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IUPAC — International Union of Pure and Applied Chemistry (Unido Internacional de
Quimica Pura e Aplicada)

LDL — low density lipoprotein (lipoproteina de baixa densidade)

MFA — microscopia de forca atdmica
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NAT — nucleic acid testing (teste de acido nucléico)

NS — non-structural (dominio ndo-estrutural)

OMS — Organizag¢do Mundial da Satude

P3AF — poli(3-aminofenol)

PCR — polymerase chain reaction (reacao em cadeia da polimerase)

PSA — prostate specific antigen (antigeno prostatico especifico)

gb — quilobase

R —resisténcia

rb — retinoblastoma

RCBP - registros de cancer de base populacional

RIBA — recombinant immunoblot assay (ensaio de imunoblot recombinante)
RIT — refletancia interna total

RNA — ribonucleic acid (acido ribonucléico)

R, — resisténcia da solucao

RT-PCR - rea¢do em cadeia da polimerase — transcriptase reversa

Ric —resisténcia a transferéncia de carga

SIM - sistema de informacgao sobre mortalidade

SPR — surface plasmon resonance (ressonancia plasmonica de superficie)
SR-BI — scavenger receptor class B type I (receptor scavenger classe B tipo I)
ssDNA — single strand (simples fita do DNA)

SVS — Secretaria de Vigilancia a Saude

T — timina

t — tempo

TERF — transferéncia de energia ressonante por fluorescéncia

UTR - untranslated region (regido nao-translacional)

V —volts

VC — voltametria ciclica

VHC - virus da hepatite C

VLDL — very low density lipoprotein (lipoproteina de muita baixa densidade)
VPD - voltametria de pulso diferencial

7’ —impedancia real

7>’ —impedancia imagindria

W — impedancia de Warburg
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Materiais

2-aminofenol (C¢H;NO) 99% - Acros Organics. Massa molar: 109,13 g.mol™
3-aminofenol (C¢H7NO) 98% - Aldrich. Massa molar: 109,13 g.mol'1

4-aminofenol (C¢H7NO) 97,5 % - Acros. Massa molar: 109,13 g.mol™

Acido nitrico (HNO3) P.A (65%) — Cinética. Massa molar: 63,01 g.mol™

Acido perclérico (HC10,) P.A (70%) — A.C.S. Massa molar: 100,46 g.mol ',

1dm® = 1,675¢

Alcool etilico absoluto (C;HsOH) P.A (99,5%).-A.C.S. Massa molar: 46,07 g.mol™,
Brometo de etidio (C,;Hy0BRN3) — Merck. Massa molar: 394,29 g.mol'l.

Cloreto de sodio (NaCl) P.A. — Vetec. Massa molar: 58,44 g.mol™.

Cloreto de potassio (KC1) P.A. — Vetec. Massa molar: 74,56 g.mol’'

DNA de Calf Thymus — CalBiochem

EDTA (Ci0H14N,0OgNa,.2H,0) P.A. — Vetec. Massa molar: 372,24 g.mol'l.

Ferrocianeto de potassio [K4Fe(CN).3H,0] P.A. — Vetec. Massa molar: 422,39 g.mol'1
Ferricianeto de potassio [K3Fe(CN)s] P.A — Reagen. Massa molar: 329,25 g.mol’!
Hidrogenofosfato dissodico (Na,HPO,) P.A. — Vetec. Massa molar: 141,96 g.mol™
Dihidrogenofosfato de sodio anidro (NaH,PO,) P.A. — Vetec. Massa Molar: 119,98
g.mol!

Hidréxido de sodio (NaOH) P.A. — Vetec. Massa molar: 40,00 g.mol'1
2-amino-2-(hidroximetil)-1,3-propanodiol [(HOCH;);CNH,-HCI] — Gibco BRL. Massa
molar: 157,64 g.mol™.
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Resumo: A construcdo de sensores bioldgicos tem se tornado uma atividade ampla no
ramo da ciéncia visando principalmente questdes de satide e de meio ambiente. O
desenvolvimento desses biossensores em laboratério tem sido trabalhado por varios
grupos de pesquisa, buscando dispositivos, especificos, de baixo custo e de facil
manuseio e preparagdo. As técnicas eletroquimicas sdo as que concentram o maior
numero de trabalhos realizados devido a facilidade no processo e na instrumentacao,
permitindo obter resultados rapidos e confidveis. Eletrodos modificados com polimeros
condutores estdo sendo utilizados, pois melhoram a resposta analitica além de auxiliar
na imobilizacdo das biomoléculas em questdo. Este trabalho visou a utilizagdo de
eletrodos de grafite e eletrodos de grafite modificados com o polimero poli(3-
aminofenol) para construcao de biossensores baseados em DNA para detecgdo do virus
da hepatite C e cancer de prostata. O polimero apresenta condi¢des adequadas
(facilidade na formacao, estabilidade térmica e eletroquimica, além da possibilidade de
funcionaliza¢des na estrutura) para a constru¢do dos sensores. Os produtos de PCR
desnaturados foram imobilizados com sucesso na matriz polimérica. A detecgdo indireta
de hibridizagdo foi realizada utilizando sinal de oxidagdo de brometo de etidio (BE). O
sistema de detec¢ao para o cancer de prostata e hepatite C foi otimizado com 15
minutos de interagdo do alvo com a sonda, concentracio de BE a 0,54 mmol.dm™,
limite de deteccdo de 16 e 19 ng e quantificagdo de 54 e 64 ng para o cancer de prostata
e hepatite C, respectivamente, e estabilidade para os sensores de 60 dias. Espectros de
impedancia eletroquimica foram obtidos comprovando a eficiéncia na imobilizacdo da
sondas e alvos devido as diferencas eletrostaticas entre a solugdo anionica e os materiais
imobilizados. Aumento nos valores de resisténcia e capacitancia dos sistemas contendo
a sonda para os sistemas contendo os alvos mostraram qualitativamente uma diferenga
nas respostas. Um modelo matematico baseado em planejamentos fatoriais entre BE e
DNA de Calf Thymus foi feito através de medidas de espectroscopia de fluorescéncia,
UV-visivel e voltametria de pulso diferencial. Uma propor¢ao de 6:1 de DNA/BE foi
determinada como melhor e, na faixa trabalhada neste estudo, a influéncia de cloreto de

sodio foi investigada, com melhores resultados a uma concentracdo de 20 mmol.dm™.
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Abstract: The development of biologic sensors has become a wide activity in science
seeking mainly health and environmental issues. The biosensor development in
laboratory has been investigated by many researchers seeking sensitivity, specific, low
cost and portable devices. The electrochemical techniques are used in the largest
number of works due to the easiness in the process and in the instrumentation, allowing
for the rapid and reliable results. Modified electrodes with conducting polymers have
been used because they improve the analytical response in addition to aid in the
biomolecule immobilization. This work aimed the use of graphite electrodes and
graphite electrodes modified with poly(3-aminophenol) for the construction of DNA-
based biosensors for the detection of hepatitis C virus and prostate cancer. The polymer
presents adequate conditions (ease in formation, thermal and electrochemical stability
besides the presence of functionalizations in its structure) for the sensor construction.
The denatured PCR products were successfully immobilized over the polymeric matrix.
The hybridization indirect detections were performed using ethidium bromide (EB)
oxidation signal. The detection system for prostate cancer and hepatitis C was optimized
with 15 minutes of interaction between target and probe, concentration of EB at 0.54
mmol.dm?, detection limit of 16 and 19 ng and quantification limit of 54 and 64 ng for
prostate cancer and hepatitis C, respectively and lifetime for the sensors of 60 days.
Electrochemical impedance spectra were obtained proving the probe and target
immobilization efficiency due to electrostatic differences between the anionic solution
and the immobilized material. Increase in resistance and capacitance values of the
systems containing the probe for the systems containing the targets shown a response
difference, qualitatively. A mathematic model based on factorial design planning
between EB and Calf Thymus DNA was performed through fluorescence spectroscopy,
UV-visible spectroscopy and differential pulse voltammetry. A proportion of 6:1 for
DNA/EB was found the best condition and, in the working range of this study, the
influence of sodium chloride was investigated, with the better results for a concentration

of 20 mmol.dm™.
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1. Introducao

1.1.  Hepatite C

A hepatite ¢ uma inflamagdo do figado associada a um amplo espectro de
manifestagdes clinicas, que vao desde a infecgdo assintomatica, passando pela hepatite
ictérica até a necrose hepatica. Foram identificados 5 tipos de virus da hepatite,
denominados, virus da hepatite A, da hepatite B, C, D e E [1].

O virus da hepatite C (VHC) é um virus de acido ribonucléico (RNA)
pertencente a familia Flaviridae, mesma da dengue e da febre amarela [2]. E uma
doenca transmissivel pelo sangue, ocorrendo com maior freqiiéncia através de
transfusdes sangiiineas ou de hemoderivados, bem como por via parenteral nao-
transfusional e percutanea em toxicoOmanos, pacientes expostos a métodos diagnosticos
invasivos, tatuagens, hemodialise, transplantes, ¢ em profissionais da area de satde.
Praticas tradicionais, como acupuntura com agulhas ndo esterilizadas, e acidentes
ocasionais, como lesdes incisas com facas ndo esterilizadas, foram identificadas como
modos provaveis de transmissdo. Existe também associagdo com relagdes sexuais e
promiscuidade. Profissionais de satide apresentam uma prevaléncia de infeccdo por
VHC trés a quatro vezes maiores do que a populagdo em geral [3].

Uma compreensdo da estrutura viral e do mecanismo de a¢do no organismo
auxilia a compreensdo da gravidade da doenca. O virus da hepatite C foi primeiramente
identificado por clonagem molecular do genoma do virus em 1989 [4]. Possui genoma
de cadeia simples de RNA medindo 9,6 quilobases (gb). Possui uma fase de leitura
aberta grande de 9030 a 9099 para codificar uma grande poliproteina contendo de 3010
a 3033 aminodacidos. Esta poliproteina ¢ processada por uma combinacao de proteinases
virais e proteinases do hospedeiro e produz no minimo 10 proteinas pds-translacionais.
As proteinas que estdo mais proximas dos grupos terminais amino da poliproteina sdo
chamadas de proteinas estruturais, contendo a proteina central (nucleocapsideo) seguida
por duas proteinas glicosiladas E1 e E2, que concentram a parte mais variada do
genoma. As proteinas mais proximas dos grupos carboxila terminais da poliproteina sao
chamadas de nao-estruturais (NS), NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A e NS5B [5]. Além

desses, mais dois dominios sdo encontrados, chamados de regides ndo-translacionais (do



inglés, untranslated region, UTR), uma na posi¢do 5’ e a outra na posi¢do 3’ do

genoma, como podem ser vistos na Figura 1:
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Figura 1: Estrutura modelo para o virus da hepatite C e proteinas codificadas

pelo genoma do virus [6].

A inser¢do viral no citoplasma da célula hospedeira se d4 via glicoproteinas dos
envelopes, mediada por receptores que interagem entre si para formar um heterodimero
nao-covalente E1E2 [7]. Embora ainda ndo completamente elucidados, varios estudos
apontam que certas moléculas expressas nas superficies das células do figado sdo as
responsaveis pela entrada do virus; a CD81, SR-BI e CLDN-1. Tais células sdo
encontradas em todo o organismo, porém a infec¢ao pelo VHC foi estudada e o figado
foi comprovado ser o 6rgdo de replicacdo do virus através da deteccdo das proteinas
ndo-estruturais em pacientes contaminados [8]. A explicagdo se deve ao estudo de
Perugini et al. [9] mostra que um produto de clivagem, denominado EWI-2 que
apresenta um efeito inibitorio para a entrada do VHC nas células, produto que nao esté
presente nas células do figado. O EWI-2 pode estar reduzindo a acessibilidade das

glicoproteinas as moléculas expressas no figado por impedimentos estéricos como
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também por modificacdes conformacionais nas mesmas, bloqueando a liga¢do dos
heterodimeros. Além das proteinas do envelope estar diretamente associadas as
interagdes com as moléculas do figado, lipoproteinas como LDL e VLDL interagem
com os heterodimeros do virus em circulacdo com o sangue e facilitam a entrada nas
células mediadas principalmente pela SR-BI [10]. Como o figado ¢ o principal local de
formagdo de lipoproteinas, as intera¢des e mediagcdes com o VHC ocorrem com maior
facilidade. Apesar de pouco conhecido, 0 mecanismo molecular da replicagdo do VHC,
acredita-se que ele se assemelhe as replicagdes de outros virus baseados em RNA de

sonda positiva, o que pode ser visualizado no esquema apresentado na Figura 2:
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Figura 2: Ciclo de vida do virus da hepatite C [11].

Apo6s a entrada do VHC na célula, os nucleocapsideos sao liberados na célula
onde o RNA viral age como RNA mensageiro para translacdo. Na replicagdo do RNA,
RNA - dependente converte a sonda positiva VHC RNA (+) em sonda negativa VHC
RNA (-), a qual serve como base para futuras sinteses de RNA (+). Replicagao
citoplasmatica ocorre via complexos de replicacao associados a membrana em uma rede
membranosa perinuclear. RNA gendémico contém plasmideos iniciadores dentro das
vesiculas citoplasmicas através de membranas celulares, as quais se fundem com a
membrana plasmatica [11]. O processo de replicacdo ¢ geralmente nao-citolitico (a

;.

célula alvo ¢ infectada, mas nao morre). Na maioria dos casos, a infeccdo cronica



continua por muitos anos sem a evidéncia de dano ao hepatocito, ou seja, uma doenca
silenciosa, pois seria assintomatica nos primeiros estagios de desenvolvimento.

Devido a wvariabilidade genética do VHC, um sistema consensual de
nomenclatura foi proposto [12], onde os grupos principais do virus sdo designados
como genotipos e discriminados com numerais arabicos e os subtipos dentro de um
mesmo genotipo sdo indicados por letras mintusculas, por ordem de descoberta. Existem
pelo menos 6 gendtipos e mais de 50 subtipos descritos. Embora todos os genotipos
possam ser encontrados ao redor do mundo, existe clara distribuicao geografica. Os
genotipos la, 1b, 2a, 2b, 2c, ¢ 3a somam mais de 90% das infec¢des por VHC na
América do Norte e do Sul, Europa, Russia, China, Japdo, Australia ¢ Nova Zelandia.
Os genotipos la e 1b sdo responsaveis por 80% (40% cada) dos casos de infecgdo pelo
VHC nos Estados Unidos [13]. O gendtipo 1b soma aproximadamente dois tergos
isolados de VHC no sul da Europa, China, Russia e Japao. O gendtipo 4a ¢ o mais
predominante no Egito e o gendtipo S5a ¢ isolado em 50% de pessoas infectadas pelo
VHC na Africa do Sul. O genétipo 6 é encontrado no Sudeste Asiatico [14]. Na maior
parte das regides brasileiras, o gendtipo 1 ¢ o agente etioldogico em 60-75% das
infec¢des pelo VHC. O gendtipo 3 ¢ o segundo predominante e o gendtipo 2 constitui
menos de 5% dos casos [15].

A infeccdo pelo virus da hepatite C é um problema de saude publica em todo o
mundo, inclusive no Brasil. Dados da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estimam
que aproximadamente 3% da populacdo mundial estariam infectadas por este virus [16],
com uma alta diversidade na distribui¢do da doenca por regido, especialmente no

Pacifico Oeste, como pode ser visto na tabela, abaixo:

Tabela 1: Populagdo infectada pela hepatite C por regido [17]

Regido Populagdo infectada (milhdes)
Europa 8,9
Américas 13,1
Sudeste asiatico 32,3
Pacifico Oeste 62,2
Mediterraneo Leste 21,3
Africa 31,9




1.2.  Cdncer de prostata

A prostata ¢ um pequeno 6rgdo glandular situado logo abaixo da bexiga, como
pode ser visto na Figura 3, em forma de uma castanha portuguesa, atravessada pela
uretra. E um 6rgio predominante entre os homens e o seu desenvolvimento ¢é estimulado
pelo hormonio sexual masculino, a testosterona, produzida pelos testiculos. Produz uma
substancia que, juntamente com a secrecao da vesicula seminal e os espermatozoides
produzidos nos testiculos, vai formar o esperma. Sem o liquido produzido pela prostata,

os espermatozoides ndo viveriam até atingir o 6vulo no momento da fecundagao.
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Figura 3: Esquema do aparelho reprodutor masculino.

As doencas ndo cancerosas relacionadas a esse o6rgdo podem ser classificadas
como:
a) prostatite aguda, inflamagdo de origem bacteriana da prostata que ocorre em
qualquer idade. Febre, calafrios, dor perineal, dificuldade e ardéncia para urinar sdo os
principais sintomas. O tratamento ¢ feito com antibidticos especificos e a cura ¢ quase
sempre obtida;
b) prostatite cronica, inflamacao de origem bacteriana recorrente. Os sintomas sao
semelhantes aos da prostatite aguda, porém, sem febre, em menor escala e de duragao
bem mais prolongada. O tratamento ¢ feito com antibidticos e/ou outros medicamentos
de suporte. A condigdo ¢ de dificil tratamento e pode haver necessidade de massagem
prostatica;
c) hipertrofia benigna da prostata (HBP), também conhecida como adenoma de
prostata, consiste em um crescimento das glandulas prostéticas e, consequentemente, de

toda a prostata. Suas causas ainda sdo indeterminadas. O crescimento da prostata



comprime a uretra determinando uma série de sintomas urindrios como, por exemplo,
levantar varias vezes para urinar, ardéncia para urinar e diminui¢do da forga e calibre do
jato urinario.

Cancer ndo ¢ apenas uma doenga, mas um termo genérico utilizado para
englobar um grupo de mais de duzentas doengas compartilhando caracteristicas comuns.
Os carcinomas s3o os tipos de cancer caracterizados por seu crescimento irregular e
espalhamento das células a outras partes do corpo [18].

O cancer da prostata possui a sua etiologia indeterminada. Hering [19] salienta
que o progredir da idade e a presenga de testosterona no sangue sao os fatores de risco
mais importantes para o seu desenvolvimento. Além disso, a dieta rica em gordura
animal e a hereditariedade estdo envolvidas com a doenca. O risco de cancer de prostata
aumenta 1,5 vezes quando um parente de 1° grau (pai ou irmao) tem o tumor e 5 vezes
quando sao acometidos dois parentes de primeiro grau. Nos casos hereditarios, o cancer
manifesta-se mais precocemente, muitas vezes antes dos 50 anos. Vé-se, entdo, que os
antecedentes familiares tém particular importancia por elevarem o risco de ocorréncia
do carcinoma prostatico.

Um estudo de Srougi e Simon [20] apresentou dois pontos sobre o cancer de
prostata. O primeiro ¢ o fato de que sua incidéncia aumenta com a idade, atingindo
quase 50 % dos individuos com 80 anos. Deste modo, um individuo que estiver por
volta de 100 anos, provavelmente, nao serd poupado por esse tumor. O segundo ¢ que,
para a maioria de individuos o cancer de prostata nao lhes causa nenhum mal
perceptivel, ndo apresentando nenhum sintoma na sua fase inicial. Numa fase adiantada
comegara a obstruir a urina.

Segundo Rose [21], os “proto-oncogenes” dao a ordem para uma célula normal
se transformar em outra maligna. Isto s6 ndo ocorre indiscriminadamente porque a
funcdo dos proto-oncogenes ¢ antagonizada por outro grupo de genes protetores,
chamados de “supressores”, dos quais os mais conhecidos sdo o p53 e a retinoblastoma
(rb).

A ativagdo dos genes supressores de crescimento celular excessivo, p53 e rb
ocorrem quando alguns tipos de complexos formados por proteinas citoplasmpaticas
que controlam o ciclo das células ndo sdo completados corretamente. Dentre as
principais proteinas estdo as ciclinas e quinases dependentes de ciclinas (CDK),
responsaveis na formagao do complexo ciclina-CDK, promovendo uma ativacao de um

fator de transcricdo pela remocdo do inibidor do fator de transcricdo. Este fator ativa a
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transcri¢do dos genes requerida para os proximos estagios do ciclo celular, incluindo os
genes ciclina e CDK. Durante o ciclo celular, niveis de ciclina dentro das células elevam
e diminuem, mas os niveis de CDK permanecem praticamente constantes. Ativagdo das
CDKs ¢ um evento central na regulagao do ciclo celular e suas ativagdes sdo, portanto,
reguladas de diferentes maneiras, como pode ser visto no esquema apresentado na
Figura 4:
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Figura 4: A¢des da p53 e rb no ciclo celular [18].

A b ¢ ativada quando a ciclina D forma um complexo com CDK4/6 o que
fosforila o gene, permitindo a liberagdo de fatores de transcricdo, necessario para
replicagdo do DNA e para a progressao do ciclo celular. A p53 funciona por detectar
dano ao DNA e impedindo o ciclo celular. Isso ¢ essencial devido ao impedimento da
replicagdo de DNA danificado, que poderia ser manifestado na forma de mutagdo. A
p53 ¢ ativada e inicia a transcri¢do do gene para p21, a qual ¢ inibidora da CDK.

O cancer, conhecido pelo crescimento anormal das células, ocorre quando os
genes p5S3 nao funcionam corretamente. Mais da metade dos tumores humanos

apresentam mutagdes na p53 e, portanto, sua inativacdo. Dessa maneira, ndo hé inibigado



dos proto-oncogenes na mitose. Os proto-oncogenes, importantes promotores no
crescimento celular e divisdo, podem ser mutados em oncogenes € promover um efeito
negativo. Um simples oncogene nao seria capaz de originar o cancer, mas pode causar a
perda do controle inibitorio do ciclo celular aumentando a taxa de mitose. Quando isso
ocorre, pode ser o comeco do caminho que leva ao desenvolvimento do cancer [18].
Com o passar dos anos (eis 0 motivo do cancer se desenvolver em individuos em idades
avancadas) acumulam-se perdas dos genes supressores, ocasionando liberacdo da
atividade dos proto-oncogenes e permitindo a degeneragao das células prostaticas.

O cancer de prostata, quando avanga, pode se disseminar pelo corpo, vindo a
atingir outros orgdos e, principalmente, os ossos. Uma dor na coluna vertebral num
individuo na idade de risco pode ser uma disseminagdo do tumor. Pode também atingir
as costelas, bacia, fémures, etc. Muitas vezes o individuo tem uma fratura espontanea do
fémur, sem qualquer trauma, o que podera ser uma fratura patoldgica, provocada pela
disseminagdo do tumor.

A evolugao dos pacientes com cancer de prostata depende de algumas variaveis,
destacando-se o grau histologico do tumor e o estagio da doengca no momento do
diagnostico e o volume tumoral. Sob o ponto de vista histologico, as neoplasias da
prostata costumam ser classificadas em fun¢do do grau da distor¢cdo glandular. Um
sistema utilizado para esse fim ¢ o estadiamento TNM.

Desenvolvido pelo The American Joint Committee on Cancer [22], 0 TNM ¢ um
sistema internacional que descreve os estdgios da doenca prostitica e os métodos
comuns de tratamento. T se refere ao tamanho do tumor primério, N descreve a
extensdao do envolvimento do nodulo linfatico e M se refere a presenga ou auséncia de
metastases. A escala de Gleason serve para classificar a evolucao do tumor baseado em
tecido da possivel regido afetada por bidpsia. A escala € numérica, variando de 1 a 10,
onde a partir de sete (7) delimita-se a presenca de tumores mais agressivos. A escala ¢
assim chamada em homenagem ao Dr. Donald Gleason, um patologista de Minedpolis
que a desenvolveu juntamente com outros colegas do Hospital dos Veteranos de
Mineapolis na década de 60 [23].

O Instituto Nacional de Cancer (INCA) ¢ o 6rgdo do Ministério da Saude,
vinculado a Secretaria de Atencdo a Saude, responsavel por desenvolver e coordenar
acdes integradas para a prevencao e controle do cancer no Brasil.

A implementacdo das acdes nacionais voltadas para a prevengdo e controle do

cancer depende diretamente das atividades relacionadas a vigilancia que sdo realizadas
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com base nas informagdes obtidas dos Registros de Cancer de Base Populacional
(RCBP), supervisionados pelo INCA/MS, e do Sistema de Informacdo sobre
Mortalidade (SIM), do Ministério da Saude, centralizado nacionalmente pela Secretaria
de Vigilancia a Saude - SVS/MS. A partir destas informagdes, desde 1995, o INCA
estima e publica anualmente a incidéncia de cancer, o que tem sido um recurso
indispensavel para o planejamento destas agdes. A ultima estimativa realizada mostrou
que o numero de novos casos de cancer de prostata estimados para o Brasil no ano de
2010 ¢ de 52350, 54 casos para cada 100 mil homens, perdendo apenas para o cancer de

pele ndo melanoma (53410 casos) [24], como pode ser visto na Figura 5:
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Figura 5: Tipos de cancer mais incidentes estimados para 2010 na populacao

brasileira [24].

No mundo, o niimero de casos novos diagnosticados de cancer de prostata
representa 15,3% de todos os casos incidentes de cancer em paises desenvolvidos e
4,3% dos casos em paises em desenvolvimento. O cincer de prostata € o mais

prevalente em homens.



1.3.  Diagndstico

Ambas as doengas descritas nos topicos anteriores possuem em comum o fato de
serem assintomaticas nos estagios iniciais € que, sem um diagnodstico precoce, podem

evoluir e causar danos sérios e irreparaveis aos individuos.

1.3.1. Hepatite C

O diagnoéstico da hepatite C pode ser dividido em dois grupos: sorologicos e
moleculares. Os testes comercializados para deteccdo do anti-VHC s3o os ELISA
(ensaio de enzimas imuno-adsorvidas), que apresentam vantagens como rapidez no
processamento, facilidade de automacdo, alta confiabilidade e custo relativamente
baixo. As trés geragdes de ELISA desenvolvidas at¢ o momento utilizam proteinas
recombinantes ou peptideos sintéticos para a captagdo do anti-VHC. O teste ELISA 1,
de primeira geracdo (ndo mais utilizado na prética clinica), tinha como alvo somente um
antigeno, o polipeptideo c100-3. A segunda geracao do teste ELISA (ELISA II) surgiu
em 1992 nos Estados Unidos, tendo incorporado duas proteinas recombinantes do VHC:
c22- 3 (derivada da regido estrutural, ou core) e c33-c (derivada da regido ndo-estrutural
NS3). O teste ELISA de terceira geracdo (ELISA III) incluiu antigenos recombinantes
ou peptideos sintéticos para captura de anticorpos e adicionou um antigeno da regiao
NS5. Com a tultima geragdo, reduziu-se o tempo médio de soroconversao de deteccdo
para 7 a 8 semanas. Além disso, aumentou-se a sensibilidade para detec¢ao da infeccao,
atribuida a nova configuracdo dos antigenos ja presentes no ELISA II e ndo a presenca
do antigeno NS5 [25].

A baixa especificidade dos ELISA determinou o desenvolvimento de testes
suplementares para confirmagao diagnostica da infec¢do pelo VHC em individuos com
resultados positivos. Nos testes suplementares, a especificidade indica a propor¢ao de
individuos com resultado negativo quando a infec¢do estd ausente. Contudo, um
resultado positivo mesmo em um teste suplementar nem sempre ¢ indicativo de
infeccdo, visto que os pacientes que se recuperam da infecgdo podem permanecer anti-
VHC positivos durante anos. Um dos testes por imunoblot mais utilizados ¢
comercializado com o nome de RIBA (ensaio de imunoblot recombinante) e produzido

pela Chiron Corporation. As modificagdes de configuragdo do RIBA foram surgindo

10



concomitantemente com as dos testes ELISA, havendo até o momento trés geragdes,
sendo que o RIBA I ndo ¢ mais comercializado. No RIBA, incuba-se o soro do paciente
com tiras de nitrocelulose. Nessas tiras estdo imobilizados, em bandas individuais, os
diferentes antigenos recombinantes do VHC, a superdxido dismutase — ja que, pela
tecnologia utilizada, todos os antigenos sao misturados com a superoxido dismutase —
e duas bandas controle de imunoglobulina G. Como a taxa de falso-positivos dos testes
ELISA II ou III nesse grupo ¢ elevada, justifica-se o uso de um teste suplementar para
estabelecer o diagndstico da infeccao [25].

Os testes moleculares qualitativos informam a presenca ou ndo do RNA viral. O
teste da reagdo em cadeia da polimerase (PCR) detecta diretamente a presenga de RNA
a um periodo mais curto que o ELISA e o RIBA, de 1 a 3 semanas ap0s a infeccao [26].
Mesmo o teste sendo de alta sensibilidade, deverd ser usado apenas quando ha
resultados inconclusivos nos testes sorologicos. Isso se deve porque virtualmente todos
0s pacientes que apresentam testes positivos anti-HCV, histéricos de risco e valores de
alanina aminotransferase no soro serdo virémicos (apresentardao resultados positivos por
PCR, ndo havendo necessidade do teste a ndo ser que o paciente va iniciar terapia
antiviral). Pacientes que devem ser testados por PCR incluem os imunocomprometidos
(HIV ou em processo de hemodidlise) que ndo podem gerar anticorpos para a infec¢ao,
pacientes que estejam em um periodo de infec¢do aguda, onde os anticorpos ainda nao
foram produzidos e pacientes com testes positivos para o HCV, mas com niveis normais
de alanina aminotransferase [26,27].

A PCR juntamente com a enzima transcriptase reversa (RT-PCR), que catalisa a
sintese do DNA complementar a partir da regido 5’RNC do RNA viral, ¢ utilizada para
amplificar o DNA, produzindo quantidades suficientes para serem detectadas em gel de
agarose [28]. O limite tedrico de detec¢do, por PCR, em condigdes oOtimas, ¢ de
aproximadamente 1000 copias do genoma/ml [29], mas existem variagdes da técnica e
uma das mais sensiveis € capaz de detectar até 100 cépias do genoma/ ml de soro [30].
A RT-PCR ¢ uma técnica laboriosa que requer cuidados extremos para evitar resultados
falso-positivos ou falso-negativos [31]. Como os protocolos ndo sao padronizados, os
resultados variam entre os laboratorios. Um estudo comparando os resultados da
determinagdo do RNA do VHC por RT PCR em 31 laboratérios (principalmente
europeus) constatou que apenas cinco (16%) identificaram corretamente todas as

amostras do painel de controle [32].
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Com o objetivo de tornar a administracdo de sangue e derivados mais segura,
tem sido preconizado pesquisar o RNA do VHC através de técnicas de amplificacdo de
acidos nucléicos (NAT) [33]. Recentemente, a OMS estabeleceu o primeiro padrdo de
referéncia para esses testes [34]. Apesar de a técnica indicar aumento de seguranga no
uso de derivados de sangue, ha registro de transmissao do VHC através da transfusao de
concentrado de plaquetas feito a partir de sangue com teste de amplificagdo negativo
[35]. O tempo atual para deteccdo com a técnica NAT ¢ de aproximadamente 2 dias,
porém o custo do exame ainda € bem alto para os padrdes brasileiros, 25 dolares por

bolsa de sangue [36].

1.3.2. Cancer de prostata

O diagnéstico clinico mais comum para pacientes com suspeita de tumor na
prostata ocorre através de exames de rotina pelo exame de toque retal (DRE) [37], o
qual depende da sensibilidade manual do operador em encontrar anormalidades no
orgao.

Um segundo diagndstico ¢ feito pelo antigeno prostatico especifico (PSA), uma
protease sérica produzida pelo epitélio prostatico para manter o fluido seminal [38]. E
composta de uma cadeia unica de glicoproteina que exibe atividade proteolitica similar
a quimiotripsina [39]. O primeiro arranjo imunologico criado para medir o PSA foi de
tipo sandwich, ELISA [40], suficientemente sensivel para detectar PSA no soro de um
homem normal e de pacientes com HBP e cancer de prostata. Os niveis de PSA [41]
encontrados no sangue sao muito baixos, na ordem de 0,4 a 4,0 ng.mL’l. Os niveis de
PSA estando entre 4,0 ¢ 10,0 ng.mL" sdo considerados suspeitos ¢ devem ser seguidos
de uma ultrassonografia retal, embora estudos [42] indiquem que a bidpsia ainda pode
ser evitada nesse nivel.

Trabalhos [43,44] estao sendo realizados utilizando o PSA como marcador para
que se consiga diminuir a sensibilidade de deteccdo e auxiliar no tratamento do cancer.
A maioria dos estudos tem contribuido também para o esclarecimento das causas e a
fungdo de alguns genes importantes no desenvolvimento desse tipo de cancer, com
diagnostico precoce e tratamento dos pacientes com uma precisdo relativamente alta,
cerca de 97% [45,46]. Ainda, entretanto, 50% dos pacientes com cancer no estagio T1 e

40% em T2 ndo sdo detectados por marcadores moleculares em sangue periférico [47].
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Somente pacientes em estagio avancado (T3 e T4) é que sdo detectados com
micrometastases circulantes em sangue periférico. O monitoramento da terapéutica
adotada ¢ ainda ineficaz, bem como poucos sdo os recursos para o tratamento deste
cancer, culminando geralmente em cirurgia.

Atualmente, os diagnosticos para a hepatite C e para o cancer de prostata que
conseguem detectar as doengas em estagios ndo avangados baseiam-se em métodos que
ainda apresentam controvérsias na literatura, como ¢é o caso dos niveis de PSA, os
resultados falsos do ELISA, RIBA e PCR, além do pouco sucesso de deteccdo nos
estagios iniciais das doengas. Embora estudos estejam sendo realizados [44,48], ainda
ndo ha uma plataforma diagnostica confidvel para a detec¢do precoce, o que reduziria o
potencial para infeccdo e disseminacdo das doencas. Diante do contexto atual do
diagnostico das diversas doengas, propde-se desenvolver plataformas diagnosticas que
possam gerar resultados com rapidez, especificidade, sensibilidade, baixo custo e de

facil manuseio, caracteristicas encontradas nos sensores biologicos.

1.4.  Biossensores

Biossensores sdao dispositivos analiticos que contém um material bioldgico,
também chamado de camada de reconhecimento, sensivel, imobilizada a um transdutor,
responsavel por transduzir, ou seja, identificar e converter um sinal baseado nas
alteracdes bioldgicas em um sinal quantitativo, proporcional a concentra¢ao do analito
em questao e mensuravel através de um sistema de deteccao especifico [49].

Uma definicdo mais elaborada, proposta pela IUPAC [50], um biossensor ¢ um
dispositivo integrado que ¢ capaz de fornecer quantidade especifica de informagdo
analitica usando um elemento de reconhecimento biologico (receptor bioquimico) em
contato espacial direto com o transdutor. Um biossensor deve ser claramente
distinguivel de um processo bioanalitico, o qual requer etapas de processamento
adicional tal como adi¢do de reagente. Um esquema de um biossensor pode ser visto na

Figura 6:
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Figura 6: Esquema de um biossensor.

Desde a construcdo do primeiro biossensor para detec¢do de glicose por Clark e
Lyons em 1962 [51], varios pesquisadores de todo o mundo t€m trabalhado nessa nova
area da ciéncia. O proprio biossensor de glicose até hoje ¢ motivo de estudos, como
mostram algumas revisdes [52,53], com mais de 40 tipos de dispositivos no mercado.
Isso mostra a evolugdo dos sistemas e da constante busca por melhoria nas detecgdes,
ndo s6 nas areas médicas, como o controle de diabete por monitoramento de glicose e
outras doengas, mas também no monitoramento e controle de farmacos, alimentos ¢ do
meio ambiente. Dentre os diversos tipos de biossensores, o transdutor, a camada de
reconhecimento ¢ 0 modo de interagcdo entre ambos sdo a chave para a constru¢do dos
dispositivos. O conhecimento e compreensdo dessas pecas-chave sao fundamentais para

0 pesquisador

1.4.1. Transdutores

A. Transdutores piezoelétricos

O transdutor pode variar em forma e funcdo para se adequar a medida de
interesse. Dentre os principais utilizados estdo os piezoelétricos [54]. Esse tipo de
sensor avalia variacdes de freqiiéncia de um cristal de quartzo oscilante originadas por
um aumento ou diminui¢do de massa na superficie. Assim, um sensor construido com

uma biomolécula imobilizada sobre um cristal de quartzo trabalha com o principio da
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molécula alvo em solucdo interagir especificamente com a camada de reconhecimento,
provocando uma alteragdo na freqiiéncia de oscilagdo e, consequentemente, um aumento
de massa do sistema, como pode ser visto na Figura 7A. Baseado no mesmo principio
de alteracdo de massa, biossensores também siao construidos sobre cantilevers
conhecido nos microscopios de forga atdmica (MFA) [55]. Devido a flexibilidade
intrinseca dos cantilevers, as detec¢des podem ser medidas através da incorporagdo de

sistemas piezoelétricos ou através de desvios do /aser em medidas microscopicas [56].

T b)
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Figura 7: Esquemas de um transdutor piezoelétrico utilizando cristal de quartzo

(a) e um transdutor piezoelétrico utilizando cantilever (b) [56].

B. Transdutores opticos

Outro tipo de transdutor muito utilizado é o 6ptico [57]. Sistemas colorimétricos
sao amplamente utilizados em analises bioquimicas de rotina, como o ELISA, nos quais
utilizam enzimas que promovem reacdes substrato-produto com variagdes na cor das
solucdes. Uma delas ¢ a peroxidase que utiliza substratos produzidos por varias
empresas, LumiGlo® HRP Substrate ¢ LumiGlo Reserve'", ambos da KPL [58],
3,3°,5,5 -tetrametilbenzidina e sal de acido 2,2'-azenobis [3-etilbenzotiazolina-6-
sulfonico]-diamonio da Thermo Scientific Pierce [59]. Outra enzima importante ¢ a
fosfatase alcalina que utiliza kits contendo substratos colorimétricos como 4-nitrofenil
fosfato pela Biovision [60], Bioassay [61] e pela Anaspec [62] e kits fluorimétricos de
4-metilumbeliferil fosfato dissédico da Biovision [60]. Compostos fluorescentes ou

quimioluminescentes sdo utilizados como marcadores Opticos baseados nas medidas
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fluorescentes de excitagdao e emissao dos compostos ou de seus derivados, normalmente
acoplados as amostras biologicas presentes no analito-alvo, como a fluoresceina [63] € o
luminol [64]. Outras medidas, que n3o sejam por absorbancia, fluorescéncia,
fosforescéncia, luminescéncia, que necessitam de marcadores que apresentem tais
propriedades, sdo baseadas em fendmenos Opticos, promovendo detecgdes através de
diferengas nos indices de refracdo e espalhamento de luz.

Os transdutores que sdo comumente combinados a essas técnicas sdo fibras
opticas, as quais transmitem luz baseados no fenomeno de refletancia interna total (RIT)
e sao feitas de silica ou plastico [65]. Quando esse fendomeno ocorre, os raios de luz sao
guiados através do nucleo da fibra com reduzida perda para a vizinhanga. A fibra dptica
¢ formada por um nucleo com indice de refracdo nl e um revestimento com indice de
refracdo n2 bem menor que nl. Quando um raio de luz atinge os limites da interface
entre esses meios transparentes de diferentes indices de refragdo e o angulo de
incidéncia ¢ maior do que o angulo critico, sera totalmente refletido internamente e
propagado através da fibra. Uma pequena por¢do de luz penetra o meio de reflexdo por
uma fracdo de comprimento de onda, o suficiente para o reconhecimento de diferentes
indices de refracao. Esse campo eletromagnético ¢ conhecido como onda evanescente.
Possui intensidade que decai exponencialmente com a distdncia, comecando na
interface ¢ estendendo-se ao meio de menor indice de refracdo, onde estariam as
biomoléculas, que interagiriam com a onda dentro da distancia de penetracao,
produzindo uma rede de fluxo de energia através da superficie de reflexdo na
vizinhanga, para manter o campo [66].

Ressonancia plasmoénica de superficie (SPR) utiliza o espalhamento de luz, em
principio semelhante ao mencionado acima, em que ndo ¢ necessaria a modificacao dos
sistemas biologicos com marcadores. E um fendmeno Optico causado pela oscilagio de
densidade de carga na interface de dois meios com constantes dielétricas opostas como
um metal e um dieletro e constantes [67]. Quando a luz em certo comprimento de onda
interage com a interface metal-dieletro a um angulo definido, ha uma combinacao da
ressonadncia entre a energia do foton de luz e o elétron superficial do metal. Dessa
forma, a energia do féton ¢ transferida para a superficie do metal como pacotes de
elétrons chamados plasmons e a reflexdo de luz do filme metélico sera atenuada. Esta
ressonancia ¢ observada como um minimo de resposta de refletdncia de luz quando o

angulo de incidéncia ¢ variado, pela presenca de modificagdes na superficie do metal,
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uma biomolécula e seu complementar [68]. Esquemas de fibras opticas e de SPR podem

ser vistos na Figura 8:
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Figura 8: Esquema de funcionamento de uma fibra optica (A) e da SPR (B)
[66].

C. Transdutores térmicos

Os transdutores térmicos sdo utilizados quando nas reagdes biologicas de
interesse ocorre absor¢cdo ou liberacdo de calor. Isto ¢ refletido nas mudangas de
temperatura no meio reacional. Dispositivos termométricos mensuram as mudancas em
temperatura de um fluido circulante seguindo uma reacao sobre o transdutor contendo
as biomoléculas imobilizadas. Baseado nos principios de funcionamento de
termdmetros convencionais, os transdutores termométricos medem calor a partir de
termistores. A liberagcdo de calor total ou absor¢do ¢ proporcional a entalpia molar e ao
numero de moléculas de produto criadas na reagdo bioquimica. Os termistores sao
resistores com um coeficiente de temperatura de resisténcia muito baixo. Sao
semicondutores cerdmicos fabricados pela mistura de 6xidos de manganés, niquel,
cobalto, ferro e uranio. Uma mudanga na temperatura ¢ refletida como uma mudanga na
resisténcia, melhor descrita pela equacao de Steinhart-Hart [69]:

1/T=A+B(In R)+C(In R) (1)

RT=RT0VT-1/T0) )

Na equagdo (1), T ¢ a temperatura, In R ¢ o logaritmo natural da resisténcia e A,
B e C sdo coeficientes derivados. Para faixas de temperatura mais estreitas, a equagao
(2) pode ser empregada, onde RT e Ry sdo a resisténcia de poder zero a temperatura

absoluta T e Ty, respectivamente. B ¢ a constante de material e varia entre 4000 e 5000
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K. O coeficiente de temperatura de resisténcia entre -3 e -5.7 % por °C ¢ obtido [70].
Um esquema de um sensor que envolve a transducdo térmica pode ser visto na Figura 9:
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Figura 9: Esquema de um sensor baseado em transducao térmica [70].

Virios tipos de termistores estao disponiveis comercialmente na forma de chips,
tendo sido utilizadas para a construcao de biossensores. Um exemplo ¢ um dispositivo
microfluidico capaz de detectar mudangas de entalpia em tempo real de reagdes
bioquimicas e propriedades térmicas de fluidos bioldgicos. O dispositivo consiste de
uma microtermopilha autébnoma integrada com uma camara de reacdo de vidro
microfluidica [71]. Biossensores foram desenvolvidos para deteccdo de pesticidas
utilizando calorimetro acoplado a sistemas de analise por injecdo em fluxo e a enzima
esterase de figado de galinha como componente da camada de reconhecimento [72].

Na area alimenticia e farmacéutica, foram construidos biossensores baseados na
calorimetria diferencial de microplacas em que a geracdo de calor, associada a reagdo
exotérmica entre o acido ascorbico e a enzima ascorbato oxidase ¢ diferencialmente
monitorada entre os pog¢os vizinhos de um circuito integrado construido sobre pastilhas
[73]. A deteccao de trealose, um aditivo em alimentos, foi realizada através de um
microcalorimetro, onde a concentracao do analito por meios do receptor colocados no
interior do reator calorimétrico ¢ determinada simplesmente via a reagdo enzimatica que
ocorre no nucleo do calorimetro com o efeito do calor, revelado diretamente [74]. Foi
utilizado também chips de silicone para deteccdo de aptdmeros e biotina em um
calorimetro de fluxo, sendo considerado um dos métodos mais promissores para a

deteccao de biomoléculas livres de marcadores [75].

18



D. Transdutores eletroquimicos

Os transdutores eletroquimicos sdo os mais encontrados na literatura [76]. A
diversidade de técnicas e materiais dos transdutores, aliadas a facilidade de construgado e
de mensuragdo explicam o alto interesse de utilizagdo da eletroquimica como sistema
para a constru¢do de biossensores. Eletrodos de diversos materiais tais como: platina,
ouro, carbono grafite, carbono vitreo e pasta de carbono sdo usados para a construgao
dos dispositivos. Além disso, os sistemas podem ser miniaturizados em eletrodos
impressos (screen-printed), para serem comercializados, de baixo custo, facil manuseio,
além da minima quantidade de amostra utilizavel, porém mantendo a alta sensibilidade
necessaria.

As detecgdes podem ser realizadas com base nas propriedades eletroquimicas
das biomoléculas. A presencga de grupamentos oxiddveis nas estruturas bioldgicas pode
ser detectada por medidas de corrente e carga. Estas podem ser oxidadas ou reduzidas
utilizando voltametrias de pulso, na qual uma faixa de potencial ¢ aplicada e a corrente ¢
medida proporcionalmente a concentragdo do analito em questdo [77]. A partir dai,
conhecendo-se o sistema, pode-se realizar uma amperometria, na qual hé a aplicacdo de
um potencial fixo, geralmente descoberto por voltametria ¢ a medida de corrente ¢
realizada diretamente em fun¢do do tempo. Esse tipo de biossensor ¢ conhecido como
amperométrico e ¢ um dos mais encontrados utilizando transdutores eletroquimicos
[78]. Biossensores coulométricos baseiam-se no mesmo principio dos amperométricos,
utilizando os valores de carga ao invés de corrente [79]. A presenca de pares redox, ou
seja, substancias que apresentam simultaneamente potenciais de oxidagdo e redugdo
podem ser trabalhadas por voltametria ciclica, na qual, assim como nas voltametrias de
pulso, uma faixa de potencial ¢ aplicada, s6 que como um ciclo, tanto andédico quanto
catodico. Isso permite a avaliacdao das regides redox das biomoléculas. Assim, apos tal
estudo, reconhecendo o potencial redox da biomolécula, pode-se realizar uma
voltametria de onda quadrada. Nesta, o sinal de reducdo ¢ invertido e somado ao de
oxidagdo, ampliando o sinal e possibilitando uma detec¢do mais sensivel. Biossensores
voltamétricos também sao comuns na literatura [80]. Dentre os métodos voltamétricos
em eletroquimica, destacam-se a voltametria ciclica e voltametria de pulso diferencial.
A primeira, dentre outras funcdes, normalmente ¢ utilizada para modificacdo dos

eletrodos de trabalho com polimeros e sua caracterizagdo. A segunda costuma ser usada
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na constru¢do de sensores. A compreensao do funcionamento de ambas auxilia a

entender a importancia delas nos estudos mencionados.

a. Voltametria

Quando as técnicas eletroquimicas foram desenvolvidas, eram baseadas em
eletrodos de trabalho de mercario. Como o mercurio ¢ um metal liquido, os sistemas
utilizavam medidas em gotas e o eletrodo era conhecido como eletrodo gotejante de
mercurio. Surgia a polarografia, por utilizar mercurio como eletrodo de trabalho. Com o
passar do tempo novos eletrodos surgiram pela necessidade de trabalho em regides de
potencial diferentes da qual o merctrio atuava. Eletrodos sélidos de platina, ouro e
carbono (vitreo, grafite) sdo os mais importantes.

O comportamento eletroquimico completo de um sistema pode ser obtido
através de uma série de etapas a diferentes potenciais com a obtengdo de curvas
corrente-tempo para fornecer uma superficie tridimensional corrente-tempo-potencial.
Entretanto, o acumulo e analise desses dados podem ser tediosos especialmente quando
um eletrodo estacionario ¢ usado. Também, ndo ¢ facil reconhecer a presenca de
espécies diferentes de curvas corrente-tempo somente e etapas de potenciais muito
pouco espagadas sdo necessarias para a derivacao de curvas bem resolvidas. Dessa
forma, mais informagao pode ser adquirida fazendo uma varredura de potencial com o
tempo e amostrando a corrente em curvas corrente-potencial diretamente. A mais
simples dessas técnicas chama-se voltametria de varredura linear. A voltametria ¢ a
técnica onde as informacgdes quantitativas e qualitativas de uma espécie quimica sao
obtidas a partir do registro de curvas de potencial-corrente, feitas durante uma eletrolise
da espécie quimica em questdo contida em uma célula eletroquimica, com a presenca
de, no minimo, dois eletrodos, um de trabalho e um de referéncia. Uma modificagao
nessa técnica, tornando-a mais completa ¢ a voltametria ciclica. Nela, a varredura de
potencial-tempo possui uma forma triangular e ndo linear, pois o potencial ¢ varrido de
um valor inicial a um valor especifico e, em um tempo t, o potencial ¢ varrido no
sentido inverso até o valor inicial. Dessa forma, ambas as contribui¢cdes catodicas e
anddicas de processos eletroquimicos podem ser avaliadas. Devido a essa técnica
apresentar tais caracteristicas, as informagdes obtidas sdo muito tuteis para descrever os
sistemas com as andlises de corrente e potencial de oxidacdo e reducdo, concentragao

das espécies, coeficientes de difusdo, area dos eletrodos, cinética das reagdes, dentre
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outros. Nesse sentido, a voltametria ciclica ¢ bastante usada no estudo de formagao e
caracterizagdo de filmes poliméricos.

Embora bastante uteis para descrever os processos eletroquimicos, a polarografia
classica, voltametria linear ou ciclica ndo permitem obter resultados de corrente quando
a concentracdo das espécies é menor do que 10 — 10° mol.dm™. Isso ocorre devido a
presenga da corrente capacitiva, corrente presente em todos os sistemas, originada em
fendmenos relacionados a dupla camada elétrica. Essa camada funciona como um
capacitor (por isso 0 nome capacitiva) entre a superficie do eletrodo e a solucao logo em
contato com essa superficie, devido a diferenca de cargas presente nos sistemas. A cada
medida de potencial em voltametria, hd um carregamento e descarregamento da dupla
camada, o que desenvolve essa corrente. As variagdes da corrente capacitiva (devido a
dupla camada elétrica) e corrente faradaica (devido a processos redox), responsaveis

pelas reagdes nos sistemas podem ser vistas na Figura 10:

A

\J

Figura 10: Variacdo de corrente em fun¢do do tempo em voltametria, i¢ para

corrente faradaica e i, para corrente capacitiva.

Durante uma eletrolise, as contribuicdes de ambas as correntes sdo muito
semelhantes no inicio, porém com uma queda mais acentuada no decorrer da medida na
capacitiva. A partir desse conhecimento, foram estudadas maneiras de diminuir a
contribuicdo da corrente capacitiva, objetivo este que se alcangado, promoveria um
aumento na sensibilidade da técnica, obtendo-se, assim, valores de corrente em
concentragdes mais baixas de amostras.

A primeira técnica trabalhada com esse fim foi a polarografia de corrente
amostrada, na qual a medida da corrente era realizada perto do final do tempo de vida
da gota de mercurio, onde a contribui¢do da corrente capacitiva apresenta-se bem menor

do que a faradaica, fazendo-se a medida nos ultimos mili-segundos da duracao da gota.
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O potenciostato estd ativo em todos os tempos de medida e o potencial ¢ variado
linearmente com o tempo ou em etapas pequenas. A importancia dessa técnica ¢ a alta
razdo de corrente faradaica-capacitiva, eliminando o aspecto ruidoso do polarograma,
ruidos que interferem com as medidas quantitativas das correntes faradaicas
provenientes dos solutos a baixas concentragoes.

A sensitividade ¢ melhorada devido ao esgotamento na regido proxima do
eletrodo da substancia sendo medida e necessariamente reduz seu fluxo para a superficie
no tempo de medida real. Embora a técnica de corrente amostrada obtenha valores de
corrente apenas durante um pequeno periodo antes do fim da vida da gota de merctrio,
toda corrente faradaica antes da amostragem ¢ descartada pela técnica. Uma outra
técnica, a voltametria de pulso normal foi desenvolvida para eliminar esse efeito por
bloquear a eletrolise antes do periodo de medida. O eletrodo ¢ mantido a um potencial
base no qual uma eletrolise desprezivel ocorre. Apoés um periodo fixo de espera, o
potencial ¢ abruptamente alterado por um periodo de cerca de 50 ms. O pulso de
potencial termina pelo retorno ao potencial de base. A corrente ¢ amostrada a um tempo
perto do fim do pulso e o processo ocorre novamente com a etapa de potencial
aumentando poucos milivolts com cada ciclo adicional. A razdo entre as correntes
obtidas pela técnica de pulso normal e corrente de amostragem ¢ cerca de 6 devido as
diferengas nos tempos de amostragem de corrente. Assim, o aumento esperado da
componente faradaica ¢ substancial, preservando inteiramente os melhoramentos na
sensitividade adquiridos na voltametria de amostragem de corrente pela discriminagao
contra a corrente capacitiva com limites de detecgio na ordem de 10° — 10”7 mol.dm™.

Sensitividades ainda melhores do que as obtidas por voltametria de pulso normal
podem ser obtidas com a voltametria de pulso diferencial. Esta técnica apresenta
diferencas com a de pulso normal, tais como o potencial de base aplicado ndo ser
constante. Ao invés disso, muda em pequenos incrementos, a altura do pulso ¢ de
apenas 10 a 100 mV. Um nivel constante em respeito ao potencial de base ¢ mantido e
duas correntes sao amostradas. Uma imediatamente antes do pulso e outra antes do fim
do pulso e o experimento ¢ obtido como uma diferenca entre as duas contra o potencial.
O nome da técnica ¢ devido ao processo de diferencas entre as duas correntes. O
melhoramento da técnica vem, novamente, da maior redu¢ao da contribui¢do da
corrente capacitiva. Os melhoramentos na técnica fornecem sensitividades em
magnitude melhores do que a voltametria de pulso normal. Limites de detec¢ao menores

do que 10® mol.dm™ podem ser alcancados [81].
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Esses baixos valores sao de interesse, dentre outras aplicagdes, para detecgdes de
biomoléculas em sensores bioldgicos, cuja finalidade ¢ a analise de amostras em
concentragdes baixas para identificacdo de pequenas quantidades de contaminantes em
solo, agua e alimentos ou diagndstico em estagios iniciais de doengas.

A presenca de biomoléculas também pode alterar o potencial de medida e, a
diferenga de potencial dada pela equagcdo de Nernst serd proporcional ao logaritmo da
concentragdo do analito em questdo [82]. Pelo mesmo principio, biossensores podem
utilizar medidas potenciométricas por meios de eletrodos ions-seletivos, como a
liberagio de fons H', detectiveis por pHmetros comerciais [83]. A presenca de
biomoléculas sobre a superficie de um eletrodo condutor proporciona uma altera¢ao de
valores fisicos entre eletrodo e solugdo de medida, como resisténcia, capacitancia e
indutancia, que serdao proporcionais a concentracao do analito. Dependendo do tipo de
material estudado sobre a superficie, pode-se escolher a solucao de interesse que seja
adequada para se obter essas medidas. Isso normalmente ¢ realizado através de

Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica (EIE) [84].

b. Espectroscopia de Impeddncia Eletroquimica

O principio da técnica consiste em aplicar uma perturbacao senoidal de tensao ao
sistema, de pequena amplitude e de freqiiéncia ®, gerando assim uma corrente AC
provocada por um potencial descrito como Esen (wt), que, de acordo com a Lei de Ohm,
origina a impedancia, Z = [AEsen(ot)]/i. E possivel perturbar o sistema usando
diferentes valores de freqiiéncia, pois a onda de potencial ¢ senoidal. Uma vez que a
perturbag@o no sistema sob investigacdo ¢ de pequena amplitude, é possivel empregar a
técnica para a andlise de etapas de um mecanismo reacional [85]. A obtengdo de
informacdes a partir dos dados de impedancia eletroquimica pode ser conduzida
mediante a utilizagdo de diferentes modelos de medida, como circuitos equivalentes ou
modelos matematicos. Assim, temos um dos modos mais utilizados para apresentar as
medidas de impedancia, através do grafico de Nyquist, no qual se pode observar os
valores da parte imagindria da impedancia (Z”) em fung¢do dos valores da parte real (Z’).
Um diagrama de Nyquist ideal apresenta um semicirculo na regido de altas freqiiéncias
e uma variagao linear em médias e baixas freqiiéncias. Na regido de altas freqiiéncias, o

efeito da relaxagdo de transferéncia de carga ¢ mostrado através de um semicirculo, do
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qual se pode obter os valores de Re (resisténcia do eletrélito e eletrodo), Rtc (resisténcia
a transferéncia de carga) e Cd (capacitancia da dupla camada elétrica). Uma outra forma
de tratar os dados experimentais de impedancia é atribuir aos resultados um circuito
equivalente, que possa simular a resposta AC do sistema eletroquimico. Os
componentes do circuito podem ser: resistores que simulam o comportamento resistivo
do eletrodo, eletrolito e polimero; capacitores que simulam o comportamento capacitivo
das interfaces eletrodo/polimero e polimero/eletrolito; linhas de transmissdo que
simulam a impedancia de difusdo ionica, também conhecida como impedancia de
Warburg (W); elementos de fase constante (EFC) e elementos de difusdo (T) [86].

Ap0s este breve detalhamento sobre transdutores eletroquimicos sejam eles por
medidas de carga, corrente ou potencial, a Figura 11 apresenta um esquema como um

resumo das possiveis alternativas em transducao:

—» Grupos oxidaveis:
Corrente, carga

—» Geragao de subprodutos:
Corrente, carga,
ion-seletivos

Analito-alvo Y

Diferencas de impedancias
Camada de Diferencas de potencial
reconhecimento
Transdutor

Figura 11: Esquemas de possiveis transdugdes eletroquimicas.

1.4.2. Camada de reconhecimento

A camada de reconhecimento bioldgica pode ser constituida principalmente de
enzima, antigenos, anticorpos e fragmentos de DNA. Tecidos e micro-organismos
também sdo utilizados, mas em menor propor¢do com os acima citados, que serdo

descritos nos topicos seguintes:
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A. Enzimas

Enzimas s3o proteinas, com exce¢do de um pequeno grupo de moléculas
cataliticas de RNA, chamadas riboenzimas. Proteinas sdo polimeros de aminoacidos, em
que cada residuo de aminoacido une-se ao seu vizinho por um tipo de ligagdo covalente
especifica. O termo residuo reflete a perda de elementos de agua quando um aminoacido
se une a outro. H4 20 aminodcidos diferentes comumente encontrados nas proteinas,
assim sendo, nas enzimas como um todo. Estas possuem peso molecular variando entre
12.000 a mais de um milhdo de unidades de massa atomica. Algumas nao necessitam de
grupos quimicos para sua atividade a ndo ser seus proprios residuos de aminoacidos.
Outras necessitam de componentes quimicos adicionais chamados co-fatores, tanto com
um ou mais ions inorganicos ou complexos organicos ou moléculas metaloorganicas
chamadas coenzimas. E outras necessitam de ambos, co-fatores e coenzimas. Uma lista
completa contendo nomes e descrigdo de centenas de enzimas conhecidas pode ser
encontrada no Comité de Nomeclatura da Unido Internacional de Bioquimica e Biologia
Molecular [87]. A catélise enzimatica ocorre através dos seus chamados sitios ativos,
onde moléculas conhecidas como substratos sofrem agdo das enzimas. A superficie dos
sitios ativos ¢ alinhada com os residuos de aminoéacidos com substituintes que se ligam
ao substrato e catalisam a transformacgdo quimica. A reagdo enzimatica simplificada
pode ser vista como:

E+S 5 ES Y5 EP & E+P,
onde E ¢ a enzima, S é o substrato, P é o produto, ES ¢ a formacdo do complexo
enzima-substrato e EP o complexo enzima-produto.

Para que a reacdo de formacao dos produtos ocorra, deve-se atingir um nivel de
energia que ultrapassa uma energia de transi¢ao, definida pela energia de ativacao do
sistema. Quando isso ocorre, a formacdo dos produtos ¢ favorecida. A enzima nao ¢é
consumida no processo, apenas catalisa a reagdo de formagdo dos produtos, assim, elas
sdao conhecidas como biocatalisadores [88].

O primeiro biossensor desenvolvido utilizou a enzima glicose oxidase para
deteccao de glicose no sangue, cerca de 36 anos apoOs o isolamento e recristalizagdo da
primeira enzima, a urease, em 1926 por James Sumner [89]. A partir desse estudo,
varios biossensores utilizando outras enzimas foram estudados, denominados
biossensores enzimaticos. O exemplo mais simples de funcionamento desse dispositivo

pode ser visto na Figura 12:
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Figura 12: Esquema de um biossensor enzimatico [90].

Nesse exemplo, uma amostra de sangue contendo glicose e oxigénio ¢
imobilizada sobre uma superficie de um eletrodo contendo trés camadas. Na primeira,
feita de policarbonato ocorre a filtragem do sangue, passando apenas moléculas
pequenas como a glicose e o oxigénio. Esses alcancam a segunda camada, feita da
enzima glicose oxidase, onde a rea¢do enzimatica a seguir ocorre:

Glicose + Oz (gasoso) — Acido gluconico + HyOpuqy (1)

O peroxido de hidrogénio formado pela reagao passa através de uma terceira
membrana, feita de acetato de celulose, deixando outras moléculas maiores para tras e
entra em contato com o eletrodo de platina, em questdo, que através de medidas de
oxidacdo eletroquimica é quantificado, através de seguinte reagao:

HyO2aq) — Oap) + 2H (o) +2€ 2)

Grande parte dos estudos envolvendo enzimas ainda sdao realizados desta
maneira. O proprio biossensor para deteccao de glicose ¢ estudado até hoje, como em
trabalho recente onde eletrodos de carbono grafite foram modificados com o
dendrimero poli(amidoamina) contendo nanoparticulas de platina encapsuladas que,
com cargas positivas foram sintetizados e hibridizados com nanoplacas de argila
carregadas negativamente. Dessa maneira esperou-se um aumento na estabilidade e na
processabilidade, criando um microambiente para a enzima glicose oxidase realizar
transferéncias eletronicas diretas [91]. A utilizacdo dos biossensores enzimaticos vai
além da area médica, sendo construidos para deteccdo e monitoramento de farmacos,
como a utilizagdo da enzima peroxidase imobilizada sobre eletrodos de carbono
impressos para a determinagdo amperométrica de levetiracetam, um anti-convulsivo
utilizado para o tratamento de epilepsia [92]; no controle alimenticio, como a utilizag¢do

da enzima xantina oxidase para deteccao dos indices de hipoxantina em carne de porco
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a diferentes valores de tempo apos a morte do animal, avaliando o quao fresco esta o
produto. A hipoxantina ¢ um produto de degradacdo pos-morte que se acumula durante
o processo de maturagdo [93]; na analise de pesticidas em solos, como a utilizagdo das
enzimas cloroperoxidase e acetilcolinesterase para a deteccdo de pesticidas
fosforotionados construidos sobre eletrodos de grafite impressos [94]. Nao apenas
detecgoes baseadas em transducdo eletroquimica como também Optica sdo muito
utilizadas [95]. Devido a grande quantidade de enzimas e de substratos existentes,
varios exemplos de diferentes estratégias estdo sendo estudados. Inclusive a construcao
de biossensores onde a enzima ¢ o alvo e ndo a camada de reconhecimento. O estudo
realizado recentemente teve como finalidade a deteccdo da amilase salivar humana
através da interagdo especifica com um anticorpo policlonal anti-amilase. As medidas
foram realizadas por espectroscopia de impedancia eletroquimica sobre eletrodo de
carbono grafite modificado com matriz polimérica derivada de poli(4-hidroxi-
fenilacético). Medidas de interferente com a enzima lisosima atestaram a boa

especificidade do sensor, visto que a resposta se assemelha com o controle [96].

B. Antigenos e anticorpos

Anticorpos sdo glicoproteinas de formato globular secretadas por linfocitos B
que conferem a caracteristica de especificidade da resposta imune humoral adquirida.
Sao formados por duas cadeias polipeptidicas: duas cadeias idénticas entre si
denominadas cadeias pesadas e duas cadeias idénticas entre si chamadas cadeias leves.
As cadeias leves se ligam as cadeias pesadas por ligagdes dissulfeto, S-S. Distribuidos
pelas cadeias, encontram-se estruturas denominadas dominios, sequéncias repetitivas de
aminoacidos que assumem conformacao particular, podendo ser constantes ou variaveis.
Os anticorpos sdo classificados de acordo com o tipo de cadeia pesada que apresentem
[isotipos gama (y), mu (p), epsilon (g), delta (8) e alfa (a)]: v — IgG (subclasses 1gG1,
IgG2, 1gG3 e 1gG4), 0 — IgD, € — IgE, pu - IgM e a — IgA (subclasses IgA1 e IgA2). As
cadeias pesadas de uma molécula de IgG interagem até o fim e, entdo, se ramificam
separadamente com as duas cadeias leves formando uma molécula na forma de um Y.
Nas dobradi¢as de separagdo, as imunoglobulinas podem ser clivadas por proteases.
Clivagem com a papaina libera o fragmento basal chamado Fc devido a sua

cristalizacdo imediata e as duas ramificagdes, chamadas Fab, fragmentos de ligagao dos
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antigenos. Cada uma das ramificagdes apresenta um sitio de ligacdo com antigenos [88].

A estrutura de um anticorpo IgG pode ser visto na Figura 13:

Sitio deligagio

Sitio deligacio .
-t do antigeno

do antigeno ..
N Sitios de

LEY clivagem de
¥ v papaina
H

\\.x"'

Cy2 Cy3
Fe < T
Cy3 Cyd
: —
“00C Co0~

C= domimnio constante
V= dominio variavel
H,L=cadeiaspesadaseleves

Figura 13: Estrutura da imunoglobulina IgG [88].

Um antigeno ¢ qualquer molécula ou patdogeno capaz de provocar uma resposta
imunologica. Pode ser um virus, uma parede celular bacteriana, uma proteina individual
ou outra macromolécula. Um antigeno complexo pode ser ligado a um diferente nimero
de anticorpos. Um anticorpo individual ou receptor de célula T se liga apenas a estrutura
molecular particular dentro do antigeno, chamado determinante antigénico ou epitopo.
Moléculas menores do que 5.000 unidades de massa atdmica ndo sdo consideradas
antigénicas. Entretanto, pequenas moléculas podem se ligar covalentemente a proteinas
grandes e induzir uma resposta imunologica. Essas pequenas moléculas sdo chamadas
de haptenos. Anticorpos produzidos em resposta aos haptenos ligados a proteinas se
ligardo as mesmas moléculas pequenas quando elas estiverem livres. Esse tipo de
situagdo ¢ realizada para produzir anticorpos para o desenvolvimento de novos testes
analiticos. A ligacdo entre o anticorpo e o antigeno ¢ resultado de ligagdes quimicas
entre ambas as moléculas, podendo ocorrer diferentes tipos de interacdes e diferentes

numeros de ligacdes. Sdo forcas quimicas ndo covalentes reversiveis que regem essa
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interagdo juntamente com as conformagdes do antigeno e do Fab do anticorpo. A

ligacdo entre anticorpo e antigeno pode ser vista na Figura 14:

YN

Anticorpo Complexo antigeno-anticorpo

Figura 14: Ligacao do anticorpo IgG ao antigeno [88].

Construgdo de biossensores baseados nas interagdes antigeno e anticorpos se
tornaram importantes, principalmente na area médica, onde estd fundamentado o estudo
do sistema imunologico. Devido a dificuldade de ambos, antigenos e anticorpos
apresentarem respostas eletroquimicas, isto €, variagdes em corrente e carga, o0s
primeiros imunossensores utilizaram-se de técnicas Opticas e condutimétricas, como

pode ser visto em um esquema na Figura 15:

(a)

Eletrodo Complexo Ac-Ag

(b)

~ Eletroquimicamente

+Aual

Ag livre

Figura 15: Esquema de funcionamento de um imunossensor: (a) deteccdo direta
por técnicas como SPR e EIE e (b) deteccdo por marcadores especificos, os quais

podem ser Opticos ou eletroquimicos.

Um exemplo desses sistemas ¢ o imunossensor construido para analisar

substancias em amostras de leite utilizando a ressonancia plasmoénica de superficie. Os
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eletrodos de ouro foram modificados com proteinas haptenizadas e anticorpos
policlonais para trés familias de antibidticos: fluoroquinolonas, sulfonamidas e fenicois
em seis canais de SPR [97]. Outro caso ¢ do imunossensor para determinagdo de um
herbicida, a atrazina através da imobilizagdo do anticorpo anti-atrazina sobre eletrodos
de ouro modificados com polipirrol [98]. Estudos também foram realizados utilizando
cantilevers para deteccdo de ions cobre em complexos com EDTA através de anticorpo
monoclonal especifico e sensivel [99] e por microbalanca de cristal de quartzo para a
deteccdo de benzo[a]pireno, contaminante de agua, ar e solo [100]. A presenca de
marcadores para detec¢ao de imunossensores ¢ bastante comum como o ja comentado
teste ELISA, que utiliza interagdo de anticorpos primarios com antigenos e anticorpos
secundarios marcados com fluor6foros ou enzimas especificas. A nanotecnologia
possibilitou o primeiro nanoimunossensor eletroquimico em 2000 [101] baseado em um
sistema tipo ELISA. Nele, o anticorpo secundario foi modificado com nanoparticulas
coloidais de ouro. Na presenca de solu¢do de 4cido cloridrico, o ouro coloidal foi

oxidado e detectado eletroquimicamente através de eletrodo condutor.

C. DNA

O DNA ou acido desoxirribonucléico ¢ um composto organico, um polimero
formado por unidades de nucleotideos, cujo cerne ¢ formado por moléculas de desoxi-
ribose e fosfato unidas por ligacdes fosfodiéster. A sequéncia de aminoacidos de cada
proteina numa célula e a sequéncia de nucleotideo de cada RNA, ou acido ribonucléico,
¢ especificada por uma sequéncia de nucleotideos no DNA da célula. Um segmento de
DNA contém informagdo necessaria para a sintese de um produto bioldgico funcional,
visto que para RNA ou proteina, ¢ referido como gene. Uma célula tipicamente contém
centenas de genes, € moléculas de DNA tendem a serem grandes. O armazenamento e
transmissdo da informacao biologica ¢ a fungao conhecida do DNA.

Os nucleotideos apresentam trés componentes caracteristicos. Primeiramente,
bases nitrogenadas, divididas em duas classes: purinicas, que compreendem guanina (G)
e adenina (A) e pirimidinicas, que compreendem timina (T) e citosina (C). A diferenca
primaria entre DNA e RNA se da pela presenca da base nitrogenada uracila (U) ao invés
da timina no RNA. Apenas em raras excegoes pode haver timina em RNA e uracila em

DNA.
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Outro componente ¢ a pentose. Tanto as bases nitrogenadas e pentoses sdao
compostos heterociclicos e, normalmente, os 4&tomos de carbono sdo numerados para
distingui-los uns dos outros. Acidos nucléicos possuem dois tipos de pentoses. As
unidades de desoxirribonucleotideos do DNA contém 2’-desoxi-D-ribose e do RNA
contém D-ribose. Em nucleotideos, ambos os tipos de pentoses estdo na forma de B-
furanose (anéis de cinco membros fechados).

O terceiro componente ¢ o grupo fosfato, presente diretamente nos anéis de
ribose. A partir das ligagdes fosfato, os nucleotideos interagem covalentemente uns com
os outros como “pontes”, na qual o grupo fosfato 5° de uma unidade de nucleotideo se
une ao grupo hidroxila 3’ do proximo nucleotideo, criando a ligacdo fosfodiéster.
Assim, a estrutura covalente dos acidos nucléicos consiste de residuos de pentose e
fosfatos alternados e as bases nitrogenadas podem ser consideradas como grupos
laterais unidos a estrutura a intervalos regulares. As estruturas das bases nitrogenadas,

pentoses e fosfato juntamente com os respectivos nomes podem ser vistas na Figura 16:
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Figura 16: Estruturas de desoxirribonucleotideos e ribonucleotideos [88].

Liga¢des de hidrogénio envolvendo os grupos amino e carbonila permitem uma
associacao de duas (as vezes trés ou quatro) fitas de 4cidos nucléicos. Os padroes de

ligacdo mais importantes de ligacdo de hidrogénio foram definidos por Erwin Chargaff
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em 1950 [102], na qual a base nitrogenada adenina se liga especificamente com timina,
ou uracila e guanina a citosina. Esse tipo de pareamento de bases predomina no DNA de
dupla fita. James Watson e Francis Crick em 1953 [103] postularam um modelo
tridimensional que consistia de duas cadeias em forma de hélice de DNA em torno do
proprio eixo para formar uma dupla hélice. A estrutura hidrofilica de desoxirribose
alternada e grupos fosfato esta na parte externa da hélice, em frente a dgua circundante.
As bases purinas e pirimidinas de ambas as fitas estdo voltadas para dentro da hélice,
com sua estrutura hidrofobica e quase planar proximas e perpendiculares ao longo eixo.
O pareamento das duas fitas cria sulcos denominados sulcos menores e sulcos maiores
na superficie da hélice. Cada base de nucleotideo de uma fita estd pareada no mesmo
plano com a base da outra fita. Uma ilustra¢do das ligacdes entre os pares de base ¢ a

forma da dupla hélice ¢ mostrada na Figura 17:
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Figura 17: (a) padrao de ligacdo de hidrogénio nos pares de base e (b) modelo

tridimensional para a estrutura do DNA definido por Watson e Crick [88].

Biossensores que utilizam fragmentos de DNA imobilizados em um transdutor
sao conhecidos como biossensores baseados em DNA ou genossensores. Um
genossensor basico ¢ desenvolvido pela imobilizagdo de um oligonucleotideo [104] de
simples fita, produtos de PCR (Polymerase Chain Reaction) [105] sobre a superficie de
um transdutor para reconhecer a sequéncia de DNA complementar através de
hibridizacdo. Métodos diretos e indiretos sdo usados para deteccdo da imobilizagdo de
sonda e alvo sobre a matriz. Um esquema de um possivel genossensor pode ser visto na

Figura 18:
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Figura 18: Esquema de um genossensor [106].

A deteccdo direta baseada na relagdo de oxidacdo das bases nitrogenadas do
DNA ¢ um ensaio simples [107], mas dependem do comprimento, nimero de bases
oxidaveis e reduziveis [108], temperatura, conformagdo [109] e tempo de contato, que
pode causar a desnaturagdo do DNA devido as forcas de repulsdo entre a superficie do
transdutor e os grupos fosfato carregados negativamente [110]. Também, ha uma
corrente capacitiva significante em potenciais relativamente altos requeridos para a
oxidagdo do DNA [111].

Assim, foram desenvolvidos métodos indiretos, a fim de se obter uma detecgao
da hibridizagdo de DNA [106,112] que promovem a modificagdo das fitas de DNA com
marcadores tais como agentes fluorescentes [113] e eletroquimicos [114] no fim de cada
fita. Embora eficientes, demandam um custo na sintese e vdarias etapas de preparagdo
[115], requerendo tempo e possibilidade de perda da reprodutibilidade.

Um método indireto ¢ a deteccdo usando agentes intercaladores [116,117,118].
A intercalagdo ¢ considerada o resultado de uma interagdo hidrofébica na qual uma
molécula aromadtica ¢ levada ao ambiente hidrofobico dos pares de base do DNA a partir
do meio hidrofilico (normalmente agua) [119]. Brometo de etidio (BE), [brometo de
(3,8-diamino-5-etil-6-fenil) fenatridina] ¢ um dos mais conhecidos agentes
intercaladores, primeiramente sintetizado por Watkins e Woolfe em 1952 [120] como
uma alternativa ao tratamento de Trypanosoma congolense em gado africano. A

estrutura do brometo de etidio pode ser vista na Figura 19:
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Figura 19: Estrutura do brometo de etidio [121].

Brometo de etidio ¢ extremamente importante, pois age como inibidor da DNA
polimerase apresentando efeitos antitumorais [122], propriedades antivirais [123] e
inibe a sintese de DNA e a transcri¢do e translagdo dos genes [124]. E usado hoje em
dia em laboratérios de bioquimica e biologia molecular para visualizar DNA ¢ RNA
através de eletroforese de gel de agarose devido a formag¢do de um complexo
fluorescente [125,126]. Nao ha necessidade de mudancas na estrutura do DNA, ¢ um
produto barato e o sistema pode ser facilmente construido a medida que a intercalacao ¢
imediata [127].

O desenvolvimento de biossensores usando BE sobre DNA tem sido realizado
através de meios Opticos e eletroquimicos. Isto ¢ devido as duas propriedades principais
envolvendo BE: apresenta aumento na intensidade de fluorescéncia quando intercalado
[128] e ¢ eletroquimicamente oxidavel [116].

Mesmo com as grandes promessas do uso de biossensores Opticos, muitos
autores tém usado métodos eletroquimicos para estudar as interagdes de moléculas
pequenas com DNA [129,130], incluindo BE [131] devido a praticidade e facilidade do
método. BE apresenta eletroatividade, sendo oxidado em torno de +0.70 V (versus
eletrodo de calomelano saturado). Esta propriedade, juntamente com a interacdo das
duplas fitas do DNA, torna o sistema potencial para constru¢do de genossensores,
baseados na deteccdo indireta da hibridizagdo através da oxidagdo de BE. Fang et al.
[116] estudaram a deteccao de hibridiza¢ao de BE através de voltametria ciclica sobre
eletrodos de grafite funcionalizados com grupos amino. Oligonucleotideos curtos (24
pares de base) foram covalentemente inseridos através de ligagdes fosforodiamidas
entre o fim 5’ do oligonucleotideo e o grupo amino do eletrodo de grafite. Zhang et al.
[131] usaram nanotubos de carbono funcionalizados com dacidos carboxilicos e uma
pasta foi preparada usando 6leo mineral. Também, oligonucleotideos foram usados (32

pares de base) e eles foram imobilizados sobre a pasta de carbono através de oclusdo
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usando eletropolimerizacdo de polipirrol. A deteccao foi realizada por voltametria de
pulso diferencial. Nos dois casos, a hibridizagdo foi seguida pela imersdo em solucao
contendo BE e sua oxida¢do foi medida eletroquimicamente. Outra analise usando o
mesmo principio, foi estudada usando espectroscopia de impedancia eletroquimica
[132], voltametria AC sobre eletrodos de merctirio de gota pendente [133] e por
voltametria de redissolucdo adsortiva no modo de pulso sobre eletrodos de pasta de

carbono [134].

1.4.3. Imobilizacdo da camada de reconhecimento sobre o transdutor

A etapa crucial para o desenvolvimento de um biossensor ¢, sem duvida, a
imobilizacao da camada de reconhecimento ao transdutor. Existe uma grande variedade
de procedimentos nos quais as imobilizacdes podem ocorrer. Contudo, das varias
vertentes em imobilizagdo, os sistemas podem ser resumidos em quatro grandes
técnicas, na qual todos os experimentos sdo baseados, como podem ser vistos na tabela

2, abaixo:

Tabela 2: Métodos de imobiliza¢do convencionais

Técnica Vantagens Desvantagens Referéncia
Adsorgao fisica | Nenhuma modificacdo do | Forcas de ligacdo sdo | Ramanathan
biocatalisador. A matriz | suscetiveis a mudancas no | [135]
pode ser regenerada. | pH, temperatura e forga
Baixo custo. 10nica.
Oclusao Confinamento fisico do | Alta barreira de difusao. Gambhir [136]
biocatalisador ~ proximo
ao transdutor. Baixo
custo.
Cross-linking Perda do biocatalisador ¢ | Tratamento extensivo do | Chaubey [137]
minima. Custo | biocatalisador por produtos
moderado. quimicos interferentes.
Ligacao Baixa resisténcia | Tratamento por produtos | Ramanatham
covalente difusional. Estavel sobre | quimicos toxicos. A matriz | [138]
condi¢des adversas ndo ¢ regenerada.
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As técnicas sdo estudadas de diferentes maneiras na 4rea de desenvolvimento
dos biossensores. Qudao melhor ou mais faceis forem as imobilizagdes, maior a
probabilidade de sucesso no funcionamento dos dispositivos. Uma alternativa para o
melhoramento ¢ a modificacdo da superficie do transdutor com polimeros condutores
que apresentem em suas estruturas grupos funcionais que possam interagir com

grupamentos especificos das biomoléculas.

1.5.  Polimeros condutores aplicados em biossensores

Os polimeros sao macromoléculas formadas a partir de ligagdes covalentes de
unidades, chamadas mondmeros, que se repetem ao longo da cadeia em formagdo e sao
caracterizados por seu tamanho, sua estrutura quimica e interacdes intra e
intermoleculares [139]. Eles podem ser naturais, como a seda, a celulose, as fibras de
algoddo, etc., ou sintéticos, como o polipropileno, o poli(tereftalato de etileno), o
polietileno, o poli(cloreto de vinila), etc. Os polimeros sao classificados como
termoplasticos (plasticos), termofixos, borrachas e fibras [140]. A formagdo de um
polimero sintético se dé& através de varias etapas e de diferentes maneiras. Podem ser
polimeros de adi¢do e condensacao. Os polimeros de adicdo sdao formados por
mondmeros iguais que apresentam pelo menos uma dupla ligacao, a qual é rompida para
que ocorra a reagdo de adicdo. A iniciagdo da formagdo do polimero pode ocorrer em
meio acido, basico ou através de radicais, onde ha a formagdo de cargas ou radicais na
estrutura monomérica responsavel pelo ataque a outra estrutura monomérica neutra. Por
1sso, ha a necessidade da baixa concentracdo dos iniciadores, para que a proxima etapa,
a de propagacao, ocorra. Assim, a probabilidade de ataque de uma estrutura a outra em
uma reag¢do em cadeia ¢ possivel. Em um determinado ponto da propagagdo, ocorrera a
terminacao, onde duas estruturas monoméricas modificadas podem se unir formando
um dimero neutro, ou atacar a ponta de um polimero em formacgao, cessando seu
crescimento. Os polimeros de condensacdo sdo formados geralmente pela reacdo entre
dois monomeros iguais ou diferentes, com eliminacdo de moléculas pequenas, por
exemplo, 4gua. Para que um polimero linear ocorra, os mondmeros devem ser
bifuncionais para que a reagao se estenda, como por exemplo, o nylon, polimero de
condensac¢do formado pela condensagao de uma diamina e um diacido carboxilico ou de

um unico mondmero contendo um grupo amino e um acido em cada extremidade [141].
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A formagao de polimeros pode ser iniciada eletroquimicamente. Até a década de
70, os polimeros eram conhecidos por suas caracteristicas passivantes. Porém, em 1977,
pesquisadores trabalhando com poliacetileno, descobriram que através de dopagem com
vapores de cloro, bromo ou iodo a condutividade do polimero aumentava cerca de 10°
vezes do que era inicialmente sem a dopagem, com um valor de 10° Siemens por metro,
valor semelhante ao dos metais, conhecidos condutores [142]. Por esse estudo, os
pesquisadores receberam o prémio Nobel de Quimica em 2000 [143] e uma nova area
na ciéncia foi criada, a dos polimeros condutores. Dentre os principais polimeros
condutores estudados até hoje estdo a polianilina, o poliacetileno, o polipirrol ¢ o

politiofeno, como pode ser visto na Figura 20:
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Figura 20: Estrutura de polimeros condutores [ 144].

A condutividade dos polimeros ocorre devido a presenca de duplas ligacdes
conjugadas ao longo da estrutura polimérica. Em conjugacdo, as ligagdes entre os
atomos de carbono sdo alternadas em duplas e simples. Toda ligacdo contém uma
ligacdo sigma localizada, a qual constitui uma forte ligagdo quimica. Além da
conjugacao, a presenca de dopantes ¢ necessdria e essencial para a condutividade
(sendo, o poliacetileno seria condutor apenas com sua formag¢do). O funcionamento da
dopagem ¢ baseado no principio de semiconducdo. A capacidade do semicondutor de
transportar corrente elétrica pode ser ampliada: pela adi¢ao de elétrons na banda de
conducdo, um semicondutor tipo n, n de negativo, pois hd um excesso de elétrons; e
pela remocdo de elétrons da banda de valéncia, um semicondutor tipo p, p de positivo,
devido a presenca de “buracos”, com carga positiva [145]. Eletrodos de diamante

dopados com boro sao exemplos de semicondutores tipo p, pois o boro, pertencente ao
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grupo 13 da tabela periddica, remove um elétron do carbono, do grupo 14, acima,
deixando os “buracos” no semicondutor [146].

Os mondmeros utilizados para eletrossintese de polimeros condutores sao
geralmente compostos aromaticos, como ilustrados na Figura 20. Isto ¢ devido a
facilidade com que esses compostos podem ser oxidados a cations-radicais
relativamente estaveis. O acoplamento de dois cations-radicais ou um radical com o
mondmero, ¢ sucessiva remoc¢do de dois protons resulta na formagdo de um dimero
[147]. Um exemplo para essa reacao ¢ a polimerizagdo da anilina, mostrada no esquema
da Figura 21:
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Figura 21: Polimerizacdo eletroquimica da anilina: (a) oxidagdo da anilina e
formagao de cation-radical com perda de um elétron, (b) rearranjo e acoplamento de
dois cétions-radicais para a formagdo do dimero p-aminodifenilamina e (c) possiveis
caminhos de reacdo para a oxidagdo da anilina para formar o polimero, onde 1 e 2 sdo
adi¢oes nucleofilicas do monomero, 3 ¢ adicao radicalar ¢ 4 e 5 adigOes eletrofilicas de

duas formas oxidadas do monomero [148].
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Esta reacdo envolve a oxidagdo do monomero e a formacao de cations-radicais
inicialmente no 4tomo de nitrogénio com a perda de um elétron. Ocorre ressonancia no
anel devido a presenca do cation-radical e acredita-se que a posi¢do preferencial para
ataque seja em posi¢ao para, através de uma EQE, reagdes eletroquimicas-quimicas-
eletroquimicas rapidas [149], formando um dimero intermediario, p-aminodifenilamina,
(PADPA). A posterior oxidagdo do dimero e acoplamento produz oligdmeros, os quais
sdo soluveis em eletrélitos e eletroativos para polimerizagdo. O aumento das cadeias dos
oligdmeros através dos mesmos processos resulta no polimero final. A medida que as
cadeias de oligomeros crescem o suficiente para formar a estrutura polimérica, se
tornam insoluveis e sdo depositadas na superficie dos eletrodos de trabalho. No caso da
polianilina, o processo que ocorre apo6s a oxidacdo do PADPA pode seguir diferentes
caminhos de reacdo, como ilustrados na Figura 20c. Esses mecanismos de ataque
simplificados mostram claramente a importancia da reatividade da anilina e pode ser
vista pelas diferentes sequéncias de reagdo, passando da forma completamente reduzida
leucoesmeraldina, para a forma mais estdvel que contém o mesmo numero de grupos
oxidaveis e reduziveis, esmeraldina e a forma completamente oxidada, pernigranilina.
Como foi discutido anteriormente, a presenga de duplas ligagdes conjugadas nao sdao o
suficiente para apresentar condutividade. Ha a necessidade de dopagem. Isso pode ser
visto nas duas formas intermediarias, sais de esmeraldina e pernigranilina na Figura 20c.

Durante a protonagdo do polimero presente na forma de esmeraldina, os cations
se envolvem em reacdes de desproporcionamento formando cations-radicais de
semiquinonas, 0s quais sdo responsaveis pelo subseqiiente aumento na condutividade
[148].

Matrizes poliméricas condutoras [150] e ndo-condutoras [151] eletrodepositadas
sobre a superficie do material de reconhecimento podem aumentar a transducao do sinal
de hibridizagdo de um genossensor devido as suas caracteristicas favoraveis, tais como:
resisténcia mecanica dos filmes poliméricos formados, facilidade no controle de
formacao (quantidade, espessura do filme), estabilidade ao ambiente e em solugdes
aquosas, condutividade elétrica, protecdo do eletrodo de adsorcao de analitos nao
especificos e a presenca de grupos funcionalizados em sua estrutura podendo facilitar a
interagdo com o alvo desejado.

A eletroquimica apresenta propriedades interessantes sobre os outros sistemas de

medidas devido a detec¢do dos analitos de interesse utilizando biossensores

39



eletroquimicos ser rapida, simples e de baixo custo, além de servir para medir os
eventos de hibridiza¢do usando-se um intercalador eletroativo [152].

Filmes poliméricos derivados de monomeros aromaticos funcionalizados,
eletrodepositados em eletrodos condutores tém sido uma das principais atividades do
Laboratorio de Filmes Poliméricos e Nanotecnologia (LAFIP/Nanotec), juntamente com
sua utilizacdo no estudo de imobilizacdes de oligonucleotideos e produtos de PCR.
Dentre eles estdo o estudo de eletropolimerizagdo de 4-aminofenol [153], 3-aminofenol
[154] e tiramina [155]; estudos de imobilizagdo de bases nitrogenadas de DNA sobre
aminofendis  [156,157,158] e  4-metoxi-fenetilamina  [118]; estudo da
eletropolimerizacdo e imobiliza¢do de estruturas de DNA utilizando acido 4-hidroxi-
fenilacético [159,160] e 4cido 3-hidroxi-fenilacético [161]. Todos apresentam
estabilidade e interacdes com os materiais biologicos trabalhados. Um dos polimeros
com grande possibilidade de ser utilizado como matriz pra a construgdo de biossensores

¢ 0 derivado do mondmero 3-aminofenol.

1.5.1. 3-aminofenol

Um dos primeiros estudos envolvendo a polimerizacdo de 3-aminofenol foi
descrita por Prater [162] em 1973, dentre diversos derivados de anilina, em solugdo de
acetonitrila. Informagdes em trabalhos mais especificos sobre esse polimero foram
obtidas sobre eletrodo de trabalho de platina em solugdes de acetonitrila e metanol na
presenca de perclorato de sodio [163], com uma sequéncia de estudos publicada
referente as caracteristicas dos solventes e solucdo em cinética e mecanismo de
polimerizacdo [164]. O polimero foi formado em ambas as solucdes e apresentou-se
insoluvel na maioria dos solventes, porém foi solubilizado em &cido nitrico e dimetil
sulfoxido. Devido as propriedades passivantes do polimero, ele foi dissolvido e disperso
em folhas de cobre para estudos de corrosdo. O estudo realizado em seqiiéncia por
Sankarapapavinasam [165] focou nas caracteristicas do polimero, onde foi constatada a
baixa eficdcia em corrosdo em aplicagdes em longo prazo devido a sua possivel
estrutura. Isso foi comprovado por estudos em ago inoxidavel em solucdo de cloreto de
sodio por espectroscopia de impedancia eletroquimica [166] na tentativa de utilizar o
polimero para inibicdo de corrosdo, além do polimero formado em meio de cloreto de

potdssio a pH neutro, estavel em solu¢do de 4cido sulftrico, porém rapidamente
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degradado em meio de hidréxido de sodio [167]. O mesmo autor escolheu o poli(3-
aminofenol) apdés um estudo dentre outros polimeros meta substituidos através de
voltametria, calculos tedricos e espectroscopia de raios-X [168]. Espectroscopia de
infravermelho foi realizada com os polimeros solubilizados e esses estudos sugerem que
a polimerizacdo ocorre no grupo —OH, embora publicagdes, através de estudos
espectroeletroquimicos sobre eletrodo de platina contrastam com essa informacgao [169],
onde o inicio do mecanismo proposto ocorre pelo grupo —NH,.

Apesar de ndo apresentar alta condutividade, poli(3-aminofenol) foi utilizado na
construgdo de biossensores. Nakabayashi er al. [170] utilizou este polimero para
constru¢do de um biossensor de glicose amperométrico. Dentre varios polimeros
analisados, o poli(3-aminofenol) foi o que apresentou melhores respostas. O sensor foi
construido sobre pasta de carbono modificada com ferroceno. A enzima glicose oxidase
foi diluida em tampao contendo 3-aminofenol e foi imobilizada na superficie do
eletrodo por oclusdo durante a eletropolimerizacdo do mondmero. Porém o eletrodo
construido ndo apresentou muitas melhoras na seletividade, visto que a resposta dos
interferentes acido urico e acido ascorbico foi relativamente alta. Para contornar esse
problema, dois anos apds essa publicagcdo, os autores publicaram um trabalho sobre a
constru¢do de um biossensor amperométrico para deteccdo de peroxido de hidrogénio
baseado na imobiliza¢do da enzima horseradish peroxidase [171]. O sensor foi
construido de trés maneiras diferentes sobre pasta de carbono e a melhor foi aquela que
imobilizou ferroceno e a enzima juntamente com a pasta de carbono. Esse sensor foi
utilizado para deteccdo de glicose com base no fato da reagdo enzimadtica produzir
peroxido de hidrogénio, detectavel pelo sensor construido. Assim, glicose foi
adicionada no biossensor logo apds a imersdo de glicose oxidase sobre o mesmo. A
producao de peréxido de hidrogénio por essa reacdo foi detectada diretamente pelo
biossensor amperométrico baseado na enzima horseradish peroxidase. O resultado mais
importante foi a auséncia da interferéncia de acido trico e 4cido ascorbico na resposta
do biossensor. Fung et al. também em 2000 [172] construiram um imunossensor
piezoelétrico para detec¢ao da bactéria Salmonella enteritidis. O polimero foi formado
sobre a superficie de um cristal de quartzo recoberto com ouro. O grupo funcional -OH
supostamente presente na superficie do eletrodo foi ativado com divinilssulfona para
facilitar na imobilizagdo do anticorpo especifico para a detec¢do. Apos as etapas de

lavagem, a bactéria foi imobilizada sobre a superficie, esperando a interagdo com o
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anticorpo. Diferengas nos valores de freqiiéncia foram analisadas. A diminuicao de

freqiiéncia (aumento de massa) indicou a funcionalidade do sensor.

1.6.  Estudo da interagdo de DNA de Calf Thymus e Brometo de Etidio

As interagOes entre DNA e BE vao além da detec¢ao de hibridizacao sobre um
transdutor. Estudos utilizando um padrao, DNA de Calf Thymus (timo de bezerro)
juntamente com as propriedades do BE, tornam possivel avaliar o efeito de outras
drogas intercalativas em potencial. Ressonancia Plasmonica de Superficie foi utilizada
para avaliar e comparar as constantes de ligacdo entre BE junto com outras drogas e
DNA de Calf Thymus [173]. Biossensores de DNA em arranjos baseados em derivados
sol-gel podem efetivamente detectar naftaleno e fenantreno em &4guas e amostras
bioldgicas [174], além de estudos de competicdo entre DNA e BE com dibenzofurano
[175] e sanguinarina [176].

Apesar de menos difundida em comparagdo com métodos eletroquimicos, as
propriedades Opticas do BE tém sido usadas na construcdo de biossensores. Krull et al.
[177] desenvolveram fibras opticas feitas de silica fundida modificada para promover a
imobilizacao covalente de simples fitas de DNA e a hibridizacao foi detectada através
da intercala¢ao de BE usando fluorescéncia de reflexao interna total (FRIT), o mesmo
sinal obtido usando andlise por inje¢do em fluxo acoplado com um biossensor de onda
evanescente [178]. Também, fibras Opticas de quartzo funcionalizadas foram usadas
para imobilizagao de oligonucleotideos e a intensidade de fluorescéncia foi obtida a
partir da intercalacio de BE sobre a dupla fita de DNA [179]. Recentemente,
transferéncia de energia ressonante por fluorescéncia (TERF) foi usada para detectar
hibridizacdo através de oligonucleotideos marcados com pontos quanticos e fluoréforos.
BE foi usado para aliviar adsor¢des nao especificas, mostrando um aumento de 10 vezes
de um sinal complementar em relagdo a um nao-complementar [180].

Vardevanyan et al. [181] estudaram a interagdo de DNA de Calf Thymus com
BE, eletroquimicamente, através de voltametria de pulso diferencial para se encontrar as
constantes de ligacdo e o numero de sitios para interagdes fracas e fortes entre eles.
Embora os autores negligenciem os efeitos de exclusdo da vizinhanga, no qual a liga¢ao
de uma molécula da droga em um sitio influencia a ligacdo da molécula subseqiiente,

tanto por bloqueio fisico quanto alteragdo estérica no DNA [182], eles conseguiram
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realizar uma titulagdo de BE com DNA para obter respostas eletroquimicas com a
adi¢ao de DNA. Desse modo, observaram um decréscimo no sinal de oxidag¢do devido
ao decréscimo do BE livre para se oxidar na superficie do eletrodo.

Os experimentos realizados através de fluorescéncia e de voltametria sdo uteis
para construcdo de biossensores. Porém, mesmo com essas duas poderosas técnicas, nao
ha um estudo comparativo ou o melhor uso da intercalagdo a medida que as proporgdes
entre DNA e BE podem ser maximizadas para melhorar a sensibilidade. Conhecendo as
melhores condigdes para uma intercalagdo méaxima de BE e DNA de Calf Thymus, ¢é
possivel se detectar qualquer mudanga na resposta Optica e eletroquimica realizada por
um agente no qual se deseja conhecer capacidades intercalantes.

Novos intercalantes sdo uma necessidade na medicina, pois possuem acao
quimioterapica antineoplasica, sendo usados como farmacos no tratamento de cancer
por quimioterapia. A intercalagdo geralmente altera a estrutura do B-DNA, com o
aumento no espacamento dos pares de base CG [183]. Como os agentes quimioterapicos
ndo sdo especificos, atuam tanto em células malignas quanto normais, o que causa o0s
efeitos colaterais do tratamento. Os beneficios devem ser maiores do que a toxicidade
do tratamento, pois o corpo se recupera dos efeitos colaterais, mas o nivel de farmacos
ndo deve ser terapeuticamente desfavoravel [184].

Estudos envolvendo o desenvolvimento de drogas intercalantes descrevem uma
série de experimentos que incluem a absorcao, fluorescéncia, dicroismo circular e
dicroismo linear, envolvendo etapas de aquecimento do DNA em jun¢do com o agente
intercalante em questdo, titulagdes, além de outros procedimentos dispendiosos [185].
Sabendo das propriedades oOpticas e elétricas do BE em relacdo ao DNA, ao se construir
um modelo através de métodos de otimizagdo, especificamente, ao se construir um
planejamento fatorial, pode-se obter uma condigdo méaxima favoravel, onde qualquer
alteracdo na resposta analitica seria atribuida a interacdo do agente intercalante a ser
analisado, em competi¢do com o BE.

Para se realizar esses estudos foi utilizada voltametria de pulso diferencial como
técnica eletroquimica e medidas oOpticas, devido as suas propriedades intrinsecas com a
luz. Espectroscopia de absor¢ao e espectroscopia de fluorescéncia foram utilizadas. Para

isso, uma breve introdugao sobre as duas deve ser realizada.
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1.6.1. Espectroscopia de absor¢do e de fluorescéncia

Luminescéncia ¢ a emissao de luz de uma substancia e ocorre a partir de estados
excitados eletronicamente. Luminescéncia ¢ dividida em duas categorias, fluorescéncia
e fosforescéncia, dependendo da natureza do estado excitado. Em estados singletes, o
elétron no orbital excitado estd pareado (com os spins opostos) com o segundo elétron
em um orbital no estado fundamental. Consequentemente, o retorno ao estado
fundamental é permitido e ocorre rapidamente por emissdo de um foton (fluorescéncia).
A taxa de emissdo de fluorescéncia ¢ tipicamente 10° s, ¢ o tempo de vida na
fluorescéncia ¢ cerca de 10 nanosegundos. O tempo de vida de um fluoréforo € o tempo
médio entre seu estado excitado e o seu retorno ao estado fundamental. Devido a curta
escala de tempo de fluorescéncia, medidas de emissdo em tempo resolvidas requerem
equipamentos Opticos e eletronicos sofisticados. Apesar das dificuldades experimentais,
fluorescéncia em tempo resolvido ¢ amplamente praticada devido a grande quantidade
de informagdo disponivel nos dados, quando comparado com medidas estaciondrias ou
em estado fundamental.

Fluorescéncia tipicamente ocorre em moléculas aromaticas. Alguns dos
fluor6foros tipicos incluem a fluoresceina, quinina e acridina. Dados dos espectros de
fluorescéncia sdo geralmente apresentados como espectros de emissao. Um espectro de
emissdo ¢ um grafico de intensidade de fluorescéncia contra comprimento de onda,
medido a um Unico comprimento de onda de excita¢do. Ja o espectro de excitagdo ¢ a
dependéncia da intensidade de emissdao medida a um unico comprimento de onda de
emissao sobre o comprimento de onda de excitagdo. Os espectros variam amplamente e
sd0 dependentes da estrutura quimica do fluoréforo e do solvente no qual esta
dissolvido [186].

O processo que ocorre entre a absorcdo e emissdo de luz normalmente ¢

ilustrado por um diagrama de Jablonski, como pode ser visto na Figura 22:
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Figura 22: Diagrama de Jablownsky [186].

Em qualquer situagao de analise, o composto deve absorver uma quantidade de
luz para promover as transferéncias de energia. A espectroscopia de absor¢ao ¢ uma das
mais utilizadas, medindo a quantidade de luz absorvida em fun¢do do comprimento de
onda. E baseada na lei de absorc¢do, também conhecida como lei de Lambert-Beer, que
permite dizer quantitativamente como a grandeza de atenuacdo depende da
concentracdo das moléculas absorventes e da extensao do caminho sobre o qual ocorre a
absor¢do. A medida que a luz atravessa um meio contendo o analito que absorve, um
decréscimo na intensidade ocorre na propor¢do que o analito ¢ excitado. Para uma
solucao do analito de determinada concentracao, quanto mais longo ¢ o comprimento do
caminho do meio através do qual a luz passa, caminho 6ptico, mais centros absorventes
estardo no caminho e maior serd a atenuagdo. Para um dado caminho, quanto maior a
concentragdo de absorventes, mais forte serd a atenuacdo. As medidas sdo feitas através
de transmitancia, a fracdo da radiacdo incidente transmitida pela solugdo, sendo
normalmente expressa em valores de porcentagem. A absorbancia estd relacionada com
a forma logaritmica da transmitancia. De acordo com a lei de Beer, a absorbancia ¢
diretamente proporcional a concentragdo de uma espécie absorvente ¢ € ao caminho
optico b do meio absorvente, segundo a equacao abaixo:

A = abc,

onde A ¢ a absorbancia, b o caminho Optico (cm), ¢ a concentracao (mol.cm™).
A constante a ¢ chamada de coeficiente de absortividade molar (g), caracteristica de
cada espécie [187].

Durante os ultimos anos, avangos nos estudos sobre DNA envolveram
diretamente medidas Opticas incluindo absor¢do e fluorescéncia. Tais métodos sdo

utilizados hoje para seqlienciamento de DNA, detec¢do de hibridizagdo e quantizacdo de
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produtos de PCR, além de estudos para melhor compreensdo dos eventos envolvendo
DNA e seus derivados [186]. Os estudos da interagdo de DNA com BE produzem uma
grande quantidade de resultados cuja andlise individual pode ser tediosa, além da
confusdo na interpretagdo de dados, podendo ocorrer erros nas analises. Métodos de
otimizagdo podem ser aplicados a esses sistemas, onde um modelo com uma quantidade
menor de experimentos pode ser construido e os resultados apresentados de forma

confiavel e pratica.

1.7.  Métodos de otimizacdo em Quimica

Os métodos de otimizagdo surgiram com a necessidade de descrever em termos
matematicos ou regras a complexidade dos sistemas que ocorrem na pratica. Muitos
sistemas sdo representados por modelos que mudam com o tempo ou por parametros
que variam ao acaso. Portanto, por diversas razdes os conceitos tedricos podem ser
imperfeitos, ainda que possam ser utilizados para predizer as condi¢des Otimas de
operacdo para um sistema. No entanto, a teoria pode somente predizer se um sistema
esta proximo de 6timo desejado, mas nem sempre este 6timo ¢ alcangado.

Otimizagao pode ser definida como sendo um “processo coletivo em busca de
uma série de condi¢des de tal forma que o melhor resultado de uma dada situagdo seja
alcangado”. A otimizagdo pode ser dividida em estdgios que se caracterizam por:
decisdo da funcdo objetivo (resposta); determinagdo dos fatores (variaveis) que
representam influéncias significativas sobre a resposta que se deseja otimizar;
otimizagdo propriamente dita, isto €, procurar a combinacao dos valores dos fatores
selecionados que resultem na melhor resposta. Dentre as atividades habituais que os
quimicos se defrontam, estdo o desenvolvimento de métodos analiticos e melhoramento
ou adaptacdo dos métodos ja estabelecidos, acerto de varios parametros instrumentais
até que a resposta 6tima seja escolhida pelo ajuste perfeito dos instrumentos analiticos e
ajuste dos dados experimentais onde as varidveis sdo ajustadas até que os valores
calculados, segundo o modelo, estejam o mais proximo possivel dos experimentais.

Atualmente, a quimica dispde de estratégias para a otimizagdo que podem ser
empregadas separadamente, na sua forma basica ou modificada, ou em conjunto, onde

uma complementa a outra, entre as quais podemos citar: método univariado, método
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simplex, método planejamento fatorial, andlise de superficie de resposta e estudo de
misturas.

O método planejamento fatorial ¢ classificado como do tipo simultaneo e ¢
utilizado para selecionar as varidveis que realmente apresentam influéncias
significativas na resposta. Também nos permite saber se uma varidavel apresenta um
efeito positivo ou negativo na resposta quando o valor da variavel passa de um nivel
para o outro, e se as variaveis sdo independentes ou apresentam interacdes. Além disso,
o planejamento fatorial pode ser utilizado ndo s6 para localizar o 6timo como também

pode obter a superficie de respostas para um sistema estudado [188].
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2. Objetivos

A deteccao de doencas tais como cancer de prostata e hepatite C, nos estagios
iniciais, € de extrema importancia, visto que as plataformas diagnosticas existentes nao
apresentam especificidade e sensitividade elevadas, podendo haver rea¢des cruzadas
com outros tipos de doencas e respostas positivas em individuos curados [189], além de
serem realizadas em laboratério, com a necessidade de profissionais especializados e
instrumentacdo de alto custo. Dentro deste contexto, ha a necessidade de um método
rapido, seletivo, especifico, sensivel e de facil manuseio, caracteristicas encontradas nos
biossensores.

A possibilidade de se utilizar as propriedades do brometo de etidio com DNA
torna um processo de otimizacdo para ambos uma ferramenta extremamente util na
descoberta de novos farmacos com carater intercalante, pois a utilizacdo de um
procedimento padrdo facilitaria as condi¢des experimentais dos estudos clinicos.

O objetivo deste projeto ¢ o desenvolvimento de genossensores e
imunossensores eletroquimicos para a deteccdo do cancer de prostata e do VHC
construidos sobre matrizes suporte, formadas por eletrodos condutores modificados com
filmes eletropolimerizados derivados de aminofenois, bem como a construgdo de
planejamentos fatoriais utilizando respostas espectroscopicas e eletroquimicas entre
brometo de etidio ¢ DNA de Calf Thymus para estudo das melhores proporcdes de

interagdo entre ambos.
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3. Materiais e métodos

3.1. Reagentes

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico e foram usados como
recebidos. A sequéncia usada com 277 pares de bases do produto de PCR de cancer de
prostata segue abaixo:
CCGAGGGAGACCAGGAAGATCTGCATGGTGGGAAGGACCTGATGATACAG
AGGTGAGAAATAAGAAAGGCTGCTGACTTTACCATCTGAGGCCACACATCT
GCTGAAATGGAGATAATTAACATCACTAGAAACAGCAAGATGACAATATAA
TGTCTAAGTAGTGACATGTTTTTGCACATTTCCAGCCCCTTTAAATATCCAC
ACACACAGGAAGCACAAAAGGAAGCACAGAGATCCCTGGGAGAAATGCCC
GGCCGCCATCTTGGGTCATCGAT

A sequéncia usada com 257 pares de bases de produto de PCR do virus da
hepatite C segue abaixo:
AGTGGTCTGCGGAACCGGTGAGTACACCGGAATTGCCAGGACGACCGGGTC
CTTTCTTGGATCAACCCGCTCAATGCCTGGAGATTTGGGCGTGCCCCCGCGA
GACTGCTAGCCGAGTAGTGTTGGGTCGCGAAAGGCCTTGTGGTACTGCCTG
ATAGGGTGCTTGCGAGTGCCCCGGGAGGTCTCGTAGACCGTGCATCATGAG
CACATCATCCAAACCCCAAAGACAAACCAAAAGAAACACCAACCGCCGCCC
A

Os produtos de PCR foram obtidos em colaboragdo com o professor Luiz
Ricardo Goulart Filho do Instituto de Genética e Bioquimica da Universidade Federal
de Uberlandia. A analise das sequéncias nucleotidicas foi realizada utilizando programa

Blast [190].

3.2. Aparato

Os experimentos eletroquimicos foram conduzidos em uma célula
eletroquimica convencional de trés compartimentos. Uma placa de platina de 2 cm?* de
area geométrica foi utilizada como eletrodo auxiliar. Um fio de prata/cloreto de prata

em solucdo de cloreto de potassio, Ag/AgCl, KCI (3,0 mol.dm‘3), foi utilizado como

49



eletrodo de referéncia. Eletrodos de carbono grafite em forma de disco com 6,18 mm de
diametro, da Alfa Aesar, foram utilizados como eletrodos de trabalho. O sistema foi
conectado a um potenciostato da CH Instruments, modelo 420A. Espectroscopia de
Impedancia Eletroquimica foi realizada em potenciostato Autolab PGSTAT302N, com
modulo FRA2 da Eco Chemie BV. Os experimentos espectroscopicos foram realizados
em uma cubeta de quartzo de caminho 6ptico de 1,0 cm. Espectroscopia de absor¢do foi
realizada em um espectrofotdometro UV-visivel da Shimadzu modelo 1650PC.
Espectroscopia de Fluorescéncia foi realizada em um espectrofotometro HITACHI
modelo F-4500. Os graficos foram construidos utilizando o software Origin versao 7.5.
O planejamento fatorial para otimizacdo foi construido utilizando o software

STATISTICA versao 7.

3.3. Procedimento

3.3.1. Estudo da formagdo e das propriedades do Poli(3-aminofenol)

Os eletrodos de grafite foram montados sobre base metalica em um involucro
de politetrafluoretileno (Teflon®) com cola de prata condutora. As margens foram
isoladas com cola epoxi (Araldite®). Apos esse tempo, os eletrodos foram lixados com
lixas d’agua e ultra-sonicados. O condicionamento foi realizado manualmente em feltro
umedecido com uma suspensao de 6xido de aluminio (alumina), 0,3um e, novamente,
ultra-sonicado. Analise eletroquimica das condi¢des de reprodutibilidade dos eletrodos,
auséncia de contaminantes nas células e em solucdes foram realizadas através de
voltametria ciclica, em solugdo contendo ferrocianeto de potassio K4Fe(CN)s (5,0
mmol.dm™), ferricianeto de potassio KsFe[CN]g (5,0 mmol.dm™) e cloreto de potassio
KCl (0,1 mol.dm'3), faixa de potencial de -0,1 a +0,5 V, 100 mV.s' e em solucao
contendo acido perclérico HCIO4 0,5 mol.dm™ , faixa de potencial de -0,2 a +1,1 V, 50
mV.s'.

A polimerizacio foi realizada em solu¢do de HClO4 (0,5 mol.dm™) contendo
3-aminofenol (2,5 mmol.dm™), mesma faixa de potencial e velocidade do sistema
anterior, de acordo com artigo publicado pelo grupo durante o desenvolvimento do

presente trabalho [154]. Foram realizadas 100 varreduras sucessivas de potencial. O
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eletrodo modificado foi lavado com 4gua deionizada, seco com nitrogénio ultra puro e
utilizado para os experimentos seguintes.

O estudo de estabilidade do polimero poli(3-aminofenol) (P3AF) foi realizado
através de VC em solu¢do de HCIO;s nas mesmas condigdes especificadas
anteriormente. Foi avaliada a estabilidade térmica do eletrodo modificado a temperatura
de 100 °C de 5 em 5 minutos e a estabilidade do polimero com o tempo de
armazenagem. Para construcdo dos genossensores, foi realizada uma voltametria de
pulso diferencial (VPD) em tampdo fosfato (0,1 mol.dm™), pH 7,4, varrendo o potencial
de +0,3 a +0,9 V, para se obter uma linha de base para detecc¢ao, usando brometo de

etidio (BE) como indicador de hibridagao.

3.3.2. Desenvolvimento dos genossensores para cancer de prostata e hepatite C

As dosagens dos produtos de PCR foram realizadas utilizando
espectrofotometria UV-visivel a comprimentos de onda de 260 nm e 280 nm. A relagao
entre as respostas de absorbancias nesses dois comprimentos de onda igual a 1,88
(A260/A280 = 1,88) indica DNA livre de contaminagdo de proteinas. A concentragdo
de DNA foi também estimada em gel de agarose 0,8% de acordo com Sambrook et al.
[191].

Para a construgdo dos genossensores, hd a necessidade de etapas de
aquecimento (desnaturagdo dos produtos de PCR e pré-aquecimento dos eletrodos),
gotejamentos (para as imobilizagdes das sondas, alvos e intercalador), lavagens (para
remo¢ao de moléculas ndo imobilizadas em excesso), secagens e deteccao. Nesses
experimentos, uma célula eletroquimica de um compartimento foi utilizada. Nela, cerca
de 500 pL de solugdo tampao para as detec¢des foram o suficiente para a imersdo dos
eletrodos e para realizacdo das analises eletroquimicas. Para melhor compreensdo de

tais etapas foi construido um esquema apresentado na Figura 23:
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Figura 23: (A) desnaturagdo térmica do produto de PCR; (B) construcdo do

genossensor e deteccao indireta através de oxidagdo do BE apenas no sistema contendo

sonda; (C) detecgao indireta feita através de oxidacao do BE no sistema contendo alvo

complementar.

Os produtos de PCR foram desnaturados termicamente em banho-maria, por 5

minutos. Isso permite obter a partir de uma fita dupla de DNA (produto de PCR), duas
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fitas simples (ssDNA), pela quebra das ligagcdes entre as bases (Figura 23A). Essas,
assim chamadas fitas simples do DNA (ssDNA) serdo as sondas a serem imobilizadas.

A Figura 23B mostra a etapa de construcao do sensor e detecgdo feita apenas
com a sonda imobilizada. Os eletrodos de grafite modificados com P3AF foram pré-
aquecidos por 3 minutos a 98 °C. Apos a desnaturacdo, 18 uL (5,55 ng.uL”, 100 ng)
dos produtos de PCR foram adicionados por gotejamento aos eletrodos pré-aquecidos e
deixado interagir por 3 minutos. Uma lavagem em tampao fosfato foi realizada para
remogao de analitos que nao interagiram com os eletrodos. Apds essa etapa foram
imobilizados 15 pL de BE (0,54 mmol.dm™) sobre as superficies. Apés 5 minutos de
interagdo, os sistemas foram lavados com tampdo fosfato. A detec¢do foi realizada
utilizando VPD do mesmo modo que feito a linha de base. Através do software do
equipamento, foi realizado um pré-processamento dos dados por transformacdo da
detec¢ao com a linha de base.

O mesmo procedimento descrito acima foi realizado, com a imobiliza¢do da
sonda (ssDNA) sobre a superficie do eletrodo. Uma segunda imobilizagdo, agora do
alvo complementar foi realizada, esperando que a fita dupla, o produto de PCR original
seja regenerada (dupla fita do DNA, dsDNA), o que fornecera o resultado positivo para
a analise (Figura 23C). O sistema contendo a sonda foi levado a uma incubadora a 42 °C
e a imobilizagdo do alvo teve duragcdo de 15 minutos. Isso para permitir que a fita dupla
do DNA fosse regenerada com sucesso. A lavagem foi realizada com tampao fosfato
seguida da imobiliza¢ao de BE por 5 minutos e detecc¢ao.

O genossensor construido para cancer de préstata utilizou como sonda
negativa o produto de PCR para o virus da hepatite C devido a ambos possuir niumeros
de pares de bases semelhantes. O contrario também foi feito. O produto de PCR de
cancer de prostata foi utilizado como sonda negativa para a construcao do genossensor
para hepatite C. As deteccdes de hibridizacdo foram realizadas com os genossensores
descritos acima utilizando uma solu¢do contendo 18 pL do alvo complementar (5,55
ng.uL, 100 ng). Assim sendo, os processos de desnaturacdo térmica, gotejamento,
lavagem, imobilizagdo de BE e detec¢do foram os mesmos que mencionados
anteriormente.

Foram realizados experimentos variando o tempo de interagdo dos alvos com
as sondas, concentracdo de BE, alvos ndo-complementares, limite de deteccdo e

estabilidade dos genossensores.
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3.3.3. Espectroscopia de Impeddncia Eletroquimica

Os espectros de impedancia eletroquimica foram obtidos em experimentos
realizados em célula de trés compartimentos utilizando solucdo de ferrocianeto de
potassio K4Fe(CN)s 5,0 mmol.dm™, ferricianeto de potassio K3Fe[CN]s 5,0 mmol.dm™
contendo cloreto de potassio KC1 0,1 mol.dm™. Eletrodos foram preparados de acordo
com as segdes acima, com exce¢do da etapa de imobilizagdo de BE. Regido de
freqiiéncia foi de 100 kHz a 10 mHz, amplitude de 10 mV e potencial aplicado de +0,24
V. A solucdo foi deaerada por 45 minutos e as analises foram feitas a medida que nao

houve mais variagao de potencial.

3.3.4. DNA de Calf Thymus e brometo de etidio

A quantificagdo de DNA de Calf Thymus foi a mesma realizada para os
produtos de PCR. O coeficiente de extingdo molar para DNA de Calf Thymus ¢ de €60 =
6600 L.mol™.cm™ [192] e para o brometo de etidio ¢ de €450 = 5700 L.mol'em™ [193].
Os espectros de fluorescéncia de excitagdo foram obtidos sobre uma faixa de
comprimento de onda de 400 a 485 nm para uma emissdo de 595 nm. Os espectros de
absor¢do foram realizados variando os comprimentos de onda de 800 a 190 nm.
Eletrodos de carbono grafite limpos foram usados nos experimentos eletroquimicos,
através de medidas de VPD de +0,3 a +0,7 V. Tampao TE [2-amino-2-(hidroximetil)-
1,3-propanodiol ou comumente chamado de Tris-HCl 10 mmol.dm™, EDTA 1,0
mmol.dm™, pH 8,0] foi utilizado [176], pH de atividade 6tima para DNA [128]. EDTA
¢ um agente quelante com grande afinidade por ions magnésio, impedindo a atividade
deste que serve como um co-fator para a DNAse, responsavel pela degradagao do DNA
[194]. Solugdes de NaCl foram preparadas no mesmo tampao.

Ao contréario dos experimentos realizados na constru¢do dos genossensores, 0
estudo da interacdo entre DNA de Calf Thymus e BE foram realizados em solu¢do e nao
imobilizados sobre eletrodos. Além disso, foi utilizados eletrodo de grafite e nao

eletrodos de grafite modificados com poli(3-aminofenol).
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4. Resultados e discussdo

4.1. Estudo da formacdo e das propriedades do poli(3-aminofenol)

As condig¢des experimentais necessarias para se obter os resultados confidveis
dependem da reprodutibilidade dos sistemas. Para isso, os eletrodos de carbono grafite
devem apresentar respostas semelhantes para serem utilizados nos experimentos. Dentre
essas respostas estdo as do eletrodo sem modificagdo, apods a modificagdo com o
polimero e antes da construgdo dos biossensores. Para isso, foram realizados

voltamogramas ciclicos em grafite em solug¢des especificas, como pode ser visto na

Figura 24:
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Figura 24: Voltamogramas ciclicos em eletrodos de grafite: (A) KsFe(CN)g /
K4Fe(CN)s (5,0 mmol.dm™) em KCl (0,1 mol.dm™), 100 mV.s' e (B) HCIO, (0,5
mol.dm™), 50 mV.s™.

As medidas feitas em solucdo contendo o par redox ferro/ferricianeto foram
utilizadas como um indicativo da qualidade de resposta eletroquimica do eletrodo. As
areas eletroquimicamente ativas dos eletrodos de grafite sdo os parametros analisados ja
que a concentragao das espécies em solucao, seus coeficientes de difusdo e a velocidade
de varredura nao se alteram ao se medir um eletrodo contra o outro. A diferenga de

potencial entre os picos anodico e catddico menor do que 100 mV e razdo das correntes
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de pico anoddica e catddica proxima do valor unitario, permitem dizer que os eletrodos
apresentam reprodutibilidade da superficie para realizagdo dos experimentos
eletroquimicos.

A medida realizada em HCIO4 permite observar a presenca ou auséncia de
interferentes na solugdo e na superficie do eletrodo, na faixa de estudo utilizada para a
polimerizagdo. Os interferentes passiveis de serem eletroquimicamente oxidaveis ou
reduziveis surgiriam no voltamograma com respostas faradaicas respectivas. Na
auséncia dos mesmos, como evidenciado na Figura 24B, tanto eletrodo, quanto solugdes
estdo livres de interferentes eletroativos na faixa de potencial de trabalho. A resposta
anddica que comegou a surgir acima do potencial +0,8 V ¢ uma descarga normal do
solvente. Em todos os experimentos, borbulhamento de gas nitrogénio (N;) foi realizado
nas células eletroquimicas para remocao de oxigénio. Assim, ¢ evidenciada a formacao

de um material eletroativo (Figura 25).

02 00 02 04 06 08 10
Potencial / V

Figura 25: Voltamogramas ciclicos em eletrodo de grafite em solugdo de 3-

aminofenol (2,5 mmol.dm™) contendo HC1O4 (0,5 mol.dm™), 100 ciclos, 50 mV.s™.

O processo se inicia com a oxidacdo do mondémero como uma onda irreversivel
em aproximadamente +0,9 V, correspondente a formagao do cation-radical na estrutura.
Durante as sucessivas varreduras de potencial, um decréscimo gradual nos valores de

corrente ocorre. A partir do segundo ciclo, um par de picos redox surge entre +0,1 e
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+0,6 V. Essa corrente aumenta com o numero de ciclos refletindo a cobertura da
superficie do eletrodo pelo filme polimérico.

Apdés a formagdo do polimero, as respostas eletroquimicas devem ser
comparadas para se atestar a presen¢a de material com resposta semelhante entre os
eletrodos. Nesse caso, apenas medidas em solugao de HCIO4 foram realizadas, e nao
com o par redox ferro/ferricianeto. Isso se deve ao fato de que o polimero incorpora, em
alguma extensdo, esses compostos e, mesmo com lavagem extensiva, hd a presenca de
sinal de corrente atribuida aos mesmos. Para fins de estudo do polimero, experimentos
utilizando esse par redox foram fundamentais, porém, para aplicagdo nos estudos de
genossensores, essa etapa foi excluida. Porém, a medida em HCIO4 ap6ds a formagao do
material ¢ necessdria para a oxidagdo de mondmero residual presente na malha
polimérica, além de analisar a presenga de uma resposta redox relativa ao polimero,

como pode ser visto na Figura 26:
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Figura 26: Voltamograma ciclico em eletrodo de grafite modificado com poli(3-
aminofenol): (A) antes (—) e apds (—) polimerizacdo em solucao de HCIO4 (0,5 mol.dm”
Y e (B) voltamograma de pulso diferencial de eletrodo modificado com poli(3-

aminofenol) em solugdo tampao fosfato (0,1 mol.dm™), pH 7,4, 20 mV.s™.

As medidas feitas apds a eletropolimerizagdo em meio de HCIO4 permitem
observar a presenca de um comportamento redox do material formado. A
reprodutibilidade dos eletrodos deve ser averiguada nas linhas de base em tampdo

fosfato, como visto na Figura 25B. A auséncia de resposta na regido de oxidagdo do
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brometo de etidio (em torno de +0,64 V versus Ag/AgCl) permite dizer que, nessa faixa
de potencial, ndo hé interferentes eletroativos na solu¢do e nem resposta do material
depositado no eletrodo que poderia interferir na resposta do sensor.

Assim sendo, os experimentos mencionados acima foram definidos como
padroes para os sistemas e a semelhanca entre as respostas foi avaliada antes da
construcao dos genossensores.

A estabilidade térmica do polimero sobre o eletrodo foi estudada. Os eletrodos
modificados foram levados a uma estufa a 98 °C e mantidos por 3 minutos. Essa
temperatura foi escolhida devido a ser a mesma usada na desnaturacao de DNA, a qual
permite a imobilizagdo da fita simples (ssDNA). Assim, visando construir o
genossensor, o material deve suportar esta temperatura pelo maximo de tempo sem
perder sua atividade. O tempo de contato com a sonda ¢ de 3 minutos, antes que a
superficie seque por isso essa escolha. Apds esse tempo, o sistema foi levado a uma
célula eletroquimica contendo HCIO4 e um voltamograma ciclico foi registrado na
regido redox do polimero. O processo foi repetido 40 vezes. Um controle negativo foi
utilizado, deixando um eletrodo modificado a temperatura ambiente. Estudo da
estabilidade eletroquimica frente & mesma solucao foi realizado para se avaliar as
mudangas perante ciclos consecutivos de potencial. Os valores de carga calculados pela
integral da regido anddica sdo muito semelhantes a da catddica e, por isso, somente a
primeira sera visualizada. A porcentagem de carga contra o tempo de medida e contra o

numero de ciclos pode ser vista na Figura 27:
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Figura 27: Porcentagem de carga contra tempo de medida para eletrodo
modificado com poli(3-aminofenol); (A) (—m—) controle negativo realizado a
temperatura ambiente (25 °C) e (— A—) apds tratamento térmico e (B) porcentagem de
carga obtida a partir de 100 voltamogramas ciclicos consecutivos realizados em HCIO4

(0,5 mol.dm™ ), faixa de potencial entre 0,0 e +0,7 V, 50 mV.s.

O polimero retém 79 % e 75 % de sua atividade inicial a temperatura ambiente e
ap6s tratamento térmico, respectivamente, apds duas horas de experimento. Estes
resultados mostram que o polimero ndo sofre grandes alteragdes na sua atividade
eletroquimica, com a temperatura analisada, principalmente nos minutos iniciais, onde
ndo ha evidéncia de perda significativa desta atividade, podendo ser utilizado para
imobilizacao de DNA. A queda dos valores a temperatura ambiente pode ser devido aos
efeitos de lavagem, secagem e transferéncias continuas para a célula contendo acido, o
que pode provocar uma perda na estabilidade do material. A estabilidade eletroquimica
feita com 100 ciclos de potencial (Figura 27B) mostra que ha uma queda nos valores de
carga nos primeiros ciclos e a tendéncia a se estabilizar com ciclos subseqiientes até
alcangar um valor de 69 %. Estes resultados indicam propriedades interessantes do
polimero. Sua condutividade se d& através de duplas ligagdes conjugadas em sua
estrutura. Porém, apenas isso ndo ¢ o suficiente para promover condugado eletronica. Ha
a necessidade da dopagem do polimero para que isso ocorra. Polimeros formados por
eletropolimerizagdo sdao auto-dopados com os contra-ions presentes na solu¢ao. No caso

do P3AF os ions incorporados sdo H" e ClO,, provenientes do HCIO4. Durante os
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processos redox do polimero, ocorre troca de ions, insercao e expulsdo dos mesmos do
polimero. Como o processo ¢ repetido consecutivamente (um ciclo ap6s o outro), as
taxas de expulsdo de ions mostram-se maiores do que as de inser¢do, o que provoca o
abaixamento dos valores de porcentagem de carga. Durante a oxidacdo do material
formado nessa solucdo, ha a formacao de cargas positivas no polimero, o que pode ser
acompanhado da expulsio dos cations (H") para a solugdo. Na redugéo, ha o retorno dos
mesmos para o polimero, porém, ndo na mesma quantidade que foi expulsa, além da
expulsdo de anions (ClOy4). Por isso ocorre a queda em porcentagem de carga do
primeiro para o segundo ciclo. No primeiro ciclo, o polimero formado estd
completamente dopado. H4 uma grande expulsdo de ions durante a primeira oxi-
reducdo, que ndo consegue ser reposta completamente nos proximos ciclos. Assim, ha
uma queda na resposta. Com os ciclos subseqiientes, a taxa de expulsao continua maior
do que a taxa de insercdo e a resposta de carga decresce até tender a uma estabilizacao
ao final de 100 ciclos. Mesmo assim, cerca de apenas quatro ciclos s3o necessarios para
obtencdo de resposta estdvel, principalmente na regido de oxidagdo mais anddica,
indicando a eliminagdo de monomero residual na superficie, ou seja, com mais de 78 %
da sua atividade inicial.

Foi realizado um estudo avaliando a estabilidade do polimero com tempo de
armazenagem. Os eletrodos modificados foram armazenados a temperatura de -12 °C

por um periodo de 3 meses. O perfil de carga por tempo foi avaliado (Figura 28):
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Figura 28: Porcentagem de carga versus tempo de armazenagem para eletrodo
modificado com poli(3-aminofenol), obtida a partir dos voltamogramas ciclicos

realizados em HCIO4 (0,5 mol.dm'3), faixa de potencial entre 0,0 ¢ +0,7 V, 50 mV.s™.

60



O perfil ndo ¢ bem definido devido as diferentes varidveis em cada experimento.
Como foram realizados em espagos de 5 em 5 dias, solugdes de HCIO4 podem ter
apresentado pequenas diferencas quanto a concentracdo entre os periodos, qualidade da
agua deionizada, eletrodos de referéncia e auxiliares. Essas varidveis, mesmo com
pequenas contribui¢cdes podem ter sido responsaveis pelas diferencas observadas. Além
disso, cada experimento constitui em etapas de equilibrio com a temperatura ambiente,
imersdo em meio 4cido, varreduras de potenciais, lavagem e secagem com N
armazenamento a temperatura baixa novamente, o que pode levar a uma perda
significante da atividade do material. Mesmo assim, com todas as variaveis
apresentadas, as diferencas entre uma medida e outra sdo na ordem de 5,0 pA, o que ndo
interfere nos resultados como um todo. A tendéncia mostra a queda na resposta de carga
com o passar do tempo, porém, ndo decrescendo de 88 % ao final de 3 meses de
experimento, o que mostra um material com propriedades similares as iniciais. Dessa
maneira, ao realizarmos experimentos de estabilidade dos sensores construidos sobre
essa matriz polimérica, as possiveis perdas de resposta ndo seriam relacionadas com

perda de atividade polimérica.

4.2. Desenvolvimento dos genossensores para cdncer de prostata e hepatite C

A opg¢do de escolha para o polimero derivado de 3-aminofenol dependeu de
outro fator além da formag¢do de um polimero com funcionaliza¢des na sua estrutura
com possibilidade de interacdo com biomoléculas. O 3-aminofenol foi escolhido dentre
os outros dois isdmeros, pois apresentou as melhores respostas de detec¢ao. Na Figura
29, observa-se os graficos de detec¢ao e controle para eletrodos de grafite e eletrodos de

grafite modificados com polimeros derivados de 2-aminofenol e 4-aminofenol:
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Figura 29: Voltamogramas de pulso diferencial usando brometo de etidio como
intercalador em tampao fosfato (0,1 mol.dm™), pH 7,4 em eletrodos de grafite (A),
eletrodos de grafite modificados com poli(2-aminofenol) (B) e eletrodos de grafite
modificados com poli(4-aminofenol) (C) (=), contendo apenas as sondas (—) e contendo
as sondas e os alvos complementares (—) hibridizado a 42 °C por 15 minutos,
concentragdo das sondas e alvos = 100 ng, concentracdo de brometo de etidio = 0,54

mmol.dm™, v=20 mV.s", amplitude = 25 mV, duragio do pulso = 60 ms.

Ha apenas uma pequena diferenca entre as respostas da sonda e alvo
complementar em todos os sistemas. Além disso, pode-se observar que a resposta dos
eletrodos simplesmente com BE imobilizado, na auséncia de DNA, apresenta resposta

significante. Isso pode indicar que pouco DNA esta sendo imobilizado, visto que uma
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diferenca de ~2 pA entre BE, sonda e alvo ndo ¢ suficiente para se atestar modificagdes
importantes.

Ja os eletrodos modificados com P3AF, modificados com as sondas e alvos
complementares apresentaram respostas diferentes entre si, como pode ser visto na

Figura 30:
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Figura 30: Voltamogramas de pulso diferencial usando brometo de etidio como
intercalador em tampéo fosfato (0,1 mol.dm™), pH 7.4 em eletrodos modificados com
poli(3-aminofenol) (—), contendo apenas as sondas (—) e contendo as sondas e os alvos
complementares hibridizados a 42 °C por 15 minutos (—) para (A) produto de PCR de
cancer de prostata e (B) produto de PCR do virus da hepatite C, concentracdo das
sondas e alvos = 100 ng , concentra¢do de brometo de etidio = 0,54 mmol.dm™, v =20

mV.s™, amplitude = 25 mV, tempo do pulso = 60 ms.

E possivel detectar significativamente os eventos de hibridizagdo através da
deteccao indireta de BE. Primeiramente, o sinal obtido quando se imobiliza diretamente
BE sobre o polimero ¢ muito mais baixo do que na presenca das sondas. Isso indica a
presenca dos materiais biologicos adsorvidos na superficie. As diferencas entre os sinais
de corrente sdo devido as diferentes formas com que as biomoléculas interagem com
BE. Na presen¢a apenas da sonda, ssDNA, o sinal ¢ mais baixo do que com o alvo,

dsDNA. Isso se deve ao efeito intercalante do BE sobre DNA nativo, ou seja,
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hibridizado, onde ele pode se acomodar mais facilmente entre os pares de bases da
estrutura. Desse modo, a deteccdo € possivel.

A diferenga entre esse sistema e do eletrodo de grafite ¢ o fato de que o grafite
ndo possui sitios de ligacdo para as sondas e essas sdo eliminadas nas etapas de
lavagem. J& entre os polimeros utilizados como matrizes, os diferentes tipos de
materiais explicam esses resultados. O polimero derivado do 4-aminofenol ¢, dentre os
tr€s, o que modifica menos o eletrodo de grafite [158], com resposta em
ferro/ferricianeto e HC1O4 muito semelhante a do grafite limpo. Por isso, era de se
esperar que, nas detecgdes, suas respostas se assemelhassem as de grafite (Figura 29A e
29C). O polimero derivado do 2-aminofenol ja foi estudado e sua estrutura caracterizada
por muitos autores [195,196] como sendo um derivado da 3-aminofenoxazina, como

pode ser visto na Figura 31:
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Figura 31: Estrutura da 3-aminofenoxazina (esquerda) e poli(2-aminofenol)

(direita) [197].

O polimero derivado de 2-aminofenol apresenta alta condutividade perante os
demais devido a linearidade de sua estrutura, com os anéis coplanares permitindo a
transferéncia eletronica por toda a malha. Porém, para a constru¢do dos biossensores,
um passo fundamental ¢ a imobilizagdo da sonda sobre a matriz, que devera possuir
grupos funcionalizados em sua estrutura. No caso desse polimero, os grupos presentes
sdo ¢éteres e aminas aromaticas com pouca possibilidade de interagdo com
funcionalidades dos compostos bioldgicos. As sondas podem, por esses motivos, nao
estar sendo imobilizadas nessa matriz e sendo eliminadas nas etapas de lavagem.

J& o polimero derivado de 3-aminofenol apresenta um mecanismo diferente.
Apesar de ndo se ter uma proposta bem definida de sua estrutura, Salavagione et al.
[169], através da utiliza¢do de calculos de densidade eletronica obtidos usando métodos
de campo semi-empiricos (AM1), identificaram que apo6s a formag¢ao do dimero, varias

posicdes apresentaram densidades similares, favorecendo multiplas adi¢des de cations-

64



radicais ao dimero. Essa analise ¢ favoravel a uma proposta feita onde o polimero pode

apresentar a seguinte estrutura:

A

Figura 32: (A) Possivel estrutura do poli(3-aminofenol) [165] e (B) calculos
tedricos realizados para o dodecamero de 3-aminofenol (comunicagdo pessoal de Prof.

Odonirio Abrahao Junior)

Na Figura 32A, “a” ¢ identificado como um pinhole (literalmente, buraco de
agulha) onde o polimero pode apresentar uma conformacdo semelhante a um éter
coroa, contendo os grupos funcionais amino dispersos pela estrutura e as ligagdes entre
os anéis sendo realizadas pelos a&tomos de oxigénio. Estudos tedricos recentes ainda nao

publicados (Prof. Odonirio Abrahdo Junior e colaboradores) revelam estruturas com
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conformacdo semelhante a apresentada na Figura 32A (Figura 32B), o que reforga a
analise desta ser a possivel estrutura do polimero formado, além de explicar as
tendéncias observadas na constru¢ao dos genossensores. Os grupos funcionais dispersos
na estrutura facilitam as interagdes com os grupos fosfato presentes nos produtos de
PCR, aumentando a interagdo entre a matriz ¢ o DNA, fazendo com que a imobiliza¢ao
ocorra mais eficientemente. Além disso, a presenca dos pinholes auxilia na aproximagao
do DNA fazendo com que este fique mais “preso” na malha devido ao espago para se
acomodar e as interagdes com os hidrogénios internamente.

A diferenca, na Figura 30, entre os sinais sonda/alvo ndo ¢ tdo evidente, mas
significante, devido ao tamanho dos produtos de PCR escolhidos (mais de 200 pares de
bases). Como s3o muito grandes, as sondas imobilizadas podem, em determinados
pontos sobre a superficie sofrer processos de hairpin loop [198] ou stem-loop, que
ocorrem quando ha a possibilidade de se formarem ligagdes com bases nitrogenadas
provenientes delas mesmas, criando uma estrutura em forma de um “pirulito”. Esses
possiveis pareamentos podem fazer com que mais BE fique em contato com a sonda do
que se elas estivessem totalmente desimpedidas. Além disso, uma concentragdo muito
baixa, 100 ng, para ambos os produtos de PCR foram utilizados, tanto para sonda
quanto para alvo, que mesmo assim, foi possivel realizar a deteccdo dos alvos. As
diferengas entre a porcentagem de bases nitrogenadas entre a sonda do cancer de
prostata e da sonda da hepatite C devem proporcionar as pequenas diferencas nos
valores de corrente entre uma medida e outra (29,18 % guanina, 23,34 % adenina, 29,18
% citosina e 18,28 % timina para o virus da hepatite C) e (24,27 % guanina, 34,06 %
adenina, 21,74 % citosina e 20,21 % timina para cancer de prostata). Além disso,
acredita-se que ha sitios mais favoraveis para intercalacdo do brometo de etidio no DNA
como AT/TA, seguido de CG/TA [119]. A presenca de mais sitios de interagdo em um
produto de PCR pode sobressair sobre o outro, promovendo maior intercalagao.

Com base na deteccao realizada sobre a matriz de poli(3-aminofenol), estudos de
otimizacdo foram realizados para se obter os melhores resultados, em relagdo aos
valores de corrente. A concentracdo de BE utilizado foi um deles, como pode ser visto

na Figura 33:
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Figura 33: Voltamogramas de pulso diferencial usando brometo de etidio como
intercalador em tampéo fosfato (0,1 mol.dm™), pH 7,4 em eletrodos modificados com
poli(3-aminofenol) contendo sondas e alvos complementares hibridizados a 42 °C por
15 minutos para (A) produto de PCR de cancer de prostata e (B) produto de PCR de
hepatite C, concentragdo das sondas e alvos = 100 ng, concentracdo de brometo de
etidio = 0,54 umol.dm'3 ,5,4 umol.drn'3 , 54um01.dm'3, 0,54 mmol.dm> e 5,4 mmol.dm'3,
v=20 mV.s™", amplitude = 25 mV, duragdo do pulso = 60 ms.

Os melhores resultados deveriam ser, pelos graficos na Figura 33, utilizando a
maior concentracdo de BE. Porém, este amplo sinal ndo se refere apenas ao BE
intercalado no DNA. A grande quantidade de intercalador usada ¢ também absorvida
pelo polimero, com parte sendo lavada em tampao, parte lixiviada durante a detecgao.
Os dois casos sao visiveis a olho nu a medida que o recipiente de lavagem e a célula
eletroquimica de deteccao passam a apresentar uma coloragao alaranjada, caracteristica
intrinseca do BE. No outro extremo, a menor concentragao utilizada ndo apresenta sinal
de oxidagdo e o perfil se assemelha com a linha de base. Nessas condigdes, ndo ¢
possivel de se detectar BE. Aumentando 10 e 100 vezes essa concentracao, a resolucao
nao ¢ boa e os sinais de corrente sao dificeis de analisar ¢ de se verificar diferencgas
entre sonda e alvo. Os melhores resultados provém da concentragdo de 0,54 mmol.dm™

de BE. O sinal eletroquimico ¢ observavel, ndo hé a presenca de processos de lixiviagdo
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e ¢ possivel de se obter diferencas nas respostas de sonda/alvo. Assim, essa
concentragdo foi utilizada na realizagdo dos proximos experimentos.

Outro aspecto importante ¢ o tempo de contato para hibridiza¢do do alvo com a
sonda. Tempos muito curtos ndo permitem a completa condi¢gdo de hibridizagao e
tempos muito extensos podem promover adsor¢des indesejadas na superficie juntamente
com a hibridizagdo. Em ambos os casos ¢ esperado aumento no sinal de corrente. Um

estudo de tempo de hibridizagao foi realizado, como poder ser visto na Figura 34:
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Figura 34: Perfil de corrente versus tempo para detecgdes utilizando brometo de
etidio como intercalador em tampao fosfato (0,1 mol.dm'3), pH 7,4 sobre eletrodos
modificados com poli(3-aminofenol) contendo sondas e alvos complementares
hibridizado em 5, 10, 15, 20 e 25 minutos a 42 °C para (A) produto de PCR de cancer
de proéstata e (B) produto de PCR de hepatite C, concentragdo da sonda e alvo = 100 ng,
concentragdo de brometo de etidio = 0,54 mmol.dm™ , v =20 mV.s', amplitude = 25

mYV, duragdo do pulso = 60 ms.

Pode ser observado um acréscimo nos valores de corrente de 5 a 25 minutos de
deteccao. Como mencionado acima, em um determinado ponto pode haver adsor¢ao do
alvo na superficie do polimero e o aumento se daria pela interagdo do BE com excesso
de DNA imobilizado. A partir de 15 minutos de hibridizagdo, a superficie do eletrodo
tende a secar e as respostas de corrente de 20 e 25 minutos aumentam em pouca escala,

tendendo a uma estabilizagdo. Assim, 15 minutos parece ser o limiar da hibridizacao
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com a adsor¢dao e esse tempo foi escolhido para as hibridizagdes nos experimentos
seguintes.

Para se avaliar a especificidade dos genossensores construidos, medidas
utilizando produtos de PCR nao-complementares foram feitas. Como as duas sondas
possuem tamanhos semelhantes, a sonda do cancer de prostata foi utilizada como alvo
ndo-complementar para o genossensor para o virus da hepatite C e vice-versa. Esses

estudos podem ser observados na Figura 35:
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Figura 35: Voltamogramas de pulso diferencial usando brometo de etidio como
intercalador em tampdo fosfato (0,1 mol.dm™), pH 7,4 em eletrodo modificado com
poli(3-aminofenol) contendo apenas as sondas (—), contendo as sondas e os alvos
complementares hibridizados a 42 °C por 15 minutos (—) e contendo as sondas e alvos
nao-complementares hibridizados a 42 °C por 15 minutos (—) para (A) produto de PCR
de cancer de prostata e (B) produto de PCR para o virus da hepatite C, concentragao das
sondas e alvos = 100 ng, concentracdo de brometo de etidio = 0,54 mmol.dm™, v = 20

mV.s", amplitude = 25 mV, duragdo do pulso = 60 ms.

Utilizando alvos ndo-complementares de produtos de PCR semelhantes, ¢
possivel dizer que os sensores construidos apresentam especificidade com seus alvos

complementares. As sondas nao-complementares sdo excluidas nas etapas de lavagem e
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0s sensores se comportam como inicialmente. Uma proxima etapa ¢ avaliar os limites de

detecgdo dos respectivos genossensores, como pode ser visto na Figura 36:
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Figura 36: Curva de calibracdo para alvos complementares a diferentes

concentracgoes para (A) cancer de prostata e (B) hepatite C.

O limite de detecgao foi de 16 ng e 19 ng e o limite de quantificacao foi
de 54 ng e 64 ng, para cancer de prostata e hepatite C, respectivamente. A estabilidade
dos genossensores foi avaliada em medidas periddicas (15 em 15 dias), como pode ser

visto na Figura 37:
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Figura 37: Tempo de vida do genossensor. Medida realizada usando brometo de
etidio como intercalador em tampao fosfato 0,1 mol.dm™ , pH 7,4 em eletrodo
modificado com poli(3-aminofenol) contendo sondas e os alvos complementares
hibridizados a 42 °C por 15 minutos para (A) produto de PCR de cancer de prostata e

(B) produto de PCR para virus da hepatite C, concentracao das sondas e alvos = 100 ng,
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concentracdo de brometo de etidio = 0,54 mmol.dm's, v =20 mV.s’l, amplitude = 25

mV, duragdo do pulso = 60 ms.

Os dois genossensores possuem resposta eletroquimica para os alvos

complementares com até 60 dias de armazenamento.

4.3. Espectroscopia de Impeddncia Eletroquimica

Através da intercalacdo do brometo de etidio nas sondas imobilizadas foi
possivel realizar a detec¢do eletroquimica de hibridizacdo, indicando que ambas, sondas
e alvos, foram imobilizados com sucesso. Para comprovar essas imobilizag¢des, foi
utilizada a técnica de Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica (EIE), que fornece
informagdes importantes sobre as caracteristicas de um sistema eletroquimico, como
resisténcias e capacitancias através de variagdes de freqiiéncia [199]. A EIE tem sido
amplamente usada para medir a impedancia de processos superficiais, incluindo
deteccao de hibridizagao de DNA [200,201] sendo bastante eficiente ao se avaliar a taxa
de transferéncia eletronica nos eletrodos, na presenga de espécies redox em solugao.
Uma das possiveis representagdes dos dados ¢ feita através do diagrama de Nyquist, em
que a presenca de semicirculos indica componentes resistivos nos sistemas. Esses
componentes do sistema podem ser visualizados através da atribui¢do de um circuito
equivalente, para simular as respostas obtidas pela técnica, e os dados obtidos sdo
mostrados em uma tabela.

Os sistemas foram construidos sem a adicdo de BE, buscando simplificar os
sistemas de analise, ja que a técnica permite analisar diferengas entre as imobilizagdes
diretamente, sem a necessidade de se adicionar um agente de identificacao indireto. Os
diagramas de Nyquist, oriundos desta deteccdo, o circuito equivalente e a tabela dos

dados obtidos podem ser vistos na Figura 38 e Figura 39, respectivamente:
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Figura 38: Diagramas de Nyquist realizados em (A) eletrodos de grafite
modificados com poli(3-aminofenol) (—[J]—), sonda de cancer de prostata (—[1—) e
sonda/alvo de cancer de prostata (—[ —) e (B) eletrodos de grafite modificados com
poli(3-aminofenol) (—[J—), sonda de hepatite C (—[—) e sonda/alvo de hepatite C
(—[0—) em K3Fe[CN]¢/K4Fe[CN]s (5,0 mmol.dm™) contendo KCI (0,1 mol.dm™).
Potencial aplicado de +0,24 V, amplitude 10 mV, concentragcdo das sondas = 100 ng. As

linhas sdo referentes aos ajustes realizados as curvas experimentais.

Rtc, Rtc,
/\IX/\_[/\N\] [/\/\/\]
|1 | |
Qdl, Qdl,

Figura 39: Circuito equivalente proposto para os ajustes realizados sobre os
dados experimentais de impedancia, onde Rs (resisténcia a solugdo), Rtc; (resisténcia a
transferéncia de carga entre eletrodo e polimero), Qdl; (capacitancia entre eletrodo e
polimero), Rtc, (resisténcia a transferéncia de carga entre o material biologico e o

polimero) e Qdl, (capacitancia entre o material bioldgico e o polimero)
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Tabela 3: Dados obtidos do ajuste: P3AF(poli-3-aminofenol), ss(sonda),

ds(alvo), HepC (virus da hepatite C) e CP (cancer de prostata).

Rs (Q) Qdl, n Rtc; (Q) Qdl, n Rtc, (kQ) 1
@'s") @'s")

P3AF 5,65 0,15 1,00 659.,0 0,17 0,76 25,91 4,43x10~
ssHepC | 5,94 0,13 0,84 299.4 0,55 0,78 5,51 2,12x107
dsHepC | 13,36 0,13 1,00 233,6 0,39 0,68 8,17 4,20x107

ssCP 15,40 0,19 0,75 675,0 0,66 0,84 5,79 8,57x107

dsCP 9,69 0,17 0,84 398.,0 0,55 0,76 8,51 3,87x10™

A Figura 38 apresenta os diagramas de Nyquist juntamente com o ajuste
realizado pelo circuito equivalente apresentado na Figura 39. H4 a presenca de dois
semicirculos nos sistemas. Um a altas freqii€éncias e outro, bem mais evidente, em
baixas frequéncias. Nao hd a presenca no circuito da componente W (Warburg), que
indicaria um sistema controlado por difusdo, pois uma reta com inclinacdo de 45°
deveria estar presente nas regidoes de baixa freqiiéncia [202]. Visto que a intengdo foi
observar as diferengas entre as medidas, os valores de chi-quadrado (y?) atestam
qualidade razoavel do ajuste experimental.

E possivel de se observar que, para ambos os sistemas (cancer de prostata e
hepatite C), o mesmo perfil com valores de resisténcia similares sdo apresentados, como
esperado. O poli(3-aminofenol) apresenta os maiores valores de resisténcia, como ja
observado em outro trabalho [158], ou seja, maior dificuldade para a acao das espécies
redox ferri/ferrocianeto sobre a superficie do eletrodo. Esperava-se que, com a adigdo de
uma nova camada molecular (nesse caso, as biomoléculas), ocorresse o aumento dos
valores de resisténcia pelo aumento da distancia das espécies redox ao eletrodo. Porém,
o contrario € observado (Rtc;). Isso pode ser explicado através do esquema apresentado

na Figura 40:
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Figura 40: Esquema proposto para a hibridizacao da sonda com alvo através dos
resultados obtidos por EIE: eletrodo de grafite (preto) modificado com poli(3-
aminofenol) (vermelho) e possiveis funcionalizagdes (linhas retas), ferro/ferricianeto de
potassio (sinais negativos), sondas e sondas com alvos para (A) apenas polimero em
solucdao, (B) polimero mais sonda com grupos fosfato livres para a solugdo, (C)
polimeros interagindo com grupos fosfato da sonda e (D) polimero mais sonda e alvo

complementar em solugdo.

A resisténcia a transferéncia de carga significativa para os sistemas (Rtcy),
ilustrada nos diagramas de Nyquist como o semicirculo visivel a baixas freqiiéncias,
diminui do polimero para as sondas e aumenta novamente para as sondas/alvos. O
polimero (Figura 40A) apresenta dificuldade para a aproximagao das espécies redox a
superficie do eletrodo devido a sua estrutura (ver discussdo sobre a Figura 32). A
presenca da sonda poderia ocorrer de duas formas. Poderia estar com a regido
hidrofilica interagindo com o polimero (Figura 40C) ou em contato com a solucdo
(Figura 40B). Se a segunda possibilidade fosse verdadeira, teriamos um aumento nos
valores de resisténcia devido a repulsdo entre os grupos fosfato e as espécies redox

ferro/ferricianeto, todas carregadas negativamente. Porém, h4d um decréscimo
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consideravel nos valores de Rtc,, o que sugere que a imobilizagdo da sonda esteja
ocorrendo através dos grupos amino do polimero e os grupos fosfato, o que permite que
a regido hidrofobica altamente carregada do DNA possa interagir mais com moléculas
de ferro/ferricianeto, diminuindo, assim, a resisténcia a transferéncia de carga. Com o
alvo imobilizado, a probabilidade ¢ de ocorrer de acordo com a Figura 40D, dessa vez
com a regido hidrofilica do DNA em contato com a solugdo, o que permite novamente
um aumento da resisténcia pela repulsdo com as espécies negativas em solu¢dao. O
aumento da capacitancia de Qdl; para QdIl, atesta a presenca de grupos redox na
superficie modificada do eletrodo, relacionada a presenga das sondas de DNA,
confirmado também pela auséncia de aumento significante de capacitancia de Qdl; para
Qdl, construido apenas o polimero. Através da EIE nao apenas foi possivel detectar
sonda e alvo como também mostrou a possibilidade de interacdo com o polimero via

grupos fosfato das amostras de DNA.

4.4. Planejamento Fatorial para otimizacdo de DNA de Calf Thymus e brometo de

etidio

A interacdo entre DNA e BE por intercalacdo pode ir além da construcao de
genossensores para detec¢do de doengas em estagios iniciais. Se conhecido os
parametros de melhor interagdo entre eles, podemos construir um sistema que pode ser
usado para a identificagdo de novas drogas, muito usadas no tratamento de cancer por
quimioterapia. A utilizacdo de produtos de PCR ¢ invidvel pela minima quantidade e
baixa concentragdo. DNA nativo obtido do timo de bezerro (Calf Thymus) pode ser
utilizado pelo baixo custo por uma alta quantidade de material com uma alta pureza.

A fim de construir um modelo que identifique a melhor condicdo de intercalagao
entre BE ¢ DNA de Calf Thymus para a aplicagdo no estudo de novos agentes
antineopldsicos  quimioterapicos, experimentos envolvendo eletroquimica e
espectroscopias foram realizados, baseados nas caracteristicas Opticas e elétricas do BE.

Para se realizar os experimentos de planejamento fatorial, primeiramente foram
analisadas as respostas de BE livre e em contato com DNA por espectroscopia de UV-
visivel (Figura 41A) e depois por espectroscopia de fluorescéncia (Figura 41B). Os
potenciais anddicos limite para voltametria de pulso diferencial foram de +0,70 V

devido a oxida¢do de EDTA a potenciais maiores do que esse (Figura 41C).
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Figura 41: Medidas realizadas em tampao TE pH 8,0 com brometo de etidio (40
umol.dm™) (-) e brometo de etidio (40 pmol.dm™) mais DNA de Calf Thymus (240
umol.dm™) (—) através de (A) Espectroscopia de UV-visivel, (B) Espectroscopia de
Fluorescéncia, emissio a 595 nm e (C) Voltametria de Pulso Diferencial, v =20 mV.s™",

amplitude = 25 mV, durag¢do do pulso = 60 ms.
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BE apresenta um pico de absorbancia a 480 nm, enquanto na presenga de DNA
ha um deslocamento batocromico para 519 nm e uma hipocromicidade de cerca de 25%
[203]. O espectro de fluorescéncia apresenta uma diferenga de cerca de 16 vezes de
aumento de BE livre para BE/DNA. A oxidagao eletroquimica do BE ocorre a maiores
valores de corrente, coincidentemente, o0 mesmo aumento de 16 vezes observado no
espectro de fluorescéncia, nas mesmas condigdes.

Quando BE se intercala, este muda de um ambiente hidrofilico para um
hidrofobico, a medida que a solu¢ao aquosa fica em contato com a regido externa dos
grupos fosfato do DNA e o BE se intercala entre os pares de bases, no ambiente
hidrofébico. A mudanga no ambiente promove o deslocamento para a regido do
vermelho no espectro de UV-visivel e, como a 4gua ¢ um inibidor de fluorescéncia, a
intercalacdo promove um aumento na resposta fluorescente. Quando BE intercala,
forma um aduto com DNA, o qual faz com que a absorc¢ao de luz fique mais dificil de
ocorrer. Também ha uma limita¢ao na ressonancia do anel aromatico devido a interagao
com os pares de base, assim promovendo o efeito de hipocromicidade. O decréscimo de
corrente nos experimentos eletroquimicos ocorre devido a dificuldade para o BE de
alcancar a superficie do eletrodo de grafite quando intercalado e a inacessibilidade dos
grupos oxidaveis, que estdo interagindo com os pares de bases.

Com esta andlise e visando construir um perfil de concentragdo, as
concentragdes de BE foram alteradas e foi adicionado NaCl em varias concentragdes. A
presenca de sal nas solucdes altera as interagcdes do BE com DNA como pode ser visto

nas Figuras 42 e 43:
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Figura 42: Perfis de sinais espectroscopicos de fluorescéncia (—m—) e UV-
visivel (—o—) mantendo a concentra¢io de DNA de Calf Thymus (240 pmol.dm™) e de
brometo de etidio a (40 umol.dm'3 ), mas variando a concentracdo de NaCl de 0, 10, 20,

40, 80, 160, 320 e 640 mmol.dm™.

Em uma concentracdo fixa de DNA e BE, ¢ possivel observar que ha um
aumento na intensidade de fluorescéncia, juntamente com um deslocamento no
comprimento de onda no espectro de UV-visivel até uma concentragdo de sal de 10-20
mmol.dm™. Apds esse ponto, ocorre um decréscimo na intensidade de fluorescéncia e
um deslocamento hipsocromico. As variagdes nas respostas de fluorescéncia e de
absor¢do com o acréscimo de sal podem ser justificadas, baseado que, em altas
concentragdes de sal os pares de bases de DNA se tornam mais compactos. Para que
uma molécula de BE se intercale no plano das pares de bases ha a necessidade de um
desdobramento da dupla fita. Assim, a inser¢do de um anel de BE dentro do fragmento
de DNA desdobra a dupla fita em 26°, reduzindo o angulo de tor¢do (por par de bases)
de 36° para 10° [121]. A medida que se torna mais dificil desdobrar uma molécula
compacta, BE perde grande parte do efeito intercalativo e, assim, as respostas
diminuem, tendendo a voltar as respostas iniciais com BE livre. E importante ressaltar
que a hipercromicidade, seguindo o efeito hipsocromico com a adi¢cdo de sal, ndo ¢
muito expressiva, na medida em que ha uma grande quantidade de BE ligado ao DNA.
Para valores de sal entre 0 ¢ 20 mmol.dm™, ha uma hipercromicidade de apenas 0,2%.

Um efeito maior ¢ verificado com altas adigdes de sal (os ultimos dois valores de
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concentragdo de NaCl nos graficos). Os experimentos eletroquimicos realizados com

alteracdo da concentragdo de sal pode ser visto na Figura 43:
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Figura 43: Perfis de sinais de corrente (—m—) e de potencial (—o—), mantendo a
concentragdo de DNA de Calf Thymus (240 pmol.dm™) e de brometo de etidio a (40
umol.dm'3), mas variando a concentragao de NaCl de 0, 10, 20, 40, 80, 160, 320 ¢ 640

mmol.dm™.

Pela Figura 43, observa-se um aumento nos valores de potencial de oxidagao até
exatamente essa concentracdo de sal 20 mmol.dm™ e um aumento de 1 pA nos valores
de corrente, muito pequeno até esse mesmo valor de sal. Esse maximo ¢ observado no
trabalho de Ozsoz et al. [204], o qual descreve que forgas eletrostaticas sao
predominantes a baixas forcas idnicas na solu¢do, enquanto que em altas for¢as idnicas
interagdes intercalativas ocorrem.

Com a adicao de sal, ha um acréscimo nos valores de corrente. Apds esse valor
de sal, as correntes comegam a aumentar com maior intensidade, aliado a um menor
potencial de oxidacdo. O aumento de corrente indica que mais BE estaria acessivel a
oxidagdo e o menor potencial indica maior facilidade com que isso ocorre. Assim como
o esperado pelos experimentos espectroscopicos, o limite nos valores de NaCl,
indicando uma melhor intercalagio, estdo entre 10 e 20 mmol.dm™. Valores acima
desses apontam perda na intensidade de intercalacdo, evidenciada pelo aumento de

corrente, decréscimo de potencial, decréscimo de intensidade de fluorescéncia e
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deslocamento hipsocrémico. Nesse ponto, uma concentra¢io de 20 mmol.dm™ foi
escolhida para os experimentos seguintes. Mantendo a concentragdo de NaCl, foi

alterado agora a concentragao de BE, como pode ser visto nas Figuras 44 ¢ 45:
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Figura 44: Perfis de sinais espectroscopicos de fluorescéncia (—m—) e
espectroscopia de UV-visivel (—o—), mantendo a concentragdo de DNA de Calf Thymus
(240 pmol.dm™) e de NaCl a (20 mmol.dm™), mas variando a concentracdo de brometo

de etidio de 16, 20, 24, 26.67, 34.28, 40, 80, 120 e 240 ymol.dm™.

Alterando as concentracdes de BE foi observado na Figura 44 que ocorre um
aumento linear na intensidade de fluorescéncia até o valor de 40 pmol.dm™ e um leve
deslocamento para o azul na mesma regido. A partir desse maximo, atingiu-se um plato
na intensidade de fluorescéncia, ndo sendo observada alteracdo até a proporcdo
BE/DNA de 1:1, na qual um decréscimo acentuado nos valores foi observada (63 u.a).
Este decréscimo pode ser devido ao excesso de BE nao ligado levar a um mecanismo de
inibicao dinamica, no qual excesso de BE inibe o estado estacionario da intensidade de
fluorescéncia [205]. Também, Burns [206] descreveu que essa inibi¢do seria por
transferéncia ndo radioativa de energia para BE livre. Embora haja o platd na
fluorescéncia, ha um deslocamento perceptivo para o azul no espectro UV-visivel entre
40 pmol.dm™ e 80 umol.dm>, indicando a perda da resposta de BE ligado ao DNA,
tendendo a voltar a resposta inicial. Com os dados analisados pelas duas técnicas

espectroscopicas, ¢ possivel afirmar que entre 40 ¢ 80 pmol.dm™ BE ligado ao DNA
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ocupa todos os sitios ativos. A partir desse ponto em diante, o excesso de BE fica
restrito aos sitios externos do DNA, ndo o suficiente para inibir a fluorescéncia, mas sim
para permitir que BE livre absorva luz, promovendo o deslocamento hipsocromico. Os
experimentos eletroquimicos levando em consideracdo a variagdo na concentragdo de

BE pode ser visto na Figura 45:
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Figura 45: Perfis de sinais de corrente (—m—) e de potencial (—o—), mantendo a
concentragdo de DNA de Calf Thymus (240 pmol.dm™) e de NaCl a (20 mmol.dm™),
mas variando a concentracao de brometo de etidio de 16, 20, 24, 26.67, 34.28, 40, 80,
120 e 240 pmol.dm™.

A mudanga de concentragdo de BE provoca alteragdes nas respostas
voltamétricas (Figura 45). Até a concentracio de 40 pmol.dm™ h4 apenas um leve
aumento na oxidacdo do BE (apenas 3 pA). Porém, de 40 para 80 umol.dm'3, ha um
acréscimo significativo de 32 pA, indicando presenca de BE livre em solugdo. O
potencial de oxidacdo ainda aumenta de 40 para 80 pmol.dm™, tendendo a cair apenas
no valor subseqliente, indicando aumento de dificuldade de oxidagao até pelo menos 80
umol.dm™. O aumento de 16 vezes na corrente ¢ similar ao que Vardenyan ez al. [181]
observou em seus experimentos. A partir de 80 pmol.dm™ a corrente ainda tende a
aumentar, visto que mais BE livre esta presente na solucao e o potencial anddico tende a

diminuir pelo mesmo motivo. Nesse ponto, através das técnicas voltamétricas e
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espectroscopicas, valores entre 40 ¢ 80 pmol.dm™ sdo os que apresentam os melhores
resultados de intercalagao de BE com DNA.

As andlises feitas acima indicam que valores entre 10 ¢ 20 mmol.dm™ de NaCl e
entre 40 e 80 umol.dm™ de BE fornecem os melhores resultados para intercalagio de
DNA de Calf Thymus e BE. Ao invés de se trabalhar com valores aleatorios entre essas
variaveis, a fim de se encontrar o melhor ponto, uma otimizacdo através de
planejamento fatorial a dois niveis foi realizada envolvendo BE, DNA e NaCl.

A tabela 4 compila os dados obtidos através de planejamento para trés variaveis
(na ordem de 2°). Os valores das varidveis e a resposta para o modelo de construgdo

também podem ser vistos. Os efeitos das variaveis sdo mostrados na tabela 5:

Tabela 4: Plancjamento Fatorial a dois niveis 2° com ponto central para
concentragcoes de DNA/EB/NaCl. Concentragdes sao dadas em umol.dm'3 , com excec¢ao
do NaCl, que é dado em mmol.dm™. LF para Intensidade de Fluorescéncia (a.u), nm

para comprimento de onda, nA para corrente € V para potencial.

Variaveis reais Variaveis escalonadas LF nm LA \Y
[DNA] [BE] [NaCl] X* Y #* VAol
120 40 10 -1 -1 -1 55,34 504,5 21,74 0,656
240 40 10 +1 -1 -1 80,25 519,5 2,21 0,592
120 80 10 -1 +1 -1 51,64 490,0 33,21 0,612
240 80 10 +1 +1 -1 80,60 505,5 29,28 0,612
120 40 20 -1 -1 +1 52,55 501,5 20,78 0,644
240 40 20 +1 -1 +1 84,58 520,5 2,89 0,594
120 80 20 -1 +1 +1 50,86 488,5 29,9 0,627
240 80 20 +1 +1 +1 86,00 504,0 29,73 0,622
180 60 15 0 0 0 70,06 506,5 30,76 0,628
180 31,72 20 0 2 +1 55,71 518,5 2,75 0,600
180 88,28 20 0 +\2 +1 74,15 497,5 35,93 0,628
95,15 60 20 2 0 +1 52,02 518,0 37,21 0,624
264,85 60 20 +\2 0 +1 91,61 506,1 10,82 0,603
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* X=[DNAJ]-180 (1)
60

*# Y= [EB]-60 )
20

##% 7— [NaCI]-15  (3)
5

Tabela 5: Efeito das variaveis

Efeito (para Efeito (para Efeito (para Efeito para
fluorescéncia)’  comprimento de corrente)’ potencial)*
onda)’
[DNA] +30,26 +16,25 -10,38 -0,03
[BE] -0,90 -14,50 +18,63 +0,003
[NaCl] +1,54 +1,25 -0,78 +0,003
[DNA] + [BE] +1,79 -0,75 +8,33 -0,027
[DNA] + [NaCl] +3,33 +1,00 +1,35 +0,002
[BE] + [NaCl] +0,77 -0,25 -3,65 +0,009
[DNA] + [BE] + [NaCl] +3,32 +1,00 +0,53 -0,026

Desvio padrio (6) para ' 6=0,46 “6=1,05 >6=0,50 *o=0,006

O escalonamento das variaveis DNA, BE e NaCl foi realizado através das
equacdes (1), (2) e (3) para que as analises pudessem ser feitas na mesma propor¢ao,
visto que a concentragio de NaCl apresenta valores na ordem de 10° maior do que para
as outras variaveis. Desta forma, todos os minimos ¢ maximos estudados apresentam o
mesmo valor na nova escala.

Observando os dados da Tabela 4 ¢ possivel identificar previamente o baixo
efeito de NaCl nos sistemas, confirmado pelos baixos efeitos isolados em cada uma das

técnicas utilizadas na Tabela 5. Os valores estdo muito proximos do desvio padrao e seu
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efeito entre 10 ¢ 20 mmol.dm™ ndo é suficientemente significante para alterar as
medidas em qualquer dire¢do. Do mesmo modo as interagdes entre NaCl/BE e
NaCl/DNA s3o muito pequenas. Isso significa que tanto um valor quanto o outro vao
fornecer resultados muito semelhantes. As analises mostram que o principal efeito
provém do DNA, indicando que ele é o responsavel pelas maiores alteracdes em todos
os sistemas. Os efeitos isolados do BE diferem de um experimento para outro € uma
analise dos efeitos mais aprofundada deve ser feita. A identificacdo de efeitos
significantes pode ser expressa em um grafico normal, obtidos através do teste Z.
Supondo que o valor verdadeiro para cada efeito seja zero, os valores obtidos na
tabela 5 devem refletir apenas os erros aleatorios do planejamento fatorial em andlise,
ou seja, valores que se distanciam de zero e que, para nds, interpretaremos como 0s
efeitos significantes. Assim, podemos considerar uma amostra aleatoria retirada de uma
distribuicao aproximadamente normal, com média populacional zero. Um grafico
normal dos valores dos efeitos pode ser tracado e pode-se usa-lo para testar a hipotese
de que os efeitos ndo existem. Os dados utilizados para isso podem ser vistos na Tabela

6 e o grafico normal na Figura 46:
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fatorial e os valores de probabilidade cumulativa

Tabela 6: Correspondéncia entre os efeitos calculados para o planejamento

Ordem | Efeito Regido de probabilidade Ponto central | Valores de Z [207]
cumulativa (%)
1 14,5 0-3,57 1,785 2,1
2 10,38 3,57-7,14 5,355 -1,61
3 3,65 7,14-10,71 8,925 -1,345
4 0.9 10,71-14,28 12,495 -1,15
5 0,78 14,28-17,85 16,065 -0,99
6 0,75 17,85-21,42 19,635 -0,855
7 025 21,42-24,99 23,205 -0,73
8 0,03 24,99-28,56 26,775 -0,62
9 0,027 28,56-32,13 30,345 -0,515
10 0,026 32,13-35,70 33,915 -0,415
11 0,002 35,70-39,27 37,485 -0,32
12 0,003 39,27-42,84 41,055 -0,225
13 0,003 42,84-46,81 44,625 -0,135
14 0,009 46,81-49,98 48,195 -0,05
15 0,53 49,98-53,55 51,765 0,05
16 0.77 53,55-57,12 55,335 0,135
17 1 57,12-60,69 58,905 0,225
18 1 60,69-64,26 62,475 0,32
19 125 64,26-67,83 66,045 0,415
20 1.35 67,83-71,40 69,615 0,515
21 1,54 71,40-74,97 73,185 0,62
22 179 74,97-78,54 76,755 0,73
23 3.32 78,54-82,11 80,325 0,855
24 333 82,11-85,68 83,895 0,99
25 8.33 85,68-89,25 87,465 1,15
26 16,25 89,25-92,82 91,035 1,345
27 18,63 92,82-96,39 94,605 1,61
28 30.26 96,39-100 98,175 2,1
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Figura 46: Grafico normal para os efeitos, editado a partir dos dados da tabela 6.

Nesse teste, observa-se no grafico que os pontos centrais se ajustam muito bem a
uma reta que cruza a probabilidade acumulada de 50% praticamente sobre o ponto zero
do eixo y. Portanto, podemos dizer que esses pontos seriam provenientes de uma
populacdo normal de média zero, ou seja, efeitos sem significado fisico. Entretanto, os
outros pontos numerados, que identificam a ordem dos experimentos na Tabela 6 nao
podem ser pensados como pertencentes & mesma populagdo que produziu os pontos
centrais da reta, pela sua distdncia da mesma. Estes sdo efeitos realmente significantes e
quanto mais afastados da regido central, mais significantes ainda. Desse modo, apenas
os pontos enumerados (1,2,25,26,27 e 28) sao significativos.

Dentre os efeitos, em nenhum deles estdo presentes nos resultados obtidos para a
variagdo de potencial. Realmente, seus resultados estdo muito proximos do valor de
desvio padrdo e as diferencas entre um experimento € outro sdo muito pequenas, o que
pode induzir a erros na analise. Do mesmo modo, os efeitos para NaCl nao aparecem, o
que confirma a andlise feita anteriormente. Em todos outros experimentos, os efeitos
mais significantes sdo os do DNA isolado utilizando todas as técnicas e BE nas analises

de corrente e comprimento de onda. O unico efeito de interagdo presente ¢ o do
DNA/BE por corrente. Isso nos permite dizer da importancia das duas varidveis na
construcao de um modelo, principalmente nas andalises por corrente, de onde o modelo,

depois de construido podera ser aplicado diretamente.
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Baseado na pequena, porém visivel melhora nos resultados quando se trabalha
com 20 mmol.dm™ (Figuras 42 e 44), os mapas dos planejamentos fatoriais foram

construidos baseados nesse valor de sal, como pode ser visto na figura 47:
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Figura 47: Planejamento Fatorial a dois niveis para otimizagdo de DNA de Calf

Thymus e brometo de etidio.

Em relacdo aos dados obtidos por espectroscopia de fluorescéncia, o sinal do
efeito € positivo para o DNA e negativo para o BE. Isso indica que ha uma tendéncia de
melhor resposta com o aumento e a diminui¢do de concentracio de DNA e BE,
respectivamente. Como pode ser observada, a regido de resposta mais intensa aponta
para as tendéncias da Tabela 5, maiores para maiores concentragdes de DNA. Todos os
valores utilizados entre 0 maximo e o minimo de BE utilizando o maximo de DNA
apresentam a mesma intensidade, o que ¢ esperado, visto que os valores de
fluorescéncia na Figura 44 sdo pouco diferentes (regido do patamar). A equagdo obtida
do mapa do planejamento fatorial ¢

Intensidade de Fluorescéncia = 68,6156+15,3949%x+3,226*y,
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Onde x e y representam a concentragdo de DNA e BE, respectivamente. Nesse
ponto, utilizando as intensidades de fluorescéncia, os melhores valores sdo obtidos para
o maximo de concentracdo de DNA e para todo o intervalo de BE. Como queremos
valores especificos para BE e DNA, planejamentos fatoriais realizados pelas outras

técnicas foram feitos. Na Figura 48, o mapa para os valores de comprimento de onda:
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Figura 48: Planejamento Fatorial a dois niveis para otimizacdo de DNA de Calf

Thymus e brometo de etidio.

Utilizando os valores de comprimento de onda, observa-se que o aumento da
concentracdo de DNA acompanha a diminui¢cao nos valores de BE da mesma maneira
que para os espectros de fluorescéncia. A equagdo do mapa demonstra isso:

Comprimento de onda = 505,0178+9,1739*x-7,3998*y,

em que o sinal positivo para a coordenada X e negativo para y confirmam essa
tendéncia, juntamente com o grafico da Figura 44. Como obtido no mapa para as
intensidades de fluorescéncia, quanto maior a concentracdo de DNA, maiores os valores
e maior o deslocamento batocromico, indicando mais sitios de DNA ocupados por BE.

Na mesma linha, quanto menor a quantidade de BE, maior o sinal de intercalacao.
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Nesse ponto, ao que indica, 20 mmol.dm™ de NaCl e 40 umol.dm'3 de BE sao os pontos
de melhor resultado através dos experimentos de planejamento fatorial.

Os resultados eletroquimicos confirmam essa tendéncia (Figura 49):

SUEINE

Figura 49: Planejamento Fatorial a dois niveis para otimizacdo de DNA de Calf

Thymus e brometo de etidio.

Ao contrario do sistema avaliado nos graficos anteriores, o sinal dos efeitos ¢
negativo para DNA e positivo para BE. Isso ¢ devido ao aumento de intercalacao,
diminuindo os sitios ativos de BE para oxidacdo, provocando um decaimento de
corrente. Assim, quanto mais DNA e menos BE, menor a resposta de corrente.
Logicamente, quanto maior a concentragdo de BE, maior a possibilidade dele se
encontrar livre e, assim, aumentar a resposta de oxidagdo. O efeito em conjunto de
DNA/BE ¢ mais alto do que nos outros experimentos o que indica que a alteracdo dos
dois parametros ¢ benéfica para o sistema. A equacao dada pelo mapa ¢

Corrente = 3,076x10” — 6,9232x10%*x + 1,036x107*y — 3,5852x10*x*x +
4,431x10° *x*y — 5,9233x 10 *y*y,
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Nesse caso foi necessario utilizar uma equacdo de segunda ordem com a
utilizagdo de mais quatro experimentos, conhecidos com planejamento tipo estrela.
Através do grafico ¢ nitida a regido de minimo, ao méximo de concentracdo de DNA
(240 pmol.dm™) e minimo de BE (40 umol.dm™). Os dados sdo consistentes com os
experimentos de fluorescéncia e de UV-visivel para planejamento aliados aos

experimentos da Figura 44. Para finalizar, o mapa gerado devido a variagdo no potencial

foi construido (Figura 50):

AEARIVRINRY

Figura 50: Planejamento Fatorial a dois niveis para otimizagdo de DNA de Calf

Thymus e brometo de etidio.

As variagdes no potencial apresentam um perfil diferente dos demais. H4 uma
regido de concentracdo mais intensa entre os valores de DNA e BE, surgindo como uma
“faixa” de alta intensidade. Potenciais mais elevados indicam uma maior intercalagao
devido a maior dificuldade ao se oxidar o BE. Altos e baixos valores de DNA e BE,
respectivamente, apresentam maiores respostas porque o potencial ¢ independente da
concentragdo do DNA, se a propor¢do se mantém. Isso pode ser observado pelos efeitos

das variaveis na Tabela 5, onde nenhum elemento apresenta efeito significante. As
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propor¢des sendo mantidas, independente das concentragdes, variam os valores de
corrente diretamente, porém, ndo os valores de potencial. Ou seja, pouca, quase
nenhuma variacdo no potencial ¢ observado quando se usa as maiores € as menores
concentracdes de DNA e BE (240/80 e 120/40 pmol.dm™) Assim, o mesmo perfil é
esperado para DNA a 240 pmol.dm™ e BE & 80 pmol.dm™ e para DNA 120 pmol.dm™ ¢
BE 40 pmol.dm™. A equacio obtida do mapa é

Potencial = 0,628-0,0124*x+0,0022*y-0,0052*x*x+0,0136*x*y-0,005*y*y.

A compila¢do dos dados apresentados acima mostram que a utilizagdo da
propor¢io 6:1 de DNA de Calf Thymus e BE, juntamente com 20 mmol.dm™ de NaCl
nas condicdes utilizadas em tampao TE, pH 8,0, apresentam as melhores respostas
eletroquimicas e espectroscopicas. O planejamento para os valores de potencial
mostram um perfil diferente, indicando a propor¢ao de 3:1 como a propor¢ao dos
melhores resultados. Porém, além dos resultados obtidos pelos outros parametros terem
sido bastante expressivos, os valores de potencial ndo apresentam significancia no
modelo e podem indicar artefatos nos sistemas.

Dessa maneira, a utilizagao dessa propor¢do de DNA e BE (6:1) encontrada,
podera ser utilizada como base nos estudos de sintese e caracterizagdo de novas drogas

intercalantes.
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5. Conclusdo

O poli(3-aminofenol) foi formado sobre eletrodos de carbono grafite com
sucesso. Os estudos térmicos e de estabilidade eletroquimica comprovaram baixa perda
de atividade. Associada com a possibilidade de funcionaliza¢des na superficie do
polimero, a matriz foi escolhida para a constru¢do de genossensores para detec¢do do
cancer de prostata e hepatite C.

Os genossensores para identificagdo do cancer de prostata e da hepatite C foram
construidos com sucesso sobre matriz de poli(3-aminofenol). As detec¢des foram
medidas através do sinal obtido da oxida¢ao do intercalador de DNA brometo de etidio,
utilizando a técnica de voltametria de pulso diferencial.

Experimentos também foram realizados para confirmacao das imobilizagdes, por
espectroscopia de impedancia eletroquimica. Os resultados diferenciam
qualitativamente os sistemas contendo apenas o polimero, sonda e alvos
complementares. H4 uma diminui¢@o nos valores de resisténcia ao se adicionar a sonda
no polimero o que sugere que, além da deteccdo da sonda, a andlise de uma possivel
interacao entre os grupos fosfato do DNA e das funcionaliza¢des do polimero (grupos
amino ou hidroxila). Com a adi¢do do alvo complementar hd um aumento nos valores
de resisténcia devido a repulsdo com os grupos fosfato do DNA hibridizado formado,
indicando a presenga dos materiais biologicos, confirmando as imobilizagdes.

Os parametros de deteccdo foram otimizados e a concentragdo de brometo de
etidio utilizada foi de 0,54 mmol.dm™, tempo de hibridizacio do alvo de 15 minutos e
testes de interferentes utilizando alvos ndo-complementares foram realizados com
sucesso.

O limite de deteccao foi de 16 ng e 19 ng e o limite de quantifica¢ao foi de 54 ng
e 64 ng, para cancer de prostata e virus da hepatite C, respectivamente. Os
genossensores se mostraram estaveis por 2 meses de armazenamento.

Experimentos de intercalacdo, utilizando espectroscopia de UV-visivel, de
fluorescéncia, e voltametria de pulso diferencial foram realizados utilizando brometo de
etidio e DNA de Calf Thymus e os resultados foram coerentes com a literatura. Foi
construido um modelo através de planejamento fatorial para se descobrir a melhor

proporcao de interacdo entre ambos, visando construir um sistema para deteccdo de
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novos compostos intercalantes. Foi encontrado pelo sistema a propor¢ao de 6DNA:1BE,
utilizando a concentra¢do de 20 mmol.dm™ de NaCl.

Para validacdo dos modelos de otimizagdo, testes com drogas intercalantes e
nao-intercalantes deverdo ser realizadas. Para os genossensores, os sistemas devem ser

miniaturizados e testados com amostras reais.
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