato de resina epoxi. Era composto de seis
eletrodos de Au e respectivos eletrodos de referéncia de Pt, também impressos.
Simultaneamente, o HIV 1 e 2 podiam ser detectados através de voltametria de onda quadrada
e também por EIS. Apenas uma gota de 100 uL da amostra foi usada em cada anélise. Usando
a afinidade do azul de metileno com as sequéncias simples foi possivel chegar ao limite de
detecgdo de 0,1 nmol L.

Mais recentemente, em 2013, Zheng e colaboradores'*! apresentaram um genossensor
somente composto pelo eletrodo de ouro do tipo barra com a sequéncia de captura
imobilizada. Também para detec¢do de HIV, a sequéncia complementar foi composta por
uma dupla sequéncia e a hibridizagdo ocorreu com a formagdo de triplex de DNA. Devido a
adicado duas vezes maior de sequéncias alvo no evento da hibridizagdo um aumento
consideravel na impedancia foi obtido. Em consequéncia, o limite de detec¢@o foi duas ordens
de grandeza abaixo de nmol L. O biossensor apresentou um comportamento logaritmico do
aumento de R, em fun¢do da concentracdo, indicando uma saturagdo para detec¢dao das
sequéncias alvo.

Em sintese, para sistemas semelhantes ao apresentado no biossensor para zika, ou seja,
composto de eletrodo de ouro, otimizag¢do da imobilizagdo da captura e deteccdo por EIS, os
limites de detec¢do ficam em torno de 10 nmol L quando se utiliza enzimas ou outro
composto para aumentar o nivel de sinal mensuravel. O biossensor Au-PET apresentou limite
de deteccdo comparavel aos estudos da literatura uma vez que utilizou a deteccao label-free

sem nenhum composto ou enzima para intensificar o sinal.
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6.4 Biossensor para deteccio de dengue na célula eletroquimica

6.4.1 Descricao da configuracio experimental

A configura¢do dos experimentos para esse biossensor seguiu a mesma configuragao
utilizada para o biossensor para detec¢ao do virus da zika. Também foi utilizada a EIS e o
parametro R, para avaliar a otimizacdo da imobilizacdo e as medidas referentes a

hibridizacao, que serdo relatados a seguir.

6.4.2 Tempo de imobilizacdo das sondas de captura Dcap

Para monitorar a relagdo entre o tempo de imobilizagdo e a variagdo da impedancia
eletroquimica no biossensor por EIS, ilustrado na Figura 6.11, foi estudada a janela de tempo
entre 2 e 8 horas. O tempo de maior eficiéncia de imobilizagdo ocorreu em quatro horas,

medida por (ARc= R¢t 1mob - Res limpo)-
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Figura 6.11 - Relagdo entre o tempo de imobilizacdo e a variacdo da resisténcia de transferéncia de carga. Dcap
0,16 umol L™ imobilizado por 4h a 25°C. EIS tomada nas frequéncias de 30 a 0,1 kHz, amplitude
AC de 5 mV em eletrdlito de suporte [Fe(CN)6]3'/4' 5,0 mmol L' em PB 0,1 mol L pH 74.
Fungio de ajuste: Area version of Gaussian Function, R* = 0,898.

Fonte: Elaborada pelo autor.

6.4.3 Temperatura de imobilizacao das sondas de captura Dcap

A Figura 6.12 ilustra o comportamento da imobilizagdo da sonda de captura e
hibridizagao da sequéncia alvo sob o efeito da temperatura. A imobilizagao foi realizada nas

temperaturas de 4, 25, 35, 45 ¢ 55°C por 4,5 horas e hibridizagdo a 45°C por 1 h.
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Figura 6.12 - Efeito da temperatura na imobilizac¢ao e hibridizagdo: (a) dependéncia da R, com a temperatura
na imobilizagdo, Dcap 0,16 pmol L'l; (b) dependéncia da R, na hibridiza¢do da sequéncia alvo,
Damp 0,20 umol L™ por 1h a 45°C. EIS tomada nas frequéncias de 30 a 0,1 kHz, amplitude AC
de 5 mV e eletrolito de suporte [Fe(CN)]* 5,0 mmol L em PB 0,1 mol L™ pH 7,4. Fungéo de
ajuste: Amplitude version of Gaussian peak function, (a) R> = 0,842 ¢ (b) R* = 0,944.

Fonte: Elaborada pelo autor.

6.4.4 Concentracoes de imobilizacdo das sondas de captura Dcap

A concentragdo da sonda de captura foi verificada para valores entre 0,10 a 0,60 pumol
L' imobilizada durante 5 horas a 25°C. O comportamento da R, pelas medidas de EIS revela
um crescimento linear para essas concentragcdes, nao ocorrendo a saturagdo nessa faixa

estudada, como ilustra a Figura 6.13.
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Figura 6.13 - Relacdo entre a concentracdo da sonda de captura e os valores de R.: concentragdes estudadas
entre 0,10 a 0,60 umol L' imobilizadas durante 5 horas a 25°C. EIS tomada nas frequéncias de 30
a 0,1 kHz, amplitude AC de 5 mV e eletrolito de suporte [Fe(CN)s]*’* 5,0 mmol L' em PB 0,1
mol L' pH 7,4. Fungdo de ajuste: Logistic, R’ = 0,898.

Fonte: Elaborada pelo autor.

6.4.5 Hibridizacao de DNA complementar (Damp) e nao complementar (Zamp)

Os dados para quatro concentracdes de sequéncia complementar, como ilustra a curva

de calibracdo da Figura 6.14, mostram um decrescimento linear da R, em fungdo da
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concentracdo da sequéncia alvo (Damp). Como explicado anteriormente no biossensor para
zika, o decréscimo da R, estd relacionado com o estiramento das sequéncias de captura ao
hibridizarem com a sequéncia alvo, o que aumenta a taxa de transferéncia de carga. Como
controle, neste biossensor para detectar sequéncias do virus da dengue, a sequéncia nao
complementar Zamp na concentragdo de 200 nmol L' foi colocada para hibridizar com a

sequéncia de captura Dcap.
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Figura 6.14 - Comportamento da resisténcia de transferéncia de carga (ARctH = R Hibrid - Rer 1mob)- Imobilizagdo
de 0,36 pumol L' da sequéncia de captura (Dcap) durante 5 horas a 45°C. Hibridiza¢do com Damp
(4) nas concentragdes de 74, 155, 200 e 250 nmol L' e hibridizagdo com Zamp (e) na
concentra¢do de 200 nmol L. EIS tomada em trés eletrodos (n=3) nas frequéncias de 30 a 0,1
kHz, amplitude AC de 5 mV e eletrolito de suporte [Fe(CN)s]*”* 5,0 mmol L em PB 0,1 mol L™
pH 7,4. Funcdo de ajuste: linear, R = 0,998.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Para o calculo do limite de detec¢ao o desvio do branco calculado para cinco eletrodos
limpos foi SD = 56,8 e o coeficiente de correlagao na reta da Figura 6.14, foi de R = 0,998
com inclinagcdo b = -10,7 = 1,1. Assim o limite de detecgdo calculado, em modulo, no

biossensor para dengue foi: LOD = (15,9 + 1,6) nmol L™,
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7 BIOSSENSOR PARA DETECCAO DE SEQUENCIAS DE ZIKA EM ELETRODO
DE TRES CONTATOS (Au3-PET)

7.1 Caracterizacio eletroquimica do eletrodo de trés contatos Au3-PET
7.1.1 Calculo da area eletroativa do eletrodo Au3-PET na célula eletroquimica

A area eletroativa do eletrodo de trés contatos (Au3-PET) foi determinada em uma
célula eletroquimica, utilizando como referéncia um eletrodo de Ag/AgCl (KC13,0 mol L") e
como contraeletrodo uma espiral de Pt. Para o eletrodo de trabalho foi utilizada somente a
trilha central do eletrodo Au3-PET, as outras duas tiveram os contatos isolados. Todas as
medidas eletroquimicas foram realizadas a 25°C em uma célula de vidro Pyrex de
compartimento Unico com volume de 15 mL. O procedimento de célculo foi idéntico ao
aplicado para determinar a érea eletroativa do eletrodo Au-PET de trilha unica. O
voltamograma tomado no ltimo ciclo da limpeza 4cida em H,SO4 0,5 mol L™ ¢ apresentado

na Figura 7.1.
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Figura 7.1 - Voltametria ciclica para o célculo da area eletroativa dos eletrodos Au3-PET em H,SO,4 0.5 mol L
Fonte: Elaborada pelo autor.

O fator de rugosidade (fr) foi entdo calculado pela relacdo entre a area eletroativa

(Agq) € a area geométrica (Age ), como indicado na equagéo (7.1).

— Aeq _ 1 QOm— Qdl
fr = Agm  Agm 390 u[Ccm=2] (7.1)
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No caso do eletrodo Au3-PET o valor médio de Q,, — Qg4 foi de (46,5 £ 4,6) pC, em
trés de eletrodos distintos. A area geométrica do eletrodo central Au3-PET (» = 0,11 cm) foi
calculada em 0,038 cm’. Utilizou-se para os calculos do fx o valor de 390 uC cm™ para
constante experimental e. d,."*' e os valores das cargas Q,, ¢ Q., obtidos da integracdo do
pico de reducdo do 6xido de ouro e da dupla camada capacitiva, areas hachuradas em azul e

laranja, respectivamente na Figura 7.1. O fzr médio calculado na equacao (7.2) resultou em:

f _ 1 46,5 p[C]
R ™ 0,038 [cm2] " 390 p [C cm—2

o= (313 £031) (7.2)

Portanto, dentro da margem de erro, bem préoximo ao valor calculado para o eletrodo

de uma trilha (2,93 £ 0,41).
7.1.2 Voltametria ciclica do eletrodo Au3-PET no sistema de gota

Para as caracterizacdes fora da célula eletroquimica o eletrodo Au3-PET foi conectado
ao potenciostato/galvanostato Autolab através de bornes de trés contatos, como ilustra a
Figura 7.2. As medidas de voltametria foram realizadas em uma gota de 60 pL na regido de
reacdo, sendo que o contato central funcionou como eletrodo de trabalho e os dois eletrodos

laterais funcionaram como eletrodos de referéncia e contraeletrodo.

(C) Contraeletro (A)
Referéncia (R)

Figura 7.2 - (a) Eletrodo Au3-PET conectado ao potenciostato/galvanostato Autolab para medidas de
voltametria ciclica ¢ demais medidas do biossensor; (b) gota de 60 puL do eletrdlito; (¢) contato
central, eletrodo de trabalho e contatos laterais como eletrodos de referéncia e contraeletrodo.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Os voltamogramas ciclicos dos eletrodos evaporados Au3-PET com velocidades de
varredura de 10 a 400 mV s, mostrados na Figura 7.3a, revelam uma menor reversibilidade
quando comparados ao eletrodo Au-PET funcionando dentro da célula eletroquimica. A

Figura 7.3b mostra que a densidade de corrente anddica (Jp,) depende linearmente da raiz

quadrada da velocidade de varredura. Os pardmetros de reversibilidade, em 100 mV s,

foram: AEp=(97,0 + 10,0) V e |Ipa/Ipc|=(1,04 £ 0,20).

v/ (mvs")
100 200 300 400

(b)

= Au3-PET (Jvsv)
e Au3-PET (J vsVv"?)

! i ! i T i T i T 0 -I — 7T r T 1 ' T 't T T T r T Tt T T T 7
04 02 00 02 04 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22
Potencial / V (vs Au) V2 [ (mv s )"

Figura 7.3 - (a) Voltamogramas do eletrodo Au3-PET com a velocidade de varredura de 10 a 400 mVs™. (b) picos
de densidade de corrente anodica (J,,,) correspondentes as velocidades de varredura e a raiz quadrada
das velocidades de varredura. Eletrolito [Fe(CN)6]3'/4' 1,0 mmol L' em KCI 1,0 mmol L™ pH 7.,4.

Fonte: Elaborada pelo autor.

7.1.3 Imobilizacao de sequéncias de captura nos eletrodos

No eletrodo Au3-Pet foi construido o terceiro biossensor para detectar o DNA da zika,
cujas caracterizacgdes eletroquimicas foram realizadas no eletrodo de trés trilhas fora da célula
eletroquimica com solugdes em volumes de 60 pL gotejadas na area de reacdo. Antes da
imobilizacdo das sequéncias, os eletrodos Au3-PET foram eletroquimicamente polidos por
voltametria ciclica em H,SO4 0,5 mol L'l, primeiramente com potencial entre 0 e 1,8 V (vs
Ag/AgCl), a uma velocidade de varredura de 500 mV s (30 ciclos), ¢ em seguida, entre 0 e
1,6 V (vs Ag/AgCl), a uma velocidade de 100 mV s’ (10 ciclos). Este polimento
eletroquimico foi realizado dentro da célula utilizando como referéncia um eletrodo de
Ag/AgCl (KCI 3,0 mol L") e como contraeletrodo uma espiral de Pt. como o eletrodo de
trabalho foram utilizados os trés contatos do eletrodo Au3-PET conectados em conjunto. Para
imobilizacdo, 5 pL de solucio contendo a sequéncia de captura do virus (Zcap) 0,40 pmol L™

em PBS 0,17 mol L™ foi depositada na area circular reativa do eletrodo central. As amostras
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permaneceram em camara fechada por 5 h na temperatura de 45°C. Apds a imobilizagdo os
eletrodos foram lavados em &gua ultrapura para remocao de sequéncias que ndo ancoraram na
superficie do ouro por ligagdes covalentes. As medidas eletroquimicas foram realizadas na

temperatura de 25°C apds a secagem dos eletrodos em fluxo de N,.

7.1.4 Reacao de hibridizacao das sequéncias no biossensor

Para hibridizacdo, 5 pL de solu¢do contendo a sequéncia complementar do virus
(Zamp) e nao complementar (Dcap), concentragdes variadas em tampao (PB 0,05 mol L'+
NaCl 0,2 mol L! pH 7,4), foram depositadas na area circular reativa do contato central do
eletrodo. Antes da hibridizagdo a solugdo do DNA alvo foi aquecida a 95°C por cinco minutos
e resfriada rapidamente em banho de gelo. A reagdo de hibridizagdo ocorreu em camara
fechada por 1,5 horas a 25°C. Apds a hibridizagdo os eletrodos foram lavados em agua
ultrapura, secos em N, e as medidas eletroquimicas realizadas na temperatura de 25°C em

gota de 60 uL.

7.2 Hibridizacio de DNA complementar (Zamp) e nio complementar (Damp)

A Figura 7.4 mostra o diagrama de Nyquist das trés etapas no biossensor Au3-PET

funcionalizado com sequéncias de captura do virus da zika (Zcap).

1200
1000{ —— Au3-PET limpo
b
800 ap
—e— Zcap+Zamp
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0 i
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Figura 7.4 - Diagrama de Nyquist representando o comportamento da impedancia durante as trés etapas de
construgdo do biossensor Au3-PET: (a) eletrodo limpo, linha so6lida preta; (b) imobilizacdo da
sequéncia de captura (Zcap), circulos abertos (©) e (¢) hibridizagdo com Zamp, circulos azuis
cheios (®). Medidas de EIS realizadas em gota de 60 pL. com frequéncias de 30 a 0,1 kHz,
amplitude AC de 5 mV. Eletrolito de suporte [Fe(CN)s]*"* 5,0 mmol L' em PB 0,1 mol L pH
7.4.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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A curva correspondente ao eletrodo sem nenhuma funcionaliza¢do (Au3-PET) limpo
foi desenhada em linha continua preta (a), a etapa de imobilizacdo representada por circulos
abertos (b) e da hibridizagdo por circulos cheios (¢). No resultado da Figura 7.4 o eletrodo
Au3-PET limpo apresentou uma R, =(367 + 15) Q, ap6s a imobilizac¢io de 0,40 pmol L™ da
sequéncia de captura (Zcap) a resisténcia de transferéncia de carga teve um aumento de duas
vezes (R.; =970 £ 28) Q e apds a hibridizacdo com 130 nmol L' da sequéncia complementar
(Zamp) houve o decréscimo (R, =590 + 22) QQ, mas ficando maior do que a impedancia inicial
do eletrodo limpo. A resisténcia do eletrolito foi de (Ro=99 £ 4) Q e o comportamento da R,
foi o mesmo para as demais concentracdes das sequéncias complementares estudadas neste
sistema do eletrodo Au3-PET.

As medidas de voltametria ciclica para as etapas do biossensor Au3-PET para
deteccao de sequéncias da zika no sistema de gota confirmam o comportamento observado na
EIS para as trés etapas: eletrodo limpo, imobilizacdo e hibridizacdo com sequéncia
complementar, voltamograma mostrado na Figura 7.5. O pico de corrente inicial de 58,7 pA
no eletrodo limpo diminuiu para 11,8 pA apods a imobilizacdo de Zcap e depois da

hibridizacdo com Zamp, na concentragio de 130 nmol L™, voltou a subir para 36,8 pA.

)— Au3-PET limpo

Corrente / pA

-80 T T T T T T T T T
-04 -0.2 0.0 0.2 0.4
Potencial / V (vs Au)
Figura 7.5 — Voltametria ciclica das etapas de construcdo do biossensor Au-3PET no sistema de gota: (a)

eletrodo limpo, curva em linha preta; (b) imobilizagdo da sequéncia de captura (Zcap), curva em
vermelho e (c) hibridizacdo, curva azul pontilhada. Imobilizagio de 0,40 pmol L' de Zcap
durante 6 horas a 45°C e concentragdes de Zamp de 130 nmol L. Voltamograma realizado em
uma gota de 60 pL sobre o eletrodo impresso com velocidade de varredura de 100 mV/s e
eletrélito de suporte [Fe(CN)s]*"* 5,0 mmol L™ em PB 0,1 mol L' pH 7,4.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Outra técnica usada com frequéncia para caracterizacdo de biossensores de DNA ¢ a
voltametria de pulso diferencial (do inglés, differential pulse voltammetry - DPV). A DPV
utiliza uma rampa linear voltamétrica composta de uma série regular de pulsos de potencial.
Consequentemente, a corrente ¢ medida imediatamente antes de cada mudanga de potencial.
Desse modo, o efeito da corrente de carga ¢ minimizado e possibilita maior sensibilidade nas
medidas quando comparada com a voltametria ciclica. A sequéncia de pulsos de potencial,
com duragdo aproximada de 50 ms, ¢ aplicada no eletrodo de trabalho. Logo apos, a aplicagao
do pulso, a corrente de carga decai exponencialmente para valores despreziveis, enquanto a
corrente faradaica decai mais lentamente. Assim, uma discriminacdo entre a corrente de carga
¢ obtida e os resultados no voltamograma consistem em picos de corrente, cuja altura ¢
diretamente proporcional ao analito. A DPV permite a quantificacio conveniente'* de
concentracdes até 10® mol L. A Figura 7.6 mostra o voltamograma por DPV das trés etapas
do biossensor para deteccao de zika construido no eletrodo Au3-PET. Os dados relativos a

curva analitica utilizando a DPV serdo apresentados em trabalho posterior.
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Figura 7.6 — Medidas de voltametria de pulso diferencial (DPV) das etapas de construgdo do biossensor Au-
3PET no sistema de gota: (a) eletrodo limpo, curva em linha preta (—); (b) imobilizagdo da
sequéncia de captura (Zcap), curva vermelha (—) e (¢) hibridizagdo, curva azul (—). Imobilizagéo
de 0,40 umol L de Zcap durante 6 horas a 45°C e concentragdes de Zamp de 130 nmol L. DPV
realizada em uma gota de 60 pL sobre o eletrodo com velocidade de varredura de 100 mV/s e
eletrélito de suporte [Fe(CN)s]*"* 5,0 mmol L™ em PB 0,1 mol L' pH 7.4.

Fonte: Elaborada pelo autor.

No ensaio de seletividade, o biossensor com sequéncias de captura Zcap foi colocado
para hibridizar com sequéncias complementares (Zamp), nas concentragdoes de 25, 38, 63,
130, 228, 308 e 340 nmol L' e néo complementar (Damp) na concentragcdo de 130 nmol L.

Destaca-se na curva de calibracdo, Figura 7.7a, a concentragcao de 130 nmol L onde ocorre a
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distingdo entre os valores de AR, nas hibridiza¢des complementares (Zcap+Zamp), circulos
azuis e ndo complementares (Zcap-Damp), triangulo laranja. A Figura 7.7b mostra os
diagramas de Nyquist apos a hibridizagdo complementar, nas concentragdes incluidas na

regido linear da curva de calibragao.
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Figura 7.7 — Curva analitica da resisténcia de transferéncia de carga (ARctH = R Hibrid - Rer 1mob): (@) Imobilizacdo
de 0,40 pmol L' da sequéncia de captura (Zcap) durante 5 horas a 45°C. Hibridizagdo com Zamp
(®) nas concentragdes de 25, 38, 63, 130, 228, 308 ¢ 340 nmol L™ ¢ hibridizagio com Damp (v)
na concentracio de 130 nmol L. EIS realizada em uma gota de 60 uL, em trés eletrodos (n=3),
nas frequéncias de 30 a 0,1 kHz, amplitude AC de 5 mV e eletrélito de suporte [Fe(CN)]*™ 5.0
mmol L' em PB 0,1 mol L pH 7.4; (b) diagramas de Nyquist apés a hibridizacio de
Zcap+Zamp em cinco concentra¢des incluidas na regido linear em (a).

Fonte: Elaborada pelo autor.

No sistema de detec¢do em gota no eletrodo Au3-PET o limite de deteccdo foi
calculado utilizando o desvio do branco de sete eletrodos limpos SD = 9,86 e inclinacao da
reta de melhor ajuste da Figura 7.7, 6 =-1,18 £ 0,08 ¢ R = 0,986. O que resultou no limite de
detecgdo pelo método da [IUPAC: LODyypac = (25,0 = 1,7) nmol L

Os graficos de Nyquist comparativos das hibridizagdes de Zcap com Zamp e Damp,
ambos na concentracdo de 130 nmol L™, sio mostrados na Figura 7.8. No grafico de Nyquist,
a curva em linha solida representa o eletrodo imobilizado com Zcap (R., =970 + 28) Q que
apos a hibridizagdo com Zamp apresentou o decréscimo da resisténcia de transferéncia de
carga para (R, =490 + 22) Q o que representa uma diferenga para o eletrodo imobilizado de
AR = (-480 + 50) Q. A resisténcia do eletrdlito nesse caso foi de (Rg=120 + 5) Q. A
hibridizacdo com Damp (R =860 + 17) Q, na mesma concentracdo de 130 nmol L, resultou
em um AR = (-110 + 45) Q. Esse pequeno decréscimo na hibridizagio ndo complementar

pode ser atribuido a sequéncias de Damp que permaneceram ligadas eletrostaticamente no
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eletrodo mesmo apods a lavagem. Entretanto, a diferenca de R, para os dois caso ¢ suficiente

para garantir a seletividade do biossensor para detec¢do de sequéncias que identificam a zika.
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Figura 7.8 — Grafico de Nyquist comparativo para as hibridizagdes: (a) sequéncias de captura Zcap imobilizada
no eletrodo (©); (b) Zcap hibridizada com sequéncia complementar Zamp (®) na concentragido de

130 nmol L™ e (¢) Zcap hibridizada com sequéncia ndo complementar Damp (7) na concentragio

de 130 nmol L. Imobiliza¢do de 0,40 pmol L' de Zcap durante 6 horas a 45°C. EIS tomada nas

frequéncias de 30 a 0,1 kHz, amplitude AC de 5 mV e eletrélito de suporte [Fe(CN)s]*"* 5,0 mmol

L' em PB 0,1 mol L pH 7.4.
Fonte: Elaborada pelo autor.

A reprodutibilidade do biossensor de DNA no eletrodo Au3-PET foi estimada na
concentragdo da sequéncia alvo de 130 nmol L™, dados da curva de calibragio da Figura 7.7.
O desvio relativo entre eletrodos independentes (n=5) foi de 17% e para medidas em um
mesmo eletrodo de 5% (n=35). Estes resultados indicam que a reprodutibilidade dos
biossensores permite a diferenciacdo entre a sequéncia complementar (Zamp) e a sequéncia
ndo complementar (Damp). Em sintese, o biossensor de DNA para detec¢do em gota no
eletrodo Au3-PET ¢ adequado para deteccdo confidvel da sequéncia alvo de interesse para
concentracdes acima de 54 nmol L. O biossensor apresentou reprodutibilidade suficiente
para identificar a sequéncia de interesse do virus e, portanto, sdo promissores para utilizacao

como dispositivo de diagndstico molecular em doencas infecciosas como a zika e dengue.
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8 CONCLUSOES

O surgimento da epidemia de zika no Brasil em 2015 deixou o mundo em estado de
alerta porque trouxe agravantes como a microcefalia e transmissao sexual ndo observados
anteriormente em outros Flavivirus. A coexisténcia de infecgdes por zika e dengue evidenciou
a necessidade do desenvolvimento de métodos mais eficientes de diagnostico de baixo custo e
que possam identificar e diferenciar essas duas doencas.

Este trabalho reportou a constru¢do de uma plataforma para detec¢do de sequéncias de
DNA dos virus da zika e da dengue. Foram fabricados eletrodos descartaveis pelo método de
evaporacao térmica de ouro sobre um substrato de politereftalato de etileno. O custo unitario
dos eletrodos foi duas vezes menor do que o custo de eletrodos comerciais do mesmo tipo. A
andlise morfoldgica por microscopia de for¢a atdmica mostrou que a superficie condutiva
possui rugosidade proxima a outras superficies como a do silicio, caracteristica favoravel para
formag¢do de monocamadas auto-organizadas. Andlises por energia dispersiva de raios X
confirmaram a formagdo de um filme metdlico homogéneo, composto exclusivamente de
ouro. As caracterizagdes eletroquimicas avaliadas por voltametria ciclica e espectroscopia de
impedancia eletroquimica revelaram uma taxa de transferéncia de carga no eletrodo muito
proxima ao eletrodo de ouro barra comercial.

Nos eletrodos evaporados descartaveis foram construidos dois tipos de biossensores
para detecgdo de sequéncias que identificam os virus da zika e dengue. As otimizagdes de
parametros de imobilizacdo e hibridizagdo foram realizadas com DNA sintético e
possibilitaram encontrar um ponto de operagdo de melhor desempenho dos biossensores. A
deteccdo da reagdo de hibridizagdo entre as sequéncias de captura, imobilizadas
covalentemente na superficie do ouro, e as sequéncias alvo foi realizada sem a necessidade de
nenhuma marcacao (label-free).

No primeiro biossensor, a resposta impedimétrica foi avaliada por espectroscopia de
impedancia eletroquimica e resultou em um limite de detecgdo de (9,86 + 0,89) nmol L™ para

o virus da zika, valor comparavel aos encontrados na literatura para sistemas biossensores
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similares. A detec¢do de sequéncias do virus da dengue usadas como negativas mostrou que o
biossensor possui seletividade a sequéncia alvo. A faixa de concentracdes entre 12 ¢ 340 nmol
L utilizadas para se obter a curva de calibragio situa em uma concentragio adequada para
analise de sequéncias amplificadas por técnicas como a polimerase da cadeia reversa.

O segundo tipo de biossensor foi construido em eletrodo evaporado contendo trés
contatos ¢ as medidas de detec¢do foram realizadas no sistema de gota na superficie do
eletrodo. A detec¢do de sequéncia alvo complementar ao virus da zika, medida por resposta
impedimétrica, apresentou limite de deteccdo de (25,0 + 1,7) nmol L', curva de calibracdo
avaliada na faixa de concentragdes entre 25 e 340 nmol L. O teste negativo com sequéncia
ndo complementar mostrou seletividade para identificar sequéncias virais da zika. A analise
no sistema de gota, com o limite de detec¢do obtido, representa um avango na utilizagao do
biossensor de DNA como dispositivo destinado ao diagndstico, porque pode eliminar a célula
eletroquimica do sistema de medida.

O tempo para o resultado da analise nos biossensores construidos ficou proximo de
sessenta minutos. Esse periodo ¢ pelo menos quatro vezes menor do que o tempo requerido na
analise por eletroforese em gel. Além disso, a analise consiste na aplicacdo da amostra no
eletrodo e no processamento de leitura de sinal por instrumentagdo eletronica, metodologia
que simplifica o processo de deteccdo por eletroforese, utilizado como método padrao na
técnica da polimerase da cadeia reversa.

A plataforma biossensora desenvolvida neste trabalho mostrou propriedades relevantes
uma vez que a deteccdo foi obtida por medida direta da hibridizacdo, sem a necessidade de
marcacdo de DNA ou a utilizagdo de reagentes. Os eletrodos descartaveis possuem custo
reduzido o que possibilita a aplicagdo em larga escala, como em situagdes de epidemias. Os
dispositivos podem proporcionar uma vantagem competitiva sobre os protocolos de deteccao
convencional, pois, podem combinar maior rapidez e redugdo dos custos na analise molecular.
Os resultados indicam que as plataformas biossensoras desenvolvidas neste trabalho sdo
promissoras para integracdo com a tecnologia PCR destinada ao diagnostico de pacientes com

infecgdes virais como a zika e dengue.
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9 PERSPECTIVAS PARA TRABALHOS

Como perspectivas, algumas etapas podem ser realizadas para integrar os biossensores
desenvolvidos com a tecnologia PCR. A etapa imediata que se segue ¢ a andlise na plataforma
biossensora de produtos da PCR originados de amostras reais. As amostras de pacientes com
infeccdo confirmada pelos virus da zika e dengue devem ser preparadas utilizando-se os
protocolos usuais até a etapa de amplificacdo pela PCR. Para a analise do produto da PCR
alguns parametros devem ser avaliados, e os sugeridos inicialmente sdo: o nimero de ciclos
de amplificagdo necessarios para atingir concentragoes minimas de detec¢ao; a necessidade de
purificagdes adicionais do produto; a temperatura e os tempos de hibridizagdo no biossensor.

Os resultados dos biossensores desenvolvidos neste trabalho foram confiavelis,
entretanto, o desempenho do dispositivo com amostras reais podera diferir daquele obtido
utilizando DNA sintético. Os protocolos adotados no biossensor com DNA sintético podem
ser extrapolados para amostras reais desde que se incluam medidas de controle que possam
eliminar o sinal causado por interferentes presentes nos produtos da PCR. Nos ensaios com
amostras reais também deverdo ser analisadas amostras de pacientes nao infectados.

A fase de testes dos biossensores com os produtos da PCR poder3 ser facilitada através
da parceria com instituicdes que possuam bancos de amostra de pacientes, j4 que a
manipulagdo desses virus requer laboratérios com nivel de biosseguranga 2. Para esse
objetivo, pode ser utilizado potenciostato/galvanostato portatil para leitura de sinal.

Outra possibilidade a ser explorada na plataforma biossensora ¢ a detec¢ao diferencial
das duas doencas em uma mesma amostra. Para essa proposta as sequéncias de captura da
zika e dengue deverdo ser imobilizadas em um mesmo biossensor. A detec¢do simultanea
poderd ser avaliada através das técnicas de espectroscopia de impedancia e voltametria de
pulso diferencial em um potenciostato/galvanostato multiplex. Preferencialmente, na detecc¢ao
diferencial, deverd ser explorada a amplificagdo PCR duplex das sequéncias virais.

A ultima sugestao consiste no projeto e montagem de um equipamento eletronico
portatil de leitura de sinal dos biossensores. A conjugagdo dos eletrodos descartaveis com a
eletronica dedicada podera viabilizar a integragdo do biossensor com os equipamentos PCR

existentes, desde que seja confirmado o desempenho satisfatorio na andlise de amostras reais.
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Anexo A - Genoma do virus da zika: regido da proteina NS5

Identificagdo no GenBank: NC_012532.1.
Sequéncia que gera o produto da PCR (cDNA) em negrito ¢ marcada em cor cinza.

ORGANISM: Zika virus; Viruses; sSRNA viruses; ssSRNA positive-strand viruses, noDNA;
Flaviviridae; Flavivirus.

REFERENCE 1 (bases 1 to 10794)

Kuno,G. and Chang,G.-J.J. Full-length sequencing and genomic characterization of Bagaza,

Kedougou, and Zika viruses. Arch Virol. 152 (4), 687-696 (2007)
(NSS: bases 7655 - 10363)

7621 (57) e ggaggt gggacgggag agactctggg
7681 agagaagtgg aaagctcgtc tgaatcagat gtcggecctg gagttctact cttataaaaa
7741 gtcaggtatc actgaagtgt gtagagagga ggctcgecgt geectcaagg atggagtggec
7801 cacaggagga catgccgtat cccggggaag tgcaaagate agatggttgg aggagagagg
7861 atatctgcag ccctatggga aggttgttga cctcggatgt ggcagaggge getggageta
7921 ttatgcegee accatccgea aagtgcagga ggtgagagga tacacaaagg gaggteecgg
7981 tcatgaagaa cccatgetgg tgcaaagcta tgggtggaac atagttcgte tcaagagtgg
8041 agtggacgtc ttccacatgg cggetgagee gtgtgacact ctgetgtgtg acataggtga
8101 gtcatcatct agtcctgaag tggaagagac acgaacactc agagtgctct ctatggtggg
8161 ggactggctt gaaaaaagac caggggcectt ctgtataaag gtgetgtgce catacaccag
8221 cactatgatg gaaaccatgg agcgactgca acgtaggcat gggggaggat tagtcagagt
8281 gccattgtgt cgcaactcea cacatgagat gtactgggte tetggggcaa agagcaacat
8341 cataaaaagt gtgtccacca caagtcagct cctcetggga cgeatggatg geccccaggag
8401 gccagtgaaa tatgaggagg atgtgaacct cggetegggt acacgagetg tggcaagetg
8461 tgctgaggct cctaacatga aaatcatcgg caggegcatt gagagaatce gecaatgaaca
8521 tgcagaaaca tggtttcttg atgaaaacca cccatacagg acatgggcect accatgggag
8581 ctacgaagce cccacgeaag gatcagegte ttccctcgtg aacggggttg ttagactect
8641 gtcaaagcct tgggacgtgg tgactggagt tacaggaata gecatgactg acaccacacc
8701 atacggccaa caaagagtct tcaaagaaaa agtggacacc agggtgecag atccccaaga
8761 aggcactcge caggtaatga acatagtcte ttcctggetg tggaaggage tggggaaacg
8821 caagcggeca cgegtetgea ccaaagaaga gtttatcaac aaggtgegea geaatgeage
8881 actgggagca atatttgaag aggaaaaaga atggaagacg getgtggaag ctgtgaatga
8941 tccaaggttt tgggccctag tggataggga gagagaacac cacctgagag gagagtgtca
9001 cagctgtgtg tacaacatga tgggaaaaag agaaaagaag caaggagagt tcgggaaage
9061 aaaaggtagce cgegcecatct ggtacatgtg gttgggagee agattcttgg agtttgaage
9121 ccttggattc ttgaacgagg accattggat gggaagagaa aactcaggag gtggagtcga
9181 agggttagga ttgcaaagac ttggatacat tctagaagaa atgaatcggg caccaggagg
9241 aaagatgtac gcagatgaca ctgetggetg ggacaccegce attagtaagt ttgatctgga
9301 gaatgaagct ctgattacca accaaatgga ggaagggcac agaactctgg cgttggecgt
9361 gattaaatac acataccaaa acaaagtggt gaaggttctc agaccagctg aaggaggaaa
9421 aacagttatg gacatcattt caagacaaga ccagagaggg agtggacaag ttgtcactta
9481 tgctctcaac acattcacca acttggtggt geagettate cggaacatgg aagetgagga
9541 agtgttagag atgcaagact tatggttgtt gaggaagceca gagaaagtga ccagatggtt
9601 gcagagcaat ggatgggata gactcaaacg aatggeggte agtggagatg actgegttgt
9661 gaagccaatc gatgataggt ttgcacatge cctcaggttc ttgaatgaca tgggaaaagt
9721 taggaaagac acacaggagt ggaaaccctc gactggatgg agcaattggg aagaagtcec
9781 gttctgetee caccacttca acaagetgta cctcaaggat gggagateca ttgtggteee
9841 ttgcegecac caagatgaac tgattggeeg agetegegte tcaccagggg caggatggag
9901 catccgggag actgectgte ttgcaaaate atatgecgeag atgtggeage tectttattt
9961 ccacagaaga gaccttcgac tgatggctaa tgecatttge tcggetgtge cagttgactg
10021 ggtaccaact gggagaacca cctggtcaat ccatggaaag ggagaatgga tgaccactga
10081 ggacatgctc atggtgtgga atagagtgtg gattgaggag aacgaccata tggaggacaa
10141 gactcctgta acaaaatgga cagacattcc ctatctagga aaaagggagg acttatggtg
10201 tggatccctt atagggcaca gaccecegeac cacttggget gaaaacatca aagacacagt
10261 caacatggtg cgcaggatca taggtgatga agaaaagtac atggactatc tatccaccca
10321 agtccgctac ttgggtgagg aagggtccac acceggagtg ttg .ovvevvenvvnnnnene. 3%
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Anexo B - Genoma do virus da dengue: regido da proteina NS5

Identificagdo no GenBank: NC_001477.1.

Sequéncia que gera o produto da PCR (cDNA) em negrito e marcada em cor cinza.

ORGANISM Dengue virus 1; Viruses; ssRNA viruses; ssSRNA positive-strand viroses; no
DNA stage; Flaviviridae; Flavivirus; Dengue virus group.

REFERENCE 1 (bases 1to 10179)

Puri,B., Nelson,W.M., Henchal E.A., Hoke,C.H., Eckels,K.H., Dubois,D.R., Porter,K.R. and
Hayes,C.G. Molecular analysis of dengue virus attenuation after serial passage in primary

dog kidney cells. J. Gen. Virol. 78 (PT 9), 2287-2291 (1997).
(NSS5: bases 7575 -10273)

7561 (57) covveiiininn, gattat agaggtggat agatctgaag ccaaagaggg gttaaaaaga
7621 ggagaaacga ctaaacacgc agtgtcgaga ggaacggceca aactgaggtg gtttgtggag
7681 aggaaccttg tgaaaccaga agggaaagtc atagacctcg gttgtggaag aggtggcetgg
7741 tcatattatt gcgetggget gaagaaagtc acagaagtga aaggatacac gaaaggagga
7801 cctggacatg aggaaccaat cccaatggcea acctatggat ggaacctagt aaagctatac
7861 tccgggaaag atgtattctt tacaccacct gagaaatgtg acaccctctt gtgtgatatt
7921 ggtgagtcct ctccgaacce aactatagaa gaaggaagaa cgttacgtgt tctaaagatg
7981 gtggaaccat ggctcagagg aaaccaattt tgcataaaaa ttctaaatee ctatatgeeg
8041 agtgtggtag aaactttgga gcaaatgcaa agaaaacatg gaggaatget agtgegaaat
8101 ccactctcaa gaaactcecac teatgaaatg tactgggttt catgtggaac aggaaacatt
8161 gtgtcagcag taaacatgac atctagaatg ctgctaaatc gattcacaat ggctcacagg
8221 aagccaacat atgaaagaga cgtggactta ggcgetggaa caagacatgt ggeagtagaa
8281 ccagaggtgg ccaacctaga tatcattgge cagaggatag agaatataaa aaatgaacac
8341 aaatcaacat ggcattatga tgaggacaat ccatacaaaa catgggcecta tcatggatca
8401 tatgaggtca agccatcagg atcagcctca tccatggtea atggtgtggt gagactgeta
8461 accaaaccat gggatgtcat tcccatggtc acacaaatag ccatgactga caccacacce
8521 tttggacaac agagggtgtt taaagagaaa gttgacacgce gtacaccaaa agcgaaacga
8581 ggcacagcac aaattatgga ggtgacagece aggtggttat ggggttttct ctctagaaac
8641 aaaaaaccca gaatctgcac aagagaggag ttcacaagaa aagtcaggtc aaacgcagct
8701 attggagcag tgttcgttga tgaaaatcaa tggaactcag caaaagaggc agtggaagat
8761 gaacggttct gggaccttgt gcacagagag agggagcettc ataaacaagg aaaatgtgcec
8821 acgtgtgtct acaacatgat gggaaagaga gagaaaaaat taggagagtt cggaaaggca
8881 aaaggaagtc gcgcaatatg gtacatgtgg ttgggagege getttttaga gtttgaagee
8941 cttggtttca tgaatgaaga tcactggttc agcagagaga attcactcag tggagtggaa
9001 ggagaaggac tccacaaact tggatacata ctcagagaca tatcaaagat tccaggggga
9061 aatatgtatg cagatgacac agccggatgg gacacaagaa taacagagga tgatcttcag
9121 aatgaggcca aaatcactga catcatggaa cctgaacatg ccctattgge cacgtcaate
9181 tttaagctaa cctaccaaaa caaggtagta agggtgcaga gaccagegaa aaatggaace
9241 gtgatggatg tcatatccag acgtgaccag agaggaagtg gacaggttgg aacctatgge
9301 ttaaacacct tcaccaacat ggaggcccaa ctaataagac aaatggagtce tgagggaatc
9361 ttttcaccca gegaattgga aaccccaaat ctagecgaaa gagtcctega ctggttgaaa
9421 aaacatggca ccgagaggct gaaaagaatg gcaatcagtg gagatgactg tgtggtgaaa
9481 ccaatcgatg acagatttgc aacagcctta acagctttga atgacatggg aaaggtaaga
9541 aaagacatac cgcaatggga accttcaaaa ggatggaatg attggcaaca agtgecttte
9601 tgttcacacc atttccacca getgattatg aaggatggga gggagatagt ggtgccatge
9661 cgcaaccaag atgaacttgt aggtagggcc agagtatcac aaggcgecgg atggagettg
9721 agagaaactg catgcctagg caagtcatat gcacaaatgt ggcagetgat gtacttccac
9781 aggagagact tgagattagc ggctaatgct atctgttcag cegttccagt tgattgggte
9841 ccaaccagce geaccacctg gtcgatceat geccaccate aatggatgac aacagaagac
9901 atgttgtcag tgtggaatag ggtttggata gaggaaaacc catggatgga ggacaagact
9961 catgtgtcca gttgggaaga cgttccatac ctaggaaaaa gggaagatca atggtgtggt
10021 tecctaatag gettaacage acgagccacc tgggecacca acatacaagt ggecataaac
10081 caagtgagaa ggctcattgg gaatgagaat tatctagact tcatgacatc aatgaagaga
10141 cacctgggcec accaacatac aagtggecat aaaccaagtg agaaggctca ttgggaatga
10201 gaattatcta gacttcatga catcaatgaa gagattcaaa aacgagagtg atcccgaagg
10261 gECACICLZE TAA .veevveereeeieiieiieeee ettt 3"



