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RESUMO

NASCIMENTO, I. S. Desenvolvimento de biossensor para deteccdo de nematoides
parasitas de plantas. 2019. 121 p. Tese (Doutorado em Ciéncias) — Instituto de Fisica de Séo
Carlos, Universidade de S&o Paulo, Sdo Carlos, 2019.

Nematoides parasitas de plantas sdo microrganismos patogénicos que infectam uma grande
variedade de culturas, causando baixa produtividade na plantacdo e perdas econémicas
significativas. A deteccdo e identificacdo das espécies é importante para que se escolha a
técnica de manejo mais adequada e para que ndo seja necessario aplicar uma grande
quantidade de pesticida. Atualmente, a identificacdo dos nematoides é feita com base nas
caracteristicas morfométricas observadas por microscopia ou por analise genética através de
amplificacdo por PCR e eletroforese. No entanto, pessoas especializadas e equipamentos de
alto custo séo requeridos para a realizacdo dessas técnicas. Esse trabalho teve como objetivo o
desenvolvimento de dois biossensores para detec¢do de nematoides parasitas de plantas: um
genossensor eletroquimico e um imunossensor elétrico. Foram selecionadas trés espécies mais
importantes economicamente: Meloidogyne incognita, Meloidogyne javanica e Pratylenchus
brachyurus. Para o genossensor, projetou-se as sequéncias de DNA e para 0 imunossensor,
foram extraidas as proteinas dos individuos de cada espécie e produzidos anticorpos
policlonais. Eletrodos de ouro descartaveis do tipo multiplex e interdigitados foram
desenvolvidos e fabricados para a construcdo dos biossensores. As caracterizaces
eletroanaliticas por espectroscopia de impedancia eletrogquimica e voltametria ciclica
mostraram que 0 genossensor para detec¢cdo de sequéncias de DNA da espécie M. incognita
foi capaz de diferencia-las de sequéncias da espécie M. javanica, pertencente a0 mesmo
género. Para o imunossensor, as medidas de impedancia elétrica e analise estatistica por PCA
também apresentaram seletividade. Uma curva de calibracdo em funcdo da concentracdo da
proteina dos nematoides foi construida, exibindo um limite de detec¢do de 28,8 + 3,2 ng/mL.
Os biossensores desenvolvidos representam uma alternativa rapida, sensivel e de baixo custo
para a deteccgéo e identificacdo de nematoides, destacando a portabilidade e possibilidade de

medidas point-of-care do imunossensor elétrico.

Palavras-chave: Biossensor. Deteccdo de nematoides. Nematoides parasitas de plantas.






ABSTRACT

NASCIMENTO, I. S. Development of a biosensor for plant-parasitic nematodes
detection. 2019. 121 p. Tese (Doutorado em Ciéncias) — Instituto de Fisica de Sdo Carlos,
Universidade de S&o Paulo, Sdo Carlos, 2019.

Plant-parasitic nematodes are pathogenic microorganisms that infect a wide variety of crops,
causing low crop yields and significant economic losses. The detection and species
identification are very important to choose the most appropriate management technique and
not to apply a large amount of pesticide. Currently, the nematode identification is based on
morphometrics characteristics observed by microscopy or genetic analysis through PCR
amplification and electrophoresis. However, specialized people and high-cost equipment are
required to perform these techniques. This work aimed to develop two biosensors for
detection of plant-parasitic nematodes: an electrochemical genosensor and an electric
immunosensor. Three economically important species were selected: Meloidogyne incognita,
Meloidogyne javanica and Pratylenchus brachyurus. For the genosensor, DNA sequences
were designed and for the immunosensor, proteins from individuals of each species were
extracted and polyclonal antibodies were produced. Disposable gold electrodes with multiplex
and interdigitated design were developed and fabricated for these biosensors.
Electroanalytical characterization by electrochemical impedance spectroscopy and cyclic
voltammetry showed that the genosensor for detecting DNA sequences of M. incognita
species was able to differentiate them from M. javanica, a species of the same genus. For the
immunosensor, electrical impedance measurements and PCA statistical analysis also showed
selectivity. A calibration curve as a function of nematode protein concentration was
constructed, showing a limit of detection of 28,8 £ 3,2 ng/mL. The developed biosensors
represent a fast, sensitive and low-cost alternative for the detection and identification of
nematodes, highlighting the portability and possibility of point-of-care measurements of the

electric immunosensor.

Keywords: Biosensor. Nematode detection. Plant-parasitic nematode.
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interdigitado, com area delimitada por adesivo isolante, é inserido
em um suporte de trés contatos conectados por dois cabos ao

espectrometro.

Sistema eletroquimico utilizado como modelo: (A) eletrodo de ouro
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Voltamograma do ultimo ciclo de limpeza do eletrodo de barra
utilizado para o calculo da éarea eletroativa: presenca de trés picos de
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de ouro e um pico de reducao.
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(B) como moléculas intercalantes. As curvas azuis mostram o
comportamento distinto delas: apos a modificacdo com MCH ocorre

0 aumento do Rct e para 0 MCE, a diminuicdo.

Estudo sobre o efeito do tempo de imobilizagdo de sequéncias de
captura a 0,5 umol/L na varia¢do do Rct, onde ARct = Ret imos —
Rct Limpo. Observa-se um aumento do ARct até 12 h de incubacéo.
Entre 12 e 15 h ndo houve variacdo, indicando que houve a

saturacdo do eletrodo.
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substrato de vidro antes da limpeza: imagens 10 pum x 10 pm em 2D
(A) e 3D (B) apresentam rugosidade por area (R,) de 1,4 nm e
rugosidade quadratica média (Rq) de 2,38 nm. Nas imagens tomadas
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altura méxima do filme é de 11,1 nm, indicando uma O6tima

uniformidade na deposic¢ao do ouro.

Caracterizagdo por AFM de eletrodo multiplex em substrato de

PET: imagens de 10 pm?

antes (A) e depois da limpeza (C)
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vidro. Nas microscopias tomadas em 4 um® antes (B) e ap6s a
limpeza (D), observa-se a diminuigdo da altura maxima do filme.
No entanto, em (D) observa-se um filme menos uniforme, com a

formacédo de vales.

Imagem de contraste de fase 2 um x 2 pm de eletrodo multiplex em
substrato de PET antes da limpeza. A caracterizagdo por AFM
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Espectros de XPS na regido Au4f antes e apos limpeza
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(D); eletrodos modificados com MCH 1 mmol/L incubados com TP
(E) e NC (F).

Gréfico de barras com a variacdo percentual de RCT entre as etapas
anterior e posterior a incubacdo com as sequéncias TP e NC para
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incognita (positivo).
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1 Introducao

Nematoides parasitas de plantas (do inglés, Plant-parasitic nematodes, PPN) sé&o
parasitas que em pelo menos uma fase de seu ciclo de vida, utilizam as raizes das plantas para
adquirir nutrientes. O parasitismo pode causar o crescimento atrofiado das plantas, necrose
das raizes e descoloragdo das folhas.! Estima-se que a perda global na agricultura causada por
nematoides parasitas de plantas seja de 157 bilhdes de dolares por ano, impactando

significativamente a economia mundial.?

As plantagdes infectadas séo tratadas majoritariamente com a rotacdo de cultura, onde
¢ feita a plantacdo de uma cultura resistente a nematoides, e com o uso de nematicidas. No
entanto, essas estratégias nao sao direcionadas ao tratamento de uma Unica espécie e podem
ser ineficazes quando a espécie de nematoides presente no solo € resistente a estratégia
adotada.®> Além disso, 0 uso extensivo de nematicidas pode ndo s6 tornar os nematoides
resistentes, como também acarretar diversos problemas de saude para a populagdo. Assim, a
identificacdo e quantificacdo das espécies dos nematoides sdo essenciais para que a melhor
estratégia seja adotada e para que o controle seja feito quando a densidade populacional dos
nematoides ainda ndo esté alta, evitando o uso de altas dosagens de nematicidas.

Atualmente, a identificacdo dos nematoides é feita por meio de técnicas de
microscopia, em que a diferenciacdo das espécies baseia-se nas caracteristicas morfométricas
dos exemplares, ou pela analise molecular utilizando PCR (do inglés polimerase chain
reaction) para a amplificacdo do DNA e eletroforese para a identificacdo das sequéncias
amplificadas.®** Essas técnicas utilizam aparelhos sofisticados que demandam pessoas
especializadas para opera-los e etapas minuciosas que conferem um tempo maior para a
obtencdo dos resultados. Nesse sentido, dispositivos point-of-care, como é o caso de
biossensores, surgem como uma nova ferramenta para a detec¢do de pragas agricolas, uma

vez que a analise da amostra pode ser feita de maneira mais simples e rapida.

Biossensores sdo plataformas em que moléculas bioldgicas, como enzimas, proteinas e
DNA, formam uma camada de biorreconhecimento capaz de se ligar seletivamente a molécula
que se deseja detectar. A interacdo entre as moléculas complementares causa mudangas fisico-
quimicas que sdo convertidas a um sinal mensuravel por um transdutor, como um eletrodo.” A
plataforma é desenvolvida de acordo com a alteracdo fisico-quimica que sera analisada durante a

detecgdo, podendo ser 6tica, elétrica ou eletroquimica.® Devido & sua especificidade, possibilidade
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de uso em campo, rapidez na deteccdo e custo baixo, os biossensores tém sido empregados em

diversas areas, por exemplo, na detec¢fo de doencas,’ pesticidas® e alimentos transgénicos.’

Nesse projeto, inserido na modalidade de doutorado académico industrial e realizado em
parceria com a empresa Bayer (divisdo CropScience), dois biossensores foram estudados e
desenvolvidos — um genossensor eletroquimico e um imunossensor elétrico — para a deteccao de
nematoides parasitas de plantas. Os objetivos desse trabalho sdo apresentados no Capitulo 2,
seguido da revisao bibliogréfica e estado da arte da tematica abordada inseridos no Capitulo 3. O
Capitulo 4 descreve as metodologias utilizadas na construcdo dos biossensores. Resultados e
discussdo sdo apresentados no Capitulo 5. As conclus@es inferidas dos resultados sdo discutidas

no Capitulo 6 e, por fim, o Capitulo 7 apresenta as perspectivas desse trabalho.
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2 Objetivos

2.1 Objetivo geral

Este projeto de doutorado tem como objetivo principal o desenvolvimento de dois
biossensores — um genossensor eletroquimico e um imunossensor elétrico — para a detec¢édo e

identificacdo de espécies de nematoides.

2.2  Objetivos especificos

- Planejar as sequéncias a serem utilizadas como DNA alvo e DNA de captura, utilizando
ferramentas de bioinformatica, para as espécies Meloidogyne incognita, Meloidogyne

javanica e Pratylenchus brachyurs.

- Desenvolvimento de novo design de eletrodos multiplex, com a integracdo de quatro

eletrodos de trabalho.

- Extracdo de proteinas das espécies de nematoides e utilizacdo de anticorpos policlonais

como elementos de biorreconhecimento em imunossensor.
- Fabricacao de eletrodos de ouro descartaveis nas configuragdes multiplex e interdigitados.
- Otimizacdo da construcdo das camadas automontadas

- Realizacdo de anélises de componentes principais (PCA) nos dados obtidos pelas medidas

elétricas.
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3  Revisao da literatura

3.1 Nematoides parasitas de plantas

Nematoides sdo organismos pertencentes ao filo Nematoda, tipicamente fusiformes
(de forma alongada e com extremidades mais estreitas que 0 centro), simétricos
bilateralmente, com comprimento entre 0,1 a 2,5 mm e espessura entre 5 a 100 um, como
mostrado na Figura 3.1A.2% Nesses animais os sistemas circulatério e respiratério sio
ausentes e seus corpos sdo revestidos por uma cuticula colagenosa. Os nematoides apresentam
uma ampla diversidade de espécies adaptadas a diferentes nichos ecolédgicos e por isso sao
divididos em trés grandes categorias: os de vida livre, que se alimentam de bactérias, fungos e

outros nematoides, os parasitas de animais e os parasitas de plantas.*?

Nematoides parasitas de plantas formam uma classe de fitoparasitas que utilizam as
plantas como fonte de alimentacdo. As espécies apresentam diferentes estratégias para a
obtencdo dos nutrientes, dividindo-se em ectoparasitas e endoparasitas. Os ectoparasitas
permanecem no solo e se alimentam apenas das raizes das plantas, enquanto os endoparasitas
infectam seus tecidos intracelularmente estabelecendo uma relagdo mais nociva para a planta
hospedeira." Os nematoides fitoparasitas possuem uma estrutura especializada denominada de
estilete, presente na cavidade bucal e com ligacdo ao sistema digestivo, que é ilustrada na
Figura 3.1B. Essa estrutura possui forma pontiaguda que permite aos nematoides perfurar a
parede celular, além de secretar proteinas e enzimas capazes de inibir a resposta imune das

plantas e auxiliar a formagéo dos sitios de alimentacéo.'*3

Estilete

Figura 3.1 - Morfologia fusiforme dos nematoides (A) e estilete presente nos nematoides fitoparasitas (B)
Fonte: Elaborada pela autora
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Essa classe de nematoides €, portanto, extremamente prejudicial para as plantas causando
diversos problemas no seu desenvolvimento. A Figura 3.2 ilustra os principais sintomas
apresentados pelas plantas infectadas como crescimento atrofiado, descoloracdo das folhas e
necrose das raizes com a formagéo de cistos e galhas.!

Figura 3.2 - Sintomas das plantas ap0s a infeccdo por nematoides: crescimento atrofiado e descoloragdo das
plantas (A), formagdo de cistos (B) e de galhas (C) nas raizes.
Fonte: Adaptada de HAMMERAAS; SARDANELLI; CHEN.**®

As espécies de nematoides fitoparasitas sdo classificadas em grupos de acordo com o tipo
de lesdo causada na planta e as culturas que costumam infectar. Os principais grupos sao:
nematoides formadores de galhas, nematoides formadores de cistos e nematoides de lesdes
radiculares.® Os dois primeiros sdo endoparasitas sedentarios obrigatdrios, enquanto o ultimo é
endoparasita migratério. Os nematoides formadores de cistos penetram nas raizes e se movem
para o tecido vascular, onde secretam proteinas através do estilete, que induzem a formacao de
células multinucleadas, chamadas de sincicios, usadas como fonte de alimentacdo. Eles ocorrem
principalmente em culturas de soja, batata e arroz, sendo as espécies pertencentes aos géneros
Heterodera e Globodera as de maior relevancia econémica, devido aos enormes danos causados
nas plantacdes.'’”*® J& os nematoides formadores de galhas, ao penetrarem as raizes, induzem a
hiperplasia e hipertrofia das células, gerando células gigantes visiveis macroscopicamente, de
onde 0s nematoides retiram seus nutrientes. Espécies do género Meloidogyne sdo as mais
conhecidas e nocivas dessa categoria por infectarem uma grande variedade de culturas, sendo

café, soja e algoddo as principais.'***° Devido a sua atividade migratéria, os nematoides de lesdes
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radiculares ndo induzem a formacé&o de sitios de alimentagdo permanente. Eles infectam as células
do parénquima cortical e se alimentam do citoplasma, causando a morte celular e a necrose das
regides afetadas da planta.”* As principais espécies desse grupo de nematoides séo do género
Pratylenchus que devastam plantacdes como soja, cana-de-actcar e milho.t?®® A Tabela 3.1
apresenta os trés grandes grupos de nematoides parasitas de plantas com as principais espécies e

culturas afetadas.

Tabela 3.1 — Principais grupos de nematoides parasitas de plantas

Principais culturas o ;
Espécies parasitas
afetadas
; ; _ Globodera e
Nematoides formadores de cisto Batata, soja e arroz
Heterodera
Nematoides formadores de o ) _
Café, soja e algodéo Meloidogyne
galhas
; 5 ; Soja, cana-de-agucar, café e
Nematoides de lesdo radicular i Pratylenchus
milho

Fonte: Elaborada pela autora

A infestacdo das culturas por nematoides tem se tornado cada vez mais recorrente e
severa. Estima-se que a perda global na agricultura causada por nematoides parasitas de plantas é
de 157 bilhdes de dolares por ano, sendo a cana-de-agucar, o café e a banana, as culturas com
maiores perdas.? No Brasil, o prejuizo anual ultrapassa 35 bilhdes de reais, segundo a Sociedade
Brasileira de Nematologia (SBN). A producdo de soja é a de principal impacto econdmico com

perdas estimadas em 16,2 bilhdes de reais.*?

3.1.1 Deteccao e controle da praga

A erradicagdo dos nematoides parasitas de planta é considerada dificil de acontecer, no
entanto, é possivel atenuar as infestagbes e preservar as culturas adotando estratégias de
controle. A escolha da melhor estratégia € baseada, principalmente, na densidade
populacional inicial, tipo de solo e periodo de colheita." A rotacdo de culturas, onde uma
cultura resistente ao nematoide é plantada na entressafra, € a mais indicada para as culturas
anuais, além de ser ambientalmente sustentavel.”>** Assim como para outros tipos de pragas,

o0 tratamento com nematicidas é também bastante utilizado pelos agricultores por permitir o
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controle dos nematoides mesmo em plantagdes ja estabelecidas. No entanto, esses nematicidas
possuem em suas formulagGes moléculas quimicas toxicas, como os fumegantes, que podem
contaminar os lencoéis freaticos, diminuir a atividade microbiolégica do solo e causar
problemas de salide nos seres humanos. > Para plantacdes com alta densidade populacional
de nematoides, uma Unica técnica de manejo muitas vezes ndo é suficiente, sendo necessario a

aplicacéo de manejo integrado, em que duas ou mais estratégias sio utilizadas.’

Apesar dos enormes danos causados pelos nematoides, 0s agricultores s6 detectam a
infestacdo nas plantas em estdgios avancados, quando elas j& apresentam sintomas
caracteristicos, comprometendo a colheita da regido infectada. As medidas de controle sdo
escolhidas de maneira ndo especifica, ou seja, ndo levam em consideracdo a espécie dos
nematoides. Dessa maneira, 0s métodos de controle ndo sdo tdo efetivos, uma vez que €
necessario aplicar uma grande quantidade de nematicida que pode contribuir para que muitas
espécies desenvolvam resisténcia a eles. Atualmente, a identificacdo dos nematoides é feita ou
por analise molecular, utilizando o PCR (do inglés, polimerase chain reaction) para a
amplificacdo do DNA e eletroforese em gel de agarose para a identificagdo das sequéncias
amplificadas®*, ou por técnicas de microscopia em que a identificacdo dos nematoides é feita
com base nas caracteristicas morfométricas de seus exemplares. No entanto, uma vez que
essas técnicas demandam aparelhos sofisticados e pessoas especializadas para opera-los, €
necessario que elas sejam realizadas em laboratorios, conferindo um tempo maior para a
obtencdo dos resultados. Nesse sentido, dispositivos point-of-care como 0s biossensores,
surgem como uma ferramenta promissora para a detec¢do e identificacdo de nematoides de
maneira mais simples e rapida, permitindo que as medidas de controle sejam realizadas no
estagio inicial da infestacdo sem que haja a necessidade de aplicar grandes quantidades de

pesticidas.

3.2 Biossensores

Biossensores sdo dispositivos analiticos formados por uma parte transdutora e uma
camada de biomoléculas que se ligam seletivamente ao elemento que se deseja detectar. O
principio de funcionamento dos biossensores foi elucidado em 1962 por Leland C. Clark, um
bioquimico americano. Ele apresentou o primeiro eletrodo enzimético para detecgdo e
quantificacdo de glicose através da imobilizacdo da enzima glicose oxidase em eletrodo de

platina.?®%” Uma vez que a reacéo glicose-enzima consome oxigénio, é possivel determinar de
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maneira indireta a quantidade de glicose na amostra atraves da diminui¢do da concentracéo de
oxigénio.”® O desenvolvimento desse biossensor permitiu 0 monitoramento do nivel de
glicose no sangue, melhorando a qualidade de vida de portadores de diabetes. A partir desse
momento, diversos pesquisadores passaram a trabalhar nessa nova area, gerando um enorme
avanco nos sistemas de deteccdo, principalmente na area biomédica, de doengas como

cancer,” Alzheimer® e lapus.®

Os biossensores s&o, portanto, dispositivos que permitem a identificacdo e
quantificacdo de uma molécula de interesse, chamada de analito, a partir de amostras de
sangue, agua, urina ou solo. Para isso, os dispositivos sdo formados por uma camada de
biorreconhecimento, em que biomoléculas como DNA, enzimas, proteinas e anticorpos, se
ligam seletivamente ao analito. A interacdo biomolécula-analito produz alteracbes fisico-
quimicas que sdo transmitidas a parte transdutora do biossensor, formada por um eletrodo. O
transdutor converte a alteracdo fisico-quimica em um sinal eletrébnico e 0 envia a um
computador, onde o sinal é processado e convertido a um parametro fisico, por exemplo,
corrente elétrica e impedancia.®** A Figura 3.3 ilustra o principio de funcionamento de um

biossensor.

Medidas eletroanaliticas
Analito

Capacitancia

Camada de
bicreconhecimento {

Corrente A
Impedancia

Anticorpo DMA }
\ ’ :'_;-7::

Enzima

A
? | .
P nteragdo
L2 especifica

Figura 3.3 - Principio de funcionamento de um biossensor: um transdutor é modificado com um elemento
biologico que forma uma camada de biorreconhecimento. Na presenga do analito, ha uma
interacdo especifica que gera alteragdes fisico-quimicas convertidas pelo transdutor e interpretadas
por medidas eletroanaliticas.

Fonte: Elaborada pela autora
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3.2.1 Genossensores

Importantes devido a capacidade de detectar sequéncias especificas de DNA, 0s
genossensores sdo especialmente empregados na area biomedica, uma vez que diversas
doencas sdo causadas por mutacBes genéticas.®® Esses biossensores se beneficiam da grande
afinidade entre sequéncias de DNA de fita simples (ss-DNA) complementares, que se ligam
em um evento denominado de hibridizacdo, formando a dupla hélice (ds-DNA). A
hibridizacdo das fitas gera alteracbes eletroquimicas que sdo convertidas pelo transdutor,

possibilitando no sé a deteccdo como também a quantificacdo do DNA alvo. 334

Nos genossensores, os eletrodos sdo modificados com sequéncias de DNA de fita
simples, complementares a sequéncia de DNA alvo (do inglés, target probe — TP). A
imobilizacdo dessas sequéncias, denominadas de sequéncias de captura (do inglés, capture
probe - CP), pode ser feita de diversas maneiras. A maneira mais utilizada é através da
modificacdo do CP com um grupo tiol (-R-SH) que permite que essas sequéncias se liguem
covalentemente a um eletrodo de ouro. As sequéncias de CP podem se organizar de maneira
desordenada na superficie do eletrodo, dificultando a hibridizacdo com o DNA alvo. Para alinhar
0 CP e assim favorecer a hibridizacdo, podem ser usados intercalantes moleculares, que também
sdo capazes de remover as ligacBGes inespecificas de maneira a aumentar a seletividade do
biossensor. Alcanotiois como mercaptoetanol e mercaptohexanol sdo os mais utilizados para essa
finalidade.*®3® As etapas de imobilizacdo, alinhamento e hibridizacdo de um genossensor s&o

mostradas na Figura 3.4.

z
S

5 : 3 § 3 { : {’ {, )
‘/"\,‘;\% 2-mefcajtoetanol §§§ § w? g § : { §
alvo

Eletrodo de ouro

Figura 3.4 - Etapas de construcdo do genossensor: Primeiro, as sequéncias de captura sdo imobilizadas no
eletrodo de ouro. Depois, é feita a imobilizacgdo de moléculas intercalantes, como o
mercaptoetanol, para o alinhamento das sequéncias de captura. Por dltimo, na presenga do DNA
alvo, ocorre a hibridizacao entre as sequéncias complementares.

Fonte: Elaborada pela autora.
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Biossensores de DNA podem ser construidos de duas maneiras: a label-free, em que a
deteccdo consiste apenas da hibridizacdo entre o DNA de captura e o DNA alvo, e a
sandwich, onde se utiliza uma terceira sequéncia de DNA, complementar a outra parte do
DNA alvo, marcada com alguma molécula ou material que permite a amplificacdo do sinal
eletroquimico ou a deteccdo Optica. Na configuracdo do tipo sandwich, nanomateriais como
nanoparticulas de ouro e quantum dots sdo comumente utilizados para melhorar o
desempenho do biossensor. Esses nanomateriais sdo previamente modificados com as
sequéncias de DNA complementar, denominadas de sequéncias reporter (do inglés, reporter
probe - RP), e possibilitam que se obtenha um limite de detec¢do menor, ou seja, 0 biossensor
nessa configuracdo é capaz de detectar uma concentracdo ainda menor de DNA.*"*® Para
garantir um bom desempenho na detec¢do, algumas caracteristicas sdo importantes para a
escolha das sequéncias de DNA que serdo utilizadas. Organismos vivos, especialmente
microrganismos, sofrem alteracGes genéticas para se adaptarem a novos ambientes e
garantirem a sobrevivéncia da espécie, como postulado em 1859 por Charles Darwin em sua
teoria da evolucdo por selecdo natural. Um exemplo disso sdo as bactérias que apds serem
expostas a grandes dosagens de antibidticos, sofrem mutacdes genéticas que as tornam
resistentes aos seus componentes.*® Assim, é necesséario que se escolha uma regifo do gene
em que é menos provavel que haja uma mutagdo genética para ser utilizada como analito pelo
biossensor. Regides do espagador transcrito externo (do inglés, internal transcribed spacers -
ITS) no DNA ribossémico sdo as mais indicadas, uma vez que por serem responsaveis pela
sintese de proteinas essenciais, essas regifes sdo mais conservadas entre exemplares da

mesma espécie.*’

Os genossensores sdo 0s biossensores que apresentam maior capacidade para distin¢ao
de espécies de microrganismos, devido a interacdo extremamente especifica entre sequéncias
de DNA complementares e a possibilidade de se usar regides do gene com menor similaridade
entre as espécies. No entanto, para que as amostras sejam analisadas pelo biossensor, é
necessario que se faca uma etapa de preparacéo, em que o material genético total é extraido,
purificado e submetido a enzimas de restricdo que irdo reconhecer e se ligar a regido de
interesse no DNA de fita dupla, rompendo a ligacdo fosfodiéster que une as duas fitas, de
maneira a deixar disponivel o ssSDNA que ser utilizado como TP.***! Para isso, podem ser
usados kits comerciais como o GenElute Mammalian da Sigma-Aldrich e o Nematode DNA
Extraction & Purification kit da ClearDetections, que séo faceis de usar e garantem melhor

qualidade das sequéncias extraidas. Além disso, em muitos casos, apds essa etapa de preparo
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da amostra, a quantidade de sequéncias de DNA disponiveis ndo é suficiente para que elas
sejam detectadas pelos biossensores. Assim, € necessario que seja feita uma etapa adicional de
amplificacdo, onde sdo geradas milhares de cdpias das sequéncias genéticas selecionadas. O
método mais utilizado é o da PCR. Nela, as sequéncias de DNA fita dupla sdo aquecidas entre
94-98°C para que haja a desnaturacéo e a separacao em cadeias simples. Em seguida, na etapa
de anelamento, a temperatura da reacdo é reduzida para que sequéncias de cadeia curta
denominadas de primers, se liguem as extremidades 3’ das sequéncias. Por Gltimo, ocorre a
etapa de alongamento, onde a enzima Taq polimerase se liga ao primer e sintetiza uma nova
cadeia de DNA complementar através da adi¢cdo de deoxinucleosideos trifosfatos (do inglés, -
deoxynucleoside triphosphates — dNTPs). Esse processo é repetido em ciclos até que se
obtenha o nimero necessario de copias do DNA. Existem algumas varia¢gdes do PCR, como o
RT-PCR (do inglés, Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction) em que ao invés da
reacdo ja partir de sequéncias de dsDNA, ela parte de sequéncias de mRNA que sdo
convertidas pela enzima transcriptase reversa para uma cadeia de DNA complementar
(cDNA) em fita dupla que, entdo, segue para as etapas do PCR convencional. O RT-PCR é
um o6timo indicativo de viabilidade celular, uma vez que 0 mRNA € rapidamente degradado
em células mortas, e pode ser usado para estimativas de nimero de células.**** Apesar de ser
a técnica mais utilizada em anéalises genéticas, o PCR convencional requer um termociclador,
que € um equipamento caro e de dificil transporte, inviabilizando a realizacdo dessa etapa de
amplificacdo point-of-care. Assim, técnicas isotérmicas para amplificacdo de DNA foram
desenvolvidas a fim de tornar essa etapa mais simples, como a amplificacdo isotérmica
mediada por loop (do inglés, (loop-mediated isothermal amplification — LAMP) e a
amplificacdo por polimerase recombinase (do inglés, recombinase polymerase amplification —
RPA).“3'44 No LAMP, a reacdo ocorre em temperatura constante entre 60-65°C e faz uso,
tipicamente, da Bst DNA polimerase, que possui atividade de deslocamento de cadeia, e de 4
primers que identificam 6 sitios distintos do DNA alvo. Dessa maneira, além da vantagem de
ser uma técnica isotérmica, o LAMP também apresenta maior especificidade e produz uma
quantidade maior de cépias em menor tempo, quando comparada com o PCR.*“® J4 na
amplificagdo por RPA, enzimas recombinases sdo usadas para anelar os primers as
extremidades 3’ do dsDNA, abrindo as sequéncias. Entdo, proteinas SSB (do inglés, Single-
strand DNA-binding protein) estabilizam as fitas simples a fim de impedir que elas voltem a
se ligar. Por fim, uma polimerase isotérmica sintetiza as cadeias complementares do DNA.
Essa técnica é realizada em temperatura constante entre 37-40°C, menor que a necessaria para

a amplificacio por LAMP, e fornece resultados em menos de 20 minutos.***’
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Uma vez que a amplificagdo do DNA é imprescindivel para muitos genossensores,
dispositivos que integram amplificacdo e detecgdo tém sido, recentemente, desenvolvidos por
alguns grupos. Em 2019, Khater et al. desenvolveram um genossensor integrado com
amplificacdo por RPA para deteccdo in situ do Citrus tristeza virus, uma doenca gque causa
enormes perdas na citricultura. Para isso, primers tiolados capazes de se ligar a uma das
extremidades do DNA alvo foram imobilizados em eletrodos de carbono modificados com
nanoparticulas de ouro. Proteinas SSB, primers para a outra extremidade e as enzimas
polimerase e recombinase forma adicionados a amostra de analise. Na presenca do DNA alvo,
ocorria a amplificacdo do DNA e as sequéncias hibridizadas permaneciam ligadas ao eletrodo,
aumentando a resisténcia a transferéncia de cargas que era monitorada pela técnica de
espectroscopia de impedancia eletrogquimica. O biossensor apresentou boa performance e

reprodutibilidade.*®*

Bartosik et al. apresentaram em 2018, um dispositivo que integra amplificacdo do
DNA por LAMP, separacdo magnética e deteccdo de tipos do papilomavirus humano (do
inglés, Human Papillomavirus —HPV), que séo fatores de risco para o desenvolvimento de
cancer cervical. Nesse estudo, o produto do LAMP, sem etapa de purificacdo, é adicionado a
particulas magnéticas funcionalizadas com CP para que haja a hibridizacdo entre as
sequéncias. Com o uso de um imd, as particulas sdo separadas dos demais reagentes e
colocadas sob o eletrodo que, por sua vez, é submetido a medidas de amperometria. Esses
métodos representam avancos significativos para o desenvolvimento de genossensores point-

of-care.®°

3.2.2 Imunossensores

A ligacdo altamente especifica entre anticorpo e antigeno que apresenta, em geral,
constante de afinidade da ordem de 10° M, bem como a capacidade de se fazer anélises com
pouca ou nenhuma preparacdo das amostras, despertou um grande interesse dos pesquisadores
em se utilizar essas biomoléculas como elementos de reconhecimento em biossensores.
Anticorpos, também conhecidos como imunoglobulinas (1g), sdo glicoproteinas produzidas
pelo sistema imune de vertebrados contra moléculas, denominadas de antigeno, que o
organismo nao reconhece como pertencentes a ele. Os anticorpos possuem diferentes isotipos
que sdo classificados de acordo com a sua fungédo bioldgica. 1gG, o isotipo mais abundante,
possui estrutura em forma de Y composta por quatro cadeias polipeptidicas: duas cadeias
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idénticas de alto peso molecular (~50 kDa) e duas cadeias idénticas de baixo peso molecular
(~25 kDa), unidas por ligacdes dissulfeto. As quatro cadeias possuem regides constantes e
regibes variaveis, C_ e V| para as de baixo peso molecular e Cy e Vy para as de alto peso
molecular, respectivamente. A regido varidvel possui trés sub-regides, denominadas de
regides determinantes de complementariedade (do inglés, complementarity-determining
regions - CDRS) que sdo responsaveis pelo reconhecimento antigeno-anticorpo. A estrutura
dos anticorpos é também dividida em dois tipos de fragmentos: os fragmentos F., onde ocorre
efetivamente a ligacdo com o antigeno e o fragmento F. que se liga aos receptores

celulares.®**® A Figura 3.5 ilustra as regifes tipicas de um anticorpo 1gG.
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Figura 3.5 - Estrutura tipica de um anticorpo IgG: quatro cadeias polipeptidicas, duas cadeias idénticas de alto
peso molecular e duas cadeias idénticas de baixo peso molecular, unidas por ligacdes dissulfeto.
As quatro cadeias possuem regides constantes e regides varidveis, C, e V, para as de baixo peso
molecular e Cy e Vy para as de alto peso molecular, respectivamente. A estrutura dos anticorpos é
também dividida em dois tipos de fragmentos: os fragmentos F,, onde ocorre efetivamente a
ligacdo com o antigeno e o fragmento F. que se liga aos receptores celulares.

Fonte: Elaborada pela autora

A producdo de anticorpos pode ser feita através de um procedimento conhecido como
imunizacdo, onde pequenas doses sub-letais de antigeno sdo injetadas em animais hospedeiros
como coelhos, ratos ou galinhas. Dessa forma, é possivel produzir anticorpos contra
moléculas de interesse para serem utilizados em suas detec¢fes. Os anticorpos produzidos
podem ser monoclonais, capazes de reconhecer apenas um alvo, por exemplo, uma proteina
especifica, ou policlonais, compostos por imunoglobulinas heterogéneas que reconhecem um
conjunto de moléculas, como uma mistura de diferentes proteinas.*> Empresas de
biotecnologia ja produzem e comercializam anticorpos em larga escala para antigenos

conhecidos como a proteina NS1, biomarcadora da dengue, e a proteina p-amiloide, associada
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a doenca de Alzheimer. Esses anticorpos comerciais tém sido amplamente utilizados no

desenvolvimento de biossensores como mostrado no trabalho de Wasik et al.>

Devido as diferentes regides que compdem o0s anticorpos, existem véarias maneiras de
imobiliza-los em eletrodos para a fabricacdo de biossensores. A seguir sdo apresentadas as

principais estratégias de imobilizacéo:

Imobilizacdo nao-covalente

Algumas proteinas encontradas na parede celular como as proteinas A e G, apresentam
dominios de ligacao especificos para a regido F. dos anticorpos 1gG e podem ser usadas como
mediadores para a imobilizacdo ndo-covalente destes. Nessa estratégia, a imobilizacdo é dita
orientada, uma vez que o anticorpo fica ancorado através da sua regido F., deixando os sitios
de ligacdo acessiveis. A imobilizacdo mediada por proteina €, portanto, a que apresenta maior
eficiéncia no reconhecimento do antigeno, no entanto, € uma estratégia de custo elevado,

encarecendo o produto final.>**

Também é possivel ancorar os anticorpos diretamente em eletrodos de ouro, através
das ligac@es dissulfeto existentes entre suas cadeias polipeptidicas. Para isso, é preciso reduzir
as ligacOes dissufeto através de reacGes quimicas com agentes redutores ou com a aplicacao
de luz ultravioleta, gerando grupos tidis reativos que se ligam ao ouro. Nessa estratégia, 0s
anticorpos sdo imobilizados em fragmentos, de maneira ndo-orientada. Apesar da orientacdo
aleatoria, um estudo de Kausaite-Minkstimiene et al. em 2010 mostrou que os fragmentos dos
anticorpos ainda apresentam uma alta capacidade de ligagdo com o antigeno, apontando essa
estratégia como promissora para o desenvolvimento de biossensores de baixo custo. Além
disso, anticorpos com tiois livres podem ser também ancorados em substratos funcionalizados

com maleimida através da ligacéo tioéter.”"*®

Imobilizacdo covalente

Grupos carboxilicos e aminas primarias abundantes nos anticorpos permitem a
imobilizacdo covalente dessas biomoléculas em substratos funcionalizados, que pode ser de
maneira orientada ou aleatoria, de acordo com a estratégia utilizada. Para ambas as
orientacOes, é utilizada a reacdo de ativacdo EDC/NHS, em que uma solucdo contendo
carbodiimida (EDC) e N-Hidroxisuccinimida (NHS) é adicionada aos grupos carboxilicos
gerando uma molécula intermediaria parcialmente estavel (éster NHS). Na presenca de uma

amina primaria, ocorre, entdo, a conjugacdo com o acido carboxilico ativado, gerando um
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grupo amida, como mostrado na Figura 3.6. Dessa maneira, é possivel adicionar a solugdo
EDC/NHS diretamente aos anticorpos, ativando os grupos carboxilicos presentes na regido F.
Nessa estratégia, os substratos sdo funcionalizados com moléculas que possuem grupos
amina, imobilizando os anticorpos de maneira orientada. Em substratos de ITO (do inglés,
Indium-Tin Oxide) a funcionalizagdo com moléculas de APTES (do inglés, 3-
Aminopropyltriethoxysilane) ¢ a mais utilizada, enquanto que para eletrodos de ouro,
moléculas contendo um grupo tiol adicional, como a cisteamina, sdo as mais indicadas. No
entanto, apesar dessa técnica produzir a imobilizacao orientada dos anticorpos através de uma
ligacdo covalente estavel, durante a reagdo do EDC/NHS com os anticorpos, é possivel que
haja a formacdo de redes, onde os grupos carboxilicos de um anticorpo se ligam aos grupos

amina de anticorpos vizinhos, o que pode dificultar o acesso do antigeno aos seus sitios de
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Figura 3.6 - Ativacdo EDC/NHS de grupos carboxilicos para ligacdo covalente com amina priméria.
Fonte: Elaborada pela autora.

Por outro lado, os substratos podem ser funcionalizados com moléculas contendo
grupos carboxilicos, que séo ativados com a solucdo de EDC/NHS. Assim, 0s anticorpos sao
acoplados por meio de seus grupos amina presentes principalmente na regido Fy. Para
eletrodos de ouro, sdo comumente utilizadas as moléculas de acido mercaptopropiénico
(MPA) e éacido 11-mercaptoundecandico (MUA). Nessa estratégia de imobilizacdo os
anticorpos se orientam de maneira aleatdria, no entanto, € uma técnica bastante empregada

uma vez que produz resultados satisfatérios utilizando reagentes de baixo custo.>
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3.2.3 Biossensores comerciais

Apesar dos resultados promissores que 0s biossensores apresentaram para a deteccao
de diferentes analitos, a comercializacdo desses dispositivos ainda enfrenta dificuldades.
Algumas caracteristicas sdo importantes para a viabilizacdo da producéo dos biossensores em
larga escala e da aplicacdo point-of-care, dentre elas a utilizacdo de eletrodos descartaveis, de
baixo custo e de facil manuseio. Os biossensores comerciais mais conhecidos s&o 0s
glicosimetros, amplamente utilizados por portadores de diabetes para acompanhar o nivel de
glicose no sangue, e os testes de gravidez, em que através da deteccdo e quantificacdo do
hormdnio gonadotrofina coriénica humana (hCG) é possivel determinar ndo s6 a gravidez,
mas também o numero de semanas de gestacdo. Atualmente, sdo comercializados
biossensores para a deteccdo de doencas como imunodeficiéncia humana (do inglés, human
immunodeficiency virus - HIV), maléria e tuberculose. Também estdo disponiveis no mercado
biossensores para a deteccdo das bactérias Escherichia coli 0157 e Helicobacter pylori que

sd0 patogenos de doencas gastrointestinais comumente encontrados na populago.>

3.3 Técnicas eletroanaliticas

Os métodos eletroanaliticos podem ser empregados para estudar as alteracdes fisico-
quimicas decorrentes do biorreconhecimento. De maneira geral, esses métodos baseiam-se no
uso de células eletroquimicas, em que eletrodos sdo mergulhados em uma solucao eletrolitica,
que permite monitorar as alteragdes fisico-quimicas do sistema. Os biossensores sdo
constituidos, tipicamente, por trés eletrodos: de trabalho, de referéncia e contra-eletrodo. O
biorreconhecimento ocorre na superficie do eletrodo de trabalho, sendo este, portanto,
responsavel pela transducéo da reacdo bioquimica. A corrente gerada pelo sistema flui entre o
eletrodo de trabalho e contra-eletrodo, que deve apresentar uma elevada area superficial. Para
monitorar o potencial do eletrodo de trabalho, utiliza-se, entdo, o eletrodo de referéncia, que
deve ser mantido a um potencial fixo conhecido. Alguns métodos, no entanto, podem ser

realizados em sistemas de apenas dois eletrodos.

Existem diversas técnicas eletroanaliticas com principios de funcionamento distintos.
Destacam-se as medidas amperomeétricas, voltamétricas, potenciométricas e impedimetricas.
Em medidas amperométricas, aplica-se um potencial fixo no eletrodo de referéncia e mede-se

a corrente gerada pela reacdo de oxirredugdo das espécies eletroativas entre o eletrodo de
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trabalho e o contra-eletrodo.” Quando a corrente é medida durante variaces controladas do
potencial, a técnica é denominada de voltametria. J& nas medidas potenciométricas, mede-se a
diferenca de potencial entre os eletrodos de trabalho e de referéncia, resultante do acimulo de
cargas na superficie do eletrodo de trabalho. Por fim, as impedimétricas consistem na

aplicacéo de um potencial fixo e na medida da impedancia do sistema.”

Os parametros obtidos por essas técnicas sdo dependentes dos eventos que ocorrem na
superficie do eletrodo de trabalho e, por esse motivo, permitem determinar a presenca da

molécula alvo na amostra.

3.3.1 Voltametria ciclica (CV)

Medidas voltamétricas consistem na aplicagdo de um potencial que varia com o
tempo. A maneira como ocorre a varia¢do do potencial no eletrodo de trabalho em relacdo ao
potencial fixo do eletrodo de referéncia define o tipo de voltametria. Voltametria de onda
quadrada, voltametria de pulso diferencial e voltametria ciclica sdo alguns exemplos de

técnicas voltamétricas.

A voltametria ciclica € um dos métodos mais utilizados para andlises eletroquimicas
pois fornece informacdes sobre o potencial redox das espécies eletroativas e a corrente gerada
por essas reacoes. Para isso, aplica-se uma onda triangular que varre linearmente uma faixa de
potencial. Ao atingir um potencial estipulado, o sentido de varredura € invertido, variando o
potencial até que se complete o ciclo, como mostrado na Figura 3.7A. Durante a varredura
em direcdo ao potencial mais positivo, a especie eletroativa é oxidada em um potencial Ep,
com corrente anddica Iy, No sentido inverso, a espécie é reduzida em um potencial Eyc, com
corrente catodica lp., conforme Figura 3.7B. O gréfico gerado pelas medidas de voltametria é

denominado de voltamograma.
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Figura 3.7 - Técnica de voltametria ciclica: A-) onda triangular utilizada para varrer o potencial entre dois
valores e B-) voltamograma tipico de uma solucdo de [Fe(CN)e]*™, mostrando os picos de
oxidago (Epa, Ipa) € de redugéo (Ep, loc), com Vy>Vy.

Fonte: Elaborada pela autora.

Em sistemas reversiveis, as correntes de oxirreducéo (l,) sdo proporcionais a
velocidade de varredura do potencial (v), area eletroativa do eletrodo (A), nimero de elétrons
envolvidos na reacdo (n), concentracdo das espécies eletroativas (C) e coeficiente de difusédo

(D), como descrito pela equacdo de Randles-Sevcik™®>?:

l, = (2.69 x 10°)n**AD"?Cy*? (1)

A variacdo do potencial redox e da corrente gerada podem ser indicativos da presenca
do analito e de sua concentracédo, fazendo com que essa técnica possa ser utilizada tanto como
método qualitativo quanto quantitativo.’

3.3.2 Espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIS)

A técnica de espectroscopia de impedancia eletroquimica fornece informagdes sobre
as propriedades elétricas na superficie do eletrodo ao variar a frequéncia de uma onda
senoidal de baixa amplitude. A onda de excitacdo pode ser tanto um potencial alternado
guanto uma corrente alternada, de maneira que um dos parametros seja controlado e o outro
medido. Entdo, em sistemas pseudo-lineares, como € o caso de uma célula eletroquimica, a
aplicacdo de um potencial senoidal resulta em uma corrente senoidal que oscila na mesma
frequéncia.®® No entanto, os componentes do sistema eletroquimico causam um deslocamento

de fase e de amplitude entre essas duas ondas. A impedancia do sistema, ou seja, a resisténcia
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em um sistema de corrente alternada, é calculada como sendo a razdo entre o potencial
senoidal e a corrente resposta.”®®* No método Faradaico, as medidas sdo realizadas em
condicdes de corrente continua utilizando mediadores redox, de maneira que as reacdes de
oxirreducao entre eles sejam monitoradas. O par redox ferricianeto de potassio (KzFe(CN)g) e
ferrocianeto de potéassio (K4sFe(CN)g) € 0 mais utilizado para essa finalidade. Esse método de
EIS € assim denominado porque a corrente gerada pelas reacdes eletroquimicas obedece a lei
de Ohm, ou seja, € diretamente proporcional ao numero de elétrons envolvidos na reacdo
redox (n), a constante de Faraday (F), a area superficial do eletrodo (A) e ao fluxo das

moléculas eletroativas (j), como mostrado na equagéo 2°%%:
| = NFA] @)

As medidas de impedancia eletroquimica podem ser representadas pelo diagrama de
Bode, em que os valores absolutos da impedéncia ou do angulo de fase sdo plotados em
funcédo da frequéncia, ou pelo diagrama de Nyquist, onde os valores reais da impedancia sao
dados em funcdo de seus respectivos valores imaginarios em um plano complexo.®* A anélise
dos diagramas de Nyquist permite que se obtenha informacgfes sobre os componentes do
sistema eletroquimico, como a capacitancia da dupla camada (Cgq), a resisténcia a
transferéncia de carga (Rc), a resisténcia da solugédo (Rg) e a impedancia de Warburg (Zy).
Todos esses componentes formam um circuito elétrico no sistema eletroquimico que pode ser
determinado através de modelos teéricos. Um circuito equivalente comumente encontrado em
biossensores eletroquimicos e modelado por John Randles, é representado na Figura 3.8A.
Para essa configuracdo, o gréafico de Nyquist é dividido em trés regides, conforme a
frequéncia da onda de excitacdo. Em altas frequéncias, a impedancia do capacitor é infima, de
maneira que o sistema pode ser aproximado como sendo um circuito aberto, cuja impedancia
é dada apenas pela resisténcia da solucdo. Na regido de frequéncias intermedirias, processos
de transferéncia de cargas sdo predominantes. Dessa forma, observa-se um semicirculo cujo
didmetro (Rc;) corresponde a resisténcia a transferéncia de cargas entre o eletrolito e o
eletrodo. Este pardmetro é dependente da configuracdo da camada de biorreconhecimento e,
por esse motivo, € bastante utilizado para descrever os processos que nela ocorrem. Por fim,
em regibes de baixa frequéncia, a impedancia do sistema é governada pela difusdo das
espécies eletroativas (Zy) e pela capacitancia da dupla camada (Cgj), cujo comportamento é

representado no espectro por uma reta inclinada, como mostrado na Figura 3.8.B.99%
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Figura 3.8 - Técnica de espectroscopia de impedancia eletroquimica: circuito equivalente comumente
encontrado em bhiossensores eletroquimicos (A) e diagrama de Nyquist representando a
impedancia em um plano complexo em fungdo da frequéncia o (B). CE: contra-eletrodo; WE:
eletrodo de trabalho; RE: eletrodo de referéncia.

Fonte: Adaptada de FARIA.®

3.3.3. Espectroscopia de impedancia ndo-Faradaica

A técnica de espectroscopia de impedancia ndo-Faradaica consiste na aplicacdo de
uma diferenca de potencial entre duas placas metalicas (eletrodos), formando um capacitor.
Biossensores operados por essa técnica também sdo denominados de biossensores
capacitivos. O método ndo-Faradaico é realizado utilizando apenas uma solucdo eletrolitica
como KCI e PBS, descartando a necessidade de mediadores redox. Em biossensores
capacitivos, 0s eventos que acontecem na camada de reconhecimento causam alteraces na
constante dielétrica do meio (&) que impactam diretamente no valor da capacitancia do

sistema, como descrito na equacao 3:
C= gg,Ald (3)

onde g, € a constante dielétrica no vacuo (dada pelo valor 8.85419 pF/m), A é a &rea das
placas e d ¢ a distancia entre elas. Além disso, a geometria dos eletrodos reflete na capacidade
de deteccdo desses dispositivos, uma vez que quanto maior for o fator g,A/d, maior sera a
alteracdo na capacitancia em funcdo do £.°3°®" Assim, para a deteccdo de biomoléculas, é
importante que o eletrodo apresente placas paralelas muito proximas e com grande area
geométrica. Nesse sentido, eletrodos interdigitados (do inglés, interdigitated electrode - IDE)

sdo os mais utilizados para biossensores capacitivos. Na configuragdo tipica de um IDE,
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inimeras placas metalicas denominadas de fingers sdo colocadas em paralelo, cada par
formando um capacitor, como ilustrado na Figura 3.9A. Com essa configuracdo, oS
capacitores sdo associados em paralelo, de tal forma que a capacitancia total do sistema (C;) é

dada pela soma das capacitancias individuais (Cy, C,,...) conforme descrito pela equacao 4:
Ci=C1+Co (4)

Por sua vez, a capacitancia individual é dada pela capacitancia na superficie de cada um dos
fingers que formam o par, somada a capacitancia lateral (entre eles). A alteracdo na constante
dielétrica dependerd da estratégia de imobilizacdo escolhida para as biomoléculas receptoras.
Em algumas estratégias, as biomoléculas podem se ligar apenas ao substrato isolante (entre os
fingers) enguanto que em outras, as biomoléculas se ligam a superficie metalica. A Figura
3.9B ilustra o corte transversal de um IDE modificado com anticorpos, ligados apenas ao
ouro.?3%08%9 Apgs 3 interacdo com a proteina alvo, ocorre a alteracdo da capacitancia na
superficie e na lateral dos capacitores, mensurada através da variacao da frequéncia da onda

aplicada. O gréfico tipico de uma medida elétrica € apresentado na Figura 3.9C.

@ Eletrodo interdigitado © Medida elétrica
107 ) _.7-;-“\.\'\-\_
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Figura 3.9 - Modelo esquematico de um biossensor capacitivo: A-) Eletrodo de ouro interdigitado B-) Viséo
lateral de um eletrodo interdigitado modificado com anticorpos quando colocado em uma amostra
a ser analisada C-) Grafico tipico de uma medida de capacitancia.

Fonte: Elaborada pela autora
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Eletrodos interdigitados sdo normalmente fabricados com o uso de litografia e de
técnicas de deposicdo, por exemplo, sputtering, em que metais sdo depositados na
configuracdo que se deseja em substratos isolantes como o vidro e o silicio.

Para dispositivos point-of-care, a espectroscopia de impedancia ndo-faradaica € mais
vantajosa do que a técnica de EIS porque requer uma eletrbnica mais simples e ndo precisa de
mediadores redox para a realizacdo das analises.”® Thapa et al. desenvolveram um
imunossensor capacitivo em eletrodos interdigitados para a deteccédo da glicoproteina CA 19-
9, um biomarcador do cancer pancreatico. O biossensor apresentou boa sensibilidade com
limite de deteccdo de 0,35 U/mL.”® Utilizando eletrodos interdigitados modificados com
aptameros, Arya et al. desenvolveram um biossensor capaz de detectar proteinas HER2,
encontradas em niveis elevados no soro de pacientes com cancer de mama. As medidas de
capacitancia foram realizadas para uma Unica frequéncia (1 Hz) onde foi possivel detectar

concentracdes na faixa de 1 pM a 100 pM."

3.4 Meétodo estatistico multivariado

Métodos estatisticos multivariados sdo empregados na analise de amostras compostas
por diversas variaveis a fim de identificar correlacdes entre elas e a influéncia exercida por
cada uma na discriminacdo de conjuntos amostrais. As técnicas compreendidas pela analise
multivariavel distinguem-se na maneira como 0s dados sao tratados, em que sdo considerados
aspectos como a existéncia de variaveis independentes e se sdo quantitativas (numéricas) ou
qualitativas (categéricas).”””® A anélise de componentes principais (do inglés, Principal
component analysis — PCA) é um dos métodos estatisticos mais utilizados para amostras com

maultiplas variaveis e sera discutido na proxima secao.

3.4.1 Analise de componentes principais (PCA)

Em um conjunto amostral multivariado, cada variavel é representada como uma
coordenada no espaco de dados com dimensdo equivalente ao numero de varidveis. Por
exemplo, uma amostra contendo cinco variaveis forma um espaco de dados com cinco
dimensGes. O PCA ¢é um metodo estatistico muito vantajoso na analise de amostras
multivariadas porque tratamentos matematicos aplicados por ele reduzem a dimensionalidade

dos dados. Combinacdes lineares das varidveis iniciais correlacionadas geram um numero
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reduzido de varidveis ndo correlacionadas, denominadas de componentes principais. Tais
combinagOes sdo efetuadas de forma a maximizar a variancia entre os dados, importante para
a discriminacdo de grupos amostrais distintos. As componentes principais séo classificadas de
acordo com a variancia resultante delas (score) de tal forma que a componente principal 1
(PC1) seja a de maior score e, portanto, a que melhor discrimina as amostras. Para que sejam
geradas as combinagdes lineares, é preciso construir uma matriz de covaridncia a partir dos
dados que se deseja analisar. Para exemplificar, vamos considerar amostras de rios que
possuem variaveis como pH, temperatura, quantidade de nitrogénio e quantidade de fdsforo.
Essas variaveis apresentam unidades de medida distintas e precisam primeiro ser
padronizadas para que sejam representadas na mesma escala relativa. Aos dados brutos é
subtraido a média amostral de cada variavel e, entdo, divide-se pelo seu desvio padrdo. Dessa
forma, as componentes principais ndo serdo dominadas pelas variaveis com maior unidade de

medida.”*"* Em seguida, gera-se a matriz de covariancia, ilustrada na Figura 3.10.

pH Temperatura | Nitrogénio Fosforo
Amostra 1 -1.3 -1.7 0.2 0.6
Amostra 2 -0.9 -1.2 0.3 0.4
Amostra 3 -1.1 -1.9 0.2 0.7

Figura 3.10 — Exemplo de matriz de covaridncia para trés amostras com quatro varidveis distintas.
Fonte: Elaborada pela autora

Seja R a matriz de covariancia, existe uma matriz ortogonal A, que satisfaz a relacdo
A’RA =D, onde D é um matriz diagonal. Entdo, a matriz de covariancia pode ser decomposta
em autovalores, elementos diagonais de D, e autovetores que sdo as colunas de A. A Figura

3.11 ilustra uma matriz ortogonal com dois dos seus autovetores em destaque.
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Figura 3.11 - Exemplo de uma matriz ortogonal que diagonaliza a matriz de covaridncia. Cada coluna dela
corresponde a um autovetor.
Fonte: Elaborada pela autora

As componentes principais para cada amostra sdo obtidas pela multiplicacdo da matriz
R pela matriz A. A primeira linha da matriz de dados multiplicada pelo autovetor 1 gera a
componente principal Z; para a amostra 1. Cada componente do autovetor representa um peso
dado a variavel, denominado de loading. Usando os dados amostrais da Figura 3.10 e o0s

valores do autovetor 1 (Figura 3.11) temos, como exemplo:
Z1=(0,3x-1,3)+(0,2x -1,7) + (0,2 x 0,1) + (0,6 X 0,3)
Z;=-1,69
onde -1,69 é o score atribuido a Z; para a amostra 1.

Para quatro variaveis serdo geradas quatro componentes principais. No entanto, 0s
graficos de score normalmente apresentam apenas as duas mais importantes — PC1 e PC2.
Nesse tipo de analise, usa-se também o grafico de loadings para apresentar o peso de cada
variavel. Através dele, é possivel determinar quais sdo as variaveis que mais contribuem na

distingdo das amostras.

Muitos trabalhos ja integram o método de PCA com plataformas biossensoras, como a
lingua eletrdnica, para a discriminacdo de amostras. Medina-Plaza, Saja e Rodriguez-Mendez
reportaram um biossensor enzimatico para avaliacdo de seis compostos fendlicos em uvas.
Neste sistema multissensorial, os valores de voltametria ciclica para cada amostra eram
registrados e submetidos a analise de PCA. Utilizando essa integragéo, o biossensor foi capaz
de discriminar uvas de diferentes variedades.” Também utilizando voltametria ciclica e PCA,
Salvo-Comino e colaboradores, desenvolveram um biossensor eletroquimico capaz de
distinguir amostras de leite com base no teor de lactose.”® Em 2019, Milovanovic e

colaboradores apresentaram uma lingua eletrénica para a classificagdo de vinhos atraves da
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quantificacdo de &cidos carboxilicos nas amostras. Para isso, eletrodos de platina do tipo
screen-printed foram modificados com enzimas sarcosina oxidase. Acidos carboxilicos
especificos, como o acido lactico, interagem com essas enzimas, inibindo-as, de maneira que
0 H,0, produzido pela interacdo enzima-substrato diminua. A quantificacdo do H,O,, feita
por medidas amperométricas, foi registrada e analisada por PCA. Os resultados mostraram
que os acidos lactico e maleico eram o0s principais responsaveis pela discriminacdo das

amostras, indicando que a fermentac&o malolética tem grande influéncia nos vinhos.’’

Portanto, métodos estatisticos multivariados, como o PCA, contribuem significativamente
na interpretacdo dos dados gerados pelas plataformas biossensoras, especialmente, na

identificacdo de grupos amostrais.
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4  Materiais € métodos

4.1 Materiais

4.1.1 Reagentes

Foram adquiridos da Sigma-Aldrich os seguintes reagentes: fosfato de sodio
monobasico NaH,PO4*2H,0, fosfato de sddio dibasico (Na;HPO,), 6-mercapto-1-hexanol
(MCH), 2-mercaptoetanol (MCE), é&cido 3-mercaptopropridnico (MPA), 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC), N-hidroxisuccinimida (NHS), é&cido sulfurico
(H,SO,4), cloreto de sbédio (NaCl), hidroxido de potassio (KOH), &cido
etilenodiaminotetraacético (EDTA), ditiotreitol (DTT), ferricianeto de potassio (KzFe(CN)g) e
ferrocianeto de potassio (K4;Fe(CN)g). Os reagentes Tris HCI e Tris base sdo provenientes da
marca Hexapur Bio Lab e as sequéncias gendmicas sdo da Integrated DNA Technologies
(IDT). As sequéncias de captura sintéticas adquiridas possuem em sua extremidade 5’ um
espacador contendo seis carbonos, seguido de um grupo tiol. A coluna de exclusdo molecular
Sephadex™ NAP™.-5 usada na etapa de purificacdo do DNA de captura foi adquirida da GE
Healthcare (UK).

4.1.2 Solucdes

Tampéao Tris-EDTA (TE): 10 mmol/L de Tris-HCI + 1 mmol/L de EDTA + 0,1

mol/L de NaCl (pH=7,4).

Tampéo fosfato salino (1X PBS, pH 7,4): 10 mmol/L de PO, + 0,1 mol/L de NaCl.

Tampéo fosfato (10X PB, pH 8,3): 100 mmol/L de PO,

Solucdo de MCH: 1 mmol/L de MCH em agua Milli-Q.

Solucéo de MCE: 1 mmol/L de MCE em agua Milli-Q.

Solucdo de MPA: A solucdo estoque é preparada a 100 mmol/L em etanol e depois
diluida para 1 mmol/L em Milli-Q.

Solucéo de EDC/NHS: 2 mmol/L de EDC + 5 mmol/L de NHS em Milli-Q

Solucdo [Fe(CN)e]**: 5 mmol/L de (KsFe(CN)g) + 5 mmol/L de (KsFe(CN)g) em 0,1
mol/L de KCI, pH 7,4.

Solucdo DTT: 100 mmol/L de DTT em 1X PB (pH= 8,3).
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Solugéo de KOH: 2% (m/V) em etanol

4.2 Métodos

4.2.1 Fabricacao eletrodos descartaveis

Para a construcdo de um biossensor eletroquimico capaz de detectar até quatro analitos
em uma mesma amostra, foi desenvolvida uma nova configuracdo de dispositivo multiplex,
contendo um contra-eletrodo, quatro eletrodos de trabalho e dois eletrodos de referéncia — um
para os dois eletrodos de trabalho localizados do lado direito e outro para os eletrodos de
trabalho do lado esquerdo a fim de manter a mesma distancia entre eles. Eletrodos de trabalho
e referéncia apresentam 2 mm de diametro e area geométrica igual a 3,14 mm?; contra-
eletrodo possui &rea geométrica igual a 70 mm?. A Figura 4.1A ilustra a configuracéo
descrita. J& para o biossensor elétrico, os eletrodos interdigitados desenvolvidos possuem 150

fingers (75 pares) separados por 10 um, conforme configuracéo apresentada na Figura 4.1B.

A, C, F, G: Eletrodos de trabalho
B: Contra-eletrodo
D, E: Eletrodos de referéncia

Figura4.1 - Eletrodos descartaveis fabricados em substrato de vidro pelas técnicas de fotolitografia e
sputtering: A-) multiplex e B-) interdigitado.
Fonte: Elaborada pela autora

Os eletrodos descartaveis multiplex e interdigitados foram fabricados pela técnica de
fotolitografia com metalizacdo por sputtering. Na primeira etapa do processo, 0s substratos
(vidro BK7 e BOPET para eletrodos multiplex e apenas vidro BK7 para os interdigitados)
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foram modificados com um filme fotossensivel, chamado de fotorresiste, pela técnica de spin
coating e deixados por 10 min em chapa aquecedora a 90°C para a cura do fotoresiste. Na
etapa seguinte, os substratos foram expostos a luz ultravioleta através de uma mascara optica
contendo a configuracdo desejada para o dispositivo. Nesse caso, foi usado fotoresiste
positivo, em que as regides expostas a luz foram removidas pela solugdo quimica reveladora
(solucdo aquosa de hidréxido de potassio). Apds a etapa de fotolitografia, os substratos foram
submetidos a limpeza com plasma de oxigénio para a remocao de residuos organicos.

A metalizacdo foi conduzida em uma camara de vacuo e a espessura medida por cristal
de quartzo. Para os eletrodos interdigitados, primeiro depositou-se uma camada de cromo de
15 nm para adesdo no substrato, depois foi depositada uma camada de ouro com 120 nm de
espessura. Para os eletrodos multiplex, a camada de adesédo foi construida com a deposicao de
tithnio com 20 nm de espessura e, sobre ela, depositou-se 140 nm de ouro. Nesse caso,
utilizou-se titdnio para a camada de adesdo porque durante a limpeza eletroquimica em
solucdo de acido sulfurico —necesséria para uma imobilizacdo mais eficiente de moléculas

tioladas- o cromo é oxidado antes do ouro, danificando o eletrodo.

4.2.2 Limpeza eletrodos

Eletrodo interdigitado

Para a limpeza desses eletrodos foram testados dois procedimentos. No primeiro,
nomeado de KOH, os eletrodos eram imersos na solucdo de KOH 2% (m/V) e deixados em
banho de ultrassom por 5 min. Em seguida, era realizado o mesmo procedimento imergindo
os eletrodos em etanol e depois em Milli-Q. No segundo procedimento, nomeado de etOH, os

eletrodos eram limpos apenas em etanol e Milli-Q, também por 5 min em banho de ultrassom.

Eletrodo multiplex

Eletrodos com essa configuracdo foram previamente limpos com etanol seguido de
Milli-Q. Entdo, realizou-se a limpeza eletroquimica em solucdo de H,SO,4 0,5 mol/L. Cada
eletrodo de trabalho foi submetido a 5 ciclos de voltametria ciclica a 100 mV s na faixa de
potencial de -0,3 a 1 V. Esse procedimento foi realizado trés vezes, trocando a solugdo acida

entre elas.
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Eletrodo de ouro (barra)

A primeira etapa de limpeza dos eletrodos de ouro foi feita submergindo-os em
solucdo piranha. Em seguida, os eletrodos foram submetidos a voltametria ciclica em 0,5
mol/L de H,SO,, para que fosse realizada a limpeza eletroquimica. Nesta segunda etapa,
foram realizados 50 ciclos a 250 mV s e 30 ciclos a 100 mV s em um intervalo de 0 a 1,8
V.

4.2.3 Planejamento sequéncias de DNA

A primeira etapa do planejamento das sequéncias de DNA foi avaliar quais espécies
de nematoides parasitas de plantas causavam maior impacto econdmico e eram, portanto,
potenciais alvos para deteccdo. Dessa forma, foram selecionadas trés espécies: Meloidogyne

incognita, Meloidogyne javanica e Pratylenchus brachyurus.

Com o auxilio do banco de dados GenBank, foram escolhidas, para cada espécie,
regibes do genoma responsaveis por codificar proteinas, a fim de evitar que mutagdes
genéticas nas regides escolhidas pudessem inviabilizar a deteccdo. Na etapa posterior,
utilizando o software CLUSTAL X, as regides gendmicas das cinco espécies foram alinhadas
para que fossem selecionadas sub-regides de menor similaridade entre elas. Dentro dessas
sub-regides foram escolhidas as sequéncias alvo e de captura com o auxilio do software
PrimerQuest Tool (IDT DNA Technologies), levando em consideracao parametros desejados
como tamanho das sequéncias. Nessa etapa, também foram escolhidos valores apropriados
para a temperatura de melting e para a porcentagem de bases GC a fim de favorecer a

hibridizacdo entre as sequéncias alvo e de captura.

Por fim, as sequéncias de captura escolhidas para cada espécie ainda foram alinhadas
com sequéncias de espécies do mesmo género para garantir seletividade ao método. Por
exemplo, a sequéncia escolhida da espécie Pratylenchus brachyurus, foi também alinhada

com as sequéncias gendmicas das espécies Pratylenchus neglectus e Pratylenchus coffeae.

As sequéncias obtidas por esse trabalho de bioinformatica sdo apresentadas na Tabela
4.1.
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Tabela 4.1 - Relagdo das sequéncias alvo e de captura projetadas neste trabalho para cada uma das espécies
selecionadas. As sequéncias de captura apresentam grupo tiol na extremidade 5’ para ligag@o nos
eletrodos de ouro e sdo complementares a regido em negrito das sequéncias alvo.

Sequéncia

alvo

Sequéncia de

captura

Sequéncia

alvo

Sequéncia de

captura

Sequéncia

alvo

Sequéncia de

captura

Sequéncia (5°- 3”)

Meloidogyne incdgnita

CCGTTGCATTGCTGCCAGGATGGGTTATTCCGTGATGAAG

SH-(CH,)s-CTTCATCACGGAATAACCCATCC

Meloidogyne javanica

AGCAACCTCCCAGCTTTGGATATGGCTTCGATTCCTGATG

SH-(CH,)s-CATCAGGAATCGAAGCCATATCC

Pratylenchus brachyurus

GACGGCTAACGCTGGCGTCTGTATGTTGTTGAGCAATTGT

SH-(CH,)s-ACAATTGCTCAACAACATACAGACG

Fonte: Elaborada pela autora.

4.2.4 Reducdo, purificacao e quantificacdo das sequéncias de DNA

As sequéncias de DNA de captura modificadas com grupo tiol na extremidade 5’ sdo

enviadas pelo fabricante na sua forma protegida, ou seja, o enxofre pertencente ao grupo tiol

participa de uma ligacdo dissulfeto com uma pequena cadeia carbonica adicional. Esse

procedimento é importante para evitar que grupos tiois de dois oligonucleotideos adjacentes

se liguem formando dimeros, haja vista que nessa condigdo eles ndo estariam disponiveis para
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se ligarem ao ouro na superficie do eletrodo. Para romper a ligacao dissulfeto e disponibilizar
0s grupos tidis para formarem a ligagdo tiol-ouro, realiza-se um procedimento de reducdo

utilizando um agente redutor, por exemplo, o DTT."®

Assim, sequéncias de DNA de captura liofilizadas foram ressuspendidas em solucéo
de DTT 100 mmol/L em pH 8,3 e incubadas em um shaker sob agitacdo de 300 rpm por 2 h a
25°C. Esse pH é necessario para que 0s grupos tidis do DTT estejam na forma oxidada e
sejam capazes de reduzir a ligacao dissulfeto. A reacdo completa € apresentada na Figura 4.2.

CP com grupo tiol protegido DTT
OH
S—35
+ SH
OH
CP reduzido 6-mercapto-1-hexanol DTT oxidado

HO
SH S
HS + + .
AVA VA VA DS HO/\/\/\/ ]:S

HO

Figura 4.2 — Reacdo de reducdo do DNA de captura (CP) com grupo tiol protegido, utilizando o DTT como
agente redutor.
Fonte: Elaborada pela autora.

Apds a etapa de reducdo, realizou-se a purificacdo das sequéncias de DNA por meio
de filtracdo em gel utilizando a coluna de exclusdo molecular Sephadex™ NAP™.-5. Nesse
procedimento, a coluna foi equilibrada inicialmente com 10 mL de tampédo TE e, em seguida,
adicionou-se a solucdo contendo o DNA. Ap6s a completa penetracdo no gel, foi feita a
eluicdo com tampédo TE em volume apropriado, de maneira a se obter as aliquotas contendo as
sequéncias de DNA reduzidas e purificadas. A concentracdo final desses oligonucleotideos foi
determinada por medidas de absorbancia em 260 nm utilizando-se o espectrofotdmetro
Nanodrop One. Durante esse procedimento, também foram avaliadas possiveis contaminagdes
com proteinas através da razéo entre as absorbancias em 260 e 280 nm (A260/280), cujo valor

préximo a 1,8 indica que o DNA esta puro. Similarmente, a razdo entre 260 e 230 nm
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(A260/230) foi medida a fim de avaliar contaminacéo por outros compostos, como fendis e
carboidratos. Neste caso, valores entre 2,0-2,2 s&o considerados ideais.

4.2.5 Extracdo de proteinas dos nematoides e producédo de anticorpos

Para a construgcdo dos imunossensores, foi necessaria a extragdo de proteinas dos
nematoides para serem utilizadas como antigenos na producdo de anticorpos especificos e
para os testes com 0s biossensores, uma vez que ndo sdo comercializados, até 0 momento,
pares antigeno-anticorpo de nematoides parasitas de plantas. Dessa forma, amostras das trés
espécies selecionadas contendo ovos e juvenis foram coletadas de solos por nematologistas. A
Figura 4.3A ilustra a amostra recebida da espécie Pratylenchus brachyurus. Em nosso
laboratdrio foi realizada, primeiramente, a etapa de remocdo de residuos do solo. Esse
processo € imprescindivel para que as proteinas obtidas ao final do processo sejam
provenientes apenas de nematoides e, assim, garantir a especificidade dos anticorpos. Para
isso, utilizou-se 0 método de centrifugacdo em solugdo de sacarose, em que as amostras em
solucdo aquosa foram centrifugadas em uma primeira etapa por 10 min a 2000 rpm, de
maneira que oS nematoides e os residuos de solo ficassem depositados no fundo do tubo
falcon. Os sobrenadantes foram retirados e adicionou-se uma solucéo de sacarose 40 g/75 mL;
as amostras foram homogeneizadas e centrifugadas por 10 min a 650 g de rotacdo. Apds essa
segunda centrifugacdo, os nematoides (ovos e juvenis) ficaram em suspensao no sobrenadante
enguanto os residuos formaram precipitados, em razdo da densidade da sacarose ser superior a
densidade dos nematoides. Os sobrenadantes contendo os nematoides foram coletados e
filtrados em uma peneira granulométrica de 500 mesh (abertura da malha de 0,025 mm).
Nesse procedimento os nematoides ficam retidos na malha e para serem coletados, a peneira
foi invertida e enxaguada com volume apropriado de agua. Por fim, as solucGes foram
analisadas em microscopio 6tico com lente de aumento de 40X para conferir se as amostras
finais continham uma quantidade significativa de nematoides e se os residuos de solo tinham

sido removidos.

ApoOs a remogdo de residuos, realizou-se a extragdo das proteinas. As amostras
contendo nematoides foram processadas em um homogeneizador do tipo Turrax por 15 s, trés
vezes, conforme mostrado na Figura 4.3B. Em seguida, para romper as membranas celulares
e extrair as proteinas, as amostras foram sonicadas em sonicador de ponta por 1 h com 20%

de amplitude. Como durante esse processo ocorre 0 aquecimento da amostra, elas foram
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imersas em gelo, que era trocado a cada 20 min de sonicagdo. O homogenato contendo as

proteinas € apresentado na Figura 4.3C.

Figura 4.3 — Extracdo de proteinas de nematoides: Amostras coletadas em solo antes da remogéo de residuos
(A), processamento em turrax (B) e homogenato contendo as proteinas (C).
Fonte: Elaborada pela autora

As proteinas contidas no homogenato foram quantificadas pelo método colorimétrico
de Bradford,” que faz uso do corante Coomassie brilliant blue BG-250. Ao interagir com
proteinas, 0 BG-250 assume sua forma anidnica de maneira que o seu maximo de absorcao,
que na forma livre ocorre em 465 nm, é deslocado para 595 nm. A intensidade de absorcéo
em 595 nm € linearmente dependente da concentracdo de proteinas, ou seja, quanto mais
proteinas tiver, maior serd a absor¢do. Para determinar a quantidade de proteinas totais em
uma amostra, utiliza-se como referéncia uma curva-padrdo construida com concentracdes
conhecidas de uma proteina, tipicamente, albumina de soro bovino (BSA). Em nosso
experimento, preparamos solugdes de BSA em PBS 1X nas concentragfes 0, 0,0625, 0,125,
0,250, 0,5 e 1 mg/mL. Utilizando uma placa de 96 pocos, adicionamos 10 pL de cada solugdo
a 250 uL de BG-250, todas em triplicata; mantivemos a placa protegida da luz e aguardamos
10 min. Em espectrofotdmetro UV-Vis fizemos a leitura da absorbancia em 595 nm; dos
valores obtidos para as solugdes de BSA, subtraiu-se a absor¢édo do solvente utilizado (PBS) e
calculou-se a média das triplicatas. A partir desses resultados, construimos um grafico com a
absorbancia no eixo y e a concentracdo de BSA no eixo x; fizemos uma regresséo linear e
geramos a nossa curva-padrdo, considerando como validas aquelas com R?> 0,95. O mesmo

procedimento de medida com o corante BG-250 foi realizado para os homogenatos dos
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nematoides. Utilizou-se a equacdo da reta (y = a X + b) obtida pela curva-padrdo, com 0s
valores dos coeficientes a e b determinados, para quantificar as proteinas totais substituindo o

y pela absorbancia medida em cada réplica.

Uma vez extraidas e quantificadas as proteinas, aliquotas contendo volumes
apropriados das amostras de cada especie de nematoide foram enviadas para a empresa de
biotecnologia Proteimax, responsavel pela producdo dos anticorpos policlonais em coelhos.
No protocolo adotado, antes de iniciar as imunizagdes, retira-se o soro pré-imune dos animais
para teste imunoenzimatico (ELISA) contra o antigeno. Caso ndo haja anticorpos especificos
contra ele, realiza-se a imunizacdo sequenciada, em que o0 antigeno é aplicado 4 vezes

respeitando o intervalo de 15 dias entre cada aplicacéo.

O soro imunizado contendo os anticorpos foi utilizado para a construcdo da camada de
biorreconhecimento do imunossensor elétrico. As proteinas extraidas foram utilizadas como

controles positivos e negativos na etapa de deteccao.

4.3 Caracterizacdo quimica e morfolégica dos eletrodos

4.3.1 Microscopia de forca atomica (AFM)

A microscopia de forca atbmica foi utilizada para a caracterizacdo morfologica dos
eletrodos de trabalho. Em um microscépio FLEXAAFM (Nanosurf) operado no modo contato
intermitente foram coletadas imagens utilizando cantiléver de silicio com frequéncia de
ressonancia 300 kHz e constante de forca 40 N/m. Para a analise de rugosidade foram
utilizadas as imagens de 10 um? com resolucéo de 512 pixels e processadas com o auxilio do

software Gwyddion.

4.3.2 Espectroscopia de fotoelétrons excitados por raios-X (XPS)

A fim de avaliar a eficiéncia da limpeza eletroquimica, utilizou-se a técnica de
espectroscopia de fotoelétrons excitados por raios-X na analise da composicdo quimica de
eletrodos multiplex com e sem limpeza eletroquimica, descrita na secdo 4.2.2. As medidas
foram realizadas em espectrometro ScientaOmicron ESCA+ com fonte de excitagdo

monocromatica Al Ka (hv= 1486,7 eV) e 125 canais de detecgdo. A pressdo da camara foi
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mantida a 2x10® mbar e os espectros foram adquiridos com passo de energia de -0,5 eV. Para

evitar o carregamento da amostra durante as medidas, utilizou-se um neutralizador de cargas.

4.4 Técnicas eletroanaliticas

Na caracterizagdo eletroquimica dos eletrodos multiplex foram utilizadas as técnicas
de voltametria ciclica e espectroscopia de impedancia eletroquimica. Para realizar as medidas,
fabricamos um suporte composto por uma base de teflon e um cabecote de acrilico flexivel
contendo 7 pinos de ouro que fazem o contato elétrico com os eletrodos. Na parte superior dos
pinos saem fios de conducdo que sdo conectados ao potenciostato, conforme Figura 4.4A. A
fim de delimitar a area coberta pela solucdo eletrolitica e manter as solugdes usadas na
construcdo da camada de biorreconhecimento em cima dos eletrodos de trabalho, foram

usados adesivos isolantes, como mostrado na Figura 4.4B. As medidas de CV e EIS foram

realizadas com solucéo eletrolitica de 5 mmol/L de [Fe(CN)s]** em 0,1 mol/L de KClI.

Figura 4.4 — Montagem do sistema para medidas eletroquimicas: Suporte de contato acoplado ao
potenciostato (A) e no detalhe, eletrodo com adesivos para delimitar a area disponivel para a
solucdo eletrolitica (B).

Fonte: Elaborada pela autora
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Para o biossensor elétrico, utilizou-se a técnica de espectroscopia de impedancia
elétrica. As medidas foram realizadas com o auxilio de um suporte de teflon de 3 contatos,
embora usassemos apenas 2, e com adesivo isolante para delimitar a area coberta pelas

solucgdes. A Figura 4.5 apresenta o sistema elétrico descrito.

Figura 4.5 — Montagem do sistema para medidas elétricas: Eletrodo interdigitado, com area delimitada por
adesivo isolante, é inserido em um suporte de trés contatos conectados por dois cabos ao
espectrometro.

Fonte: Elaborada pela autora

4.4.1 Voltametria ciclica (CV)

A técnica de voltametria ciclica foi utilizada para a caracterizacdo dos eletrodos. Os
voltamogramas foram coletados em Potenciostato/Galvanostato Autolab PGSTAT204 com
moédulos FRA32M utilizando o software NOVA 2.0. Foram realizados 3 ciclos no intervalo

de potencial de -0,5 a 0,6 V, a uma velocidade de varredura de 50 mV s™.

4.4.2 Espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIS)

Ap0s a ativacdo dos eletrodos com as medidas de CV, foram colhidos os espectros de
impedancia eletroquimica em potencial de circuito aberto. As medidas foram realizadas na
janela de frequéncia de 10™ Hz a 10° Hz, com amplitude AC de 10 mV. Utilizando o software
NOVA 2.0, determinou-se o circuito elétrico equivalente e os valores das resisténcias da
solucéo (Rs) e da transferéncia de cargas (Rcr).
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4.4.3 Espectroscopia de impedancia elétrica

As medidas de impedancia elétrica (ndo-Faradaica) foram realizadas em um
espectrémetro Solartron 1260, com a aplicacdo de uma tensdao AC de 10 mV. A capacitancia
do eletrodo interdigitado foi medida na faixa de frequéncia de 10? Hz a 10° Hz, com a
aquisicdo de 5 pontos por década. Para caracterizar as modificacdes no eletrodo, 0s espectros
foram coletados em solucdo PBS 1X apds 5 min, tempo de espera para a organizagédo da dupla
camada elétrica.
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5 Resultados e discussao

5.1 Genossensor eletroquimico em eletrodos de barra

O desenvolvimento de um biossensor em eletrodos descartaveis requer uma etapa
prévia de validacdo da metodologia em eletrodos de barra utilizando uma célula
eletroquimica, considerados como modelo. Esse procedimento é importante para verificar se
problemas na deteccdo sdo provenientes do sistema transdutor usado (eletrodo) ou do
reconhecimento bioldgico. O eletrodo de barra e a célula eletroquimica, composta ainda por
um contra-eletrodo de platina (0,5 cm x 1,0 cm) e um eletrodo de referéncia Ag/AgCl (com
solucéo interna de KCI 3 mol/L), séo ilustrados nas Figuras 5.1A e 5.1B.

Figura 5.1 — Sistema eletroquimico utilizado como modelo: (A) eletrodo de ouro tipo barra e (B) célula
eletroquimica composta também por contra-eletrodo de platina e eletrodo de referéncia
Ag/AgCL.

Fonte: Elaborada pela autora

5.1.1 Calculo da area eletroativa dos eletrodos

Sabe-se que a superficie de eletrodos solidos ndo € totalmente plana, apresentam
depress@es e aclives, de forma que a area real € maior do que a area geométrica deles. A
determinacdo da area eletroativa ou area da superficie real é fundamental para que se compare
0s parametros obtidos durante os processos eletroquimicos, como corrente elétrica e
resisténcia a transferéncia de cargas, em eletrodos diferentes, uma vez que a RSA implica no
namero de sitios ativos disponiveis. Tal procedimento € especialmente importante quando 0s
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biossensores sdo construidos em eletrodos descartaveis porque é preciso garantir que a RSA
ndo seja muito distinta entre eles. Existem diversos métodos para determinar a area eletroativa
de eletrodos, dentre eles, adsor¢do de hidrogénio, capacitancia da dupla camada elétrica e
adsorcdo de oxigénio. Trasatti e Petrii, em 1991, apresentaram um artigo de revisao desses
métodos, apontando vantagens e desvantagens de cada um.®’ Nesse trabalho, optamos por
determinar a RSA a partir da adsor¢cdo de oxigénio. A monocamada de 6xido é formada pela
realizacdo de voltametria ciclica em meio acido e ocorre em trés processos sequenciais: (1)
moléculas de adgua adsorvidas na superficie do ouro sdo oxidadas resultando na transferéncia
de um elétron e na formacdo de radicais hidroxilas; (2) as hidroxilas rotacionam para baixo da
ultima camada metélica e novas moléculas de &gua adsorvem na superficie e oxidam,
transferindo mais um elétron; (3) as hidroxilas formadas na segunda etapa também
rotacionam e formam éxidos de ouro que resultam na transferéncia de dois elétrons, conforme

a sequir®;

(1) [Au]n—Au-[H0]a0s — [AU]n—AU-OH +H" + ¢’
(2) [Au]s—OH-Au-[H;0]as — [Au]s—OH-Au-OH + H" + ¢’
(3) [Au]n—OH—OH—AU — [Au]n_ZAuO + 2H" + 2¢

O voltamograma apresenta trés picos de oxidacao, relativos a cada etapa do processo,
conforme mostrado na Figura 5.2 obtida no ultimo ciclo de limpeza do eletrodo de barra.
Apbs completar a Gltima etapa e o sentido do potencial ser invertido, a camada de ouro
superficial sofre rapidamente rotacdo, de forma que os atomos de oxigénio anteriormente
inseridos na estrutura do metal sdo expostos e ocorre a reducdo do 6xido de ouro, gerando um

anico pico bastante intenso.
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Figura 5.2 — Voltamograma do Ultimo ciclo de limpeza do eletrodo de barra utilizado para o célculo da &rea
eletroativa: presenca de trés picos de oxidagdo relativos as etapas da formacdo da monocamada de
oxido de ouro e um pico de reducéo.

Fonte: Elaborada pela autora

Para o processo descrito, infere-se que a carga necessaria para reduzir a monocamada
de oxido de ouro (Qgr) € proporcional a area eletroativa do eletrodo (Aee), descrita pela

seguinte equacgéo:

Qr
Acle=
edgs

onde e é a carga elementar e d,s corresponde a densidade atdbmica superficial do ouro. A partir
do estudo realizado por Trasatti e Petrii, em que foi calculado o nimero médio de 4&tomos de
ouro por area da superficie, sugere-se para o ouro policristalino o fator e.d,s no valor de 390
uC/cm?. No entanto, é preciso descontar a carga que pode se acumular na dupla camada
elétrica (Qqc), de forma que a equacao fique:

_ Qr—Qdc

¢t 390 uem—2

A partir do voltamograma obtém-se o valor de Qg pela integracdo do pico de reducao
e de Qqc pela &rea do grafico menos as areas dos picos de oxidagdo e reducdo. Para 0s

eletrodos de barra utilizados nesse trabalho, o valor médio de Qr — Qqc calculado foi de 20,5 +
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1,9 uC, resultando em uma area eletroativa média de 5,2 + 0,4 mm? que é maior 1,65 vezes do
que a &rea geométrica deles de 3,14 mm?.

5.1.2 Estudo do uso de intercalantes na eficiéncia de hibridizacéo

Para avaliar a influéncia dos intercalantes na organizacdo da monocamada auto-
montada (SAM), eletrodos modificados previamente com 1 pmol/L de CP (sequéncias da
espécie M. incognita, imobilizacdo por 15 h) foram colocados em solugdes contendo 1
mmol/L de MCE ou de MCH, intercalantes com 2 e 6 carbonos, respectivamente. A
incubacdo ocorreu durante 1h a 25°C, em atmosfera imida. Apos essa etapa, os eletrodos
foram caracterizados por CV e EIS.

Os resultados apresentados na Figura 5.3 mostram o comportamento distinto do MCE
e do MCH na organizacdo das SAMs. A incubacdo do eletrodo na solucdo de MCE causou
decréscimo no R, como mostrado na Figura 5.3A, enquanto que o eletrodo colocado na
solugdo de MCH apresentou um aumento de Ry, Figura 5.3B. Para interpretacdo dos
resultados, é necessario considerar dois efeitos causados pela adicdo de moléculas
intercalantes: o blogueio da superficie conferido por elas e o alinhamento das sequéncias de
CP. As cargas negativas dos grupos fosfatos presentes nas sequéncias de captura sdo atraidas
eletrostaticamente pelas cargas positivas do eletrodo polarizado, fazendo com que as
sequéncias se organizem paralelamente ao eletrodo, bloqueando a sua superficie. Quando as
sequéncias sdo alinhadas, a superficie do eletrodo fica mais disponivel e, assim, a
transferéncia de cargas é facilitada. No entanto, quando o alinhamento é feito com a adicdo de
moléculas intercalantes, a superficie do eletrodo que estava disponivel é ocupada por essas
moléculas, causando novamente o bloqueio da superficie. Uma vez que a sequéncia de MCH
é maior do que a sequéncia de MCE, espera-se que 0 R seja maior para 0 MCH. Entéo, a
soma dos dois efeitos produziria aumento no R para ambas moléculas intercalantes, porém o

aumento seria maior para o MCH.
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Figura 5.3 - Diagramas de Nyquist representando as etapas de construgdo da camada de biorreconhecimento
com o uso de MCE (A) e de MCH (B) como moléculas intercalantes. As curvas azuis mostram o
comportamento distinto delas: ap6s a modificagdo com MCH ocorre 0 aumento do Rct e para o
MCE, a diminuigéo.

Fonte: Elaborada pela autora.

O comportamento exibido pelo eletrodo incubado em MCE indica que para essa
concentracdo e tempo as moléculas de MCE passam a remover as sequéncias de CP
imobilizadas. Isso ocorre porque a ligacdo Au-MCE é mais favoravel energeticamente do que
a ligacdo Au-CP. Para os experimentos subsequentes em eletrodo de barra, optou-se por usar

o MCH como molécula intercalante.

5.1.3 Otimizacgao do tempo de imobilizacéo

Como parte da otimizagcdo da construcdo do biossensor, analisou-se o tempo de
imobilizacdo de sequéncias de captura da espécie M. incognita na concentracdo de 0,5
umol/L. A modificacdo dos eletrodos foi monitorada em um intervalo de 1 a 15 h e a
resisténcia a transferéncia de cargas foi medida antes (Rct Limpo) € apos a incubacdo (Rcr
mos)- ESsa etapa permite que se determine qual o tempo apropriado para a modificacdo dos
eletrodos com as sequéncias tioladas. A Figura 5.4 apresenta o grafico da variacdo do Rcr

(Rctimos - Ret Limeo) em fungdo do tempo de incubagao.
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Figura 5.4 - Estudo sobre o efeito do tempo de imobilizagdo de sequéncias de captura a 0,5 pmol/L na
variagdo do Rct, onde ARt = Ret imoe — Ret Limpo- Observa-se um aumento do ARct até 12 h de
incubacéo. Entre 12 e 15 h ndo houve variacéo, indicando que houve a saturacdo do eletrodo.

Fonte: Elaborada pela autora

Observa-se um aumento gradual do ARct até 12 h, mostrando que nessa faixa quanto
maior o tempo de incubacdo, maior é a quantidade de sequéncias de captura imobilizadas. No
entanto, ndo houve variacdo no ARct para medidas realizadas apds esse periodo. Podemos
inferir que ocorre a saturacdo do eletrodo e que a imobilizagdo em tempos maiores ndo resulta
em acréscimo de ligacdo de oligonucleotideos. Esses resultados sugerem que o tempo de

incubacdo de 12 h é o mais indicado para a imobilizacdo de CP nos eletrodos estudados.

5.1.4 Estudo de seletividade

Uma vez construida a camada de biorreconhecimento, realizou-se a etapa de
hibridizacdo e os testes de deteccdo. Nessas etapas é importante avaliar a seletividade do
biossensor. O sinal elétrico resultante do reconhecimento da sequéncia alvo (TP) deve ser
diferente daquele proveniente de sequéncias de DNA ndo complementares (NC), para evitar
resultados erréneos como falso positivo e falso negativo. Foram usadas como TP as
sequéncias de M. incognita, complementares as sequéncias de captura imobilizadas, e como
NC, sequéncias da espécie M. javanica. Nesse ponto, vale ressaltar que os oligonucleotideos
TP e NC sd@o parte da sequéncia gendmica de nematoides do mesmo género, portanto,

bastante similares. Para a detecgcdo, as sequéncias na concentracdo de 1 pmol/L foram
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aquecidas a 95°C por 5 min e, em seguida, resfriadas em banho de gelo por mais 5 min. Esse
procedimento € realizado com o proposito de desnaturar o DNA, ligacBes de hidrogénio
intramoleculares entre pares de bases sdo rompidas, e favorecer a hibridizacdo com a
sequéncia complementar. Eletrodos modificados foram imersos nas solugdes contendo TP ou
NC e deixados em incubagdo por 1 h a 25°C. A Figura 5.5 apresenta a caracterizagdo das
etapas de construgdo do biossensor e a deteccdo comparativa com TP (Figura 5.5A) e com
NC (Figura 5.5B).

Os resultados mostraram que 0 biossensor foi capaz de reconhecer a sequéncia alvo,
produzindo alteragdo significativa na resisténcia a transferéncia de cargas. Observa-se na
analise comparativa que para o eletrodo imerso em TP, ocorre 0 aumento do Rcr, enquanto
para a solucdo de NC na mesma concentracdo, hd a diminuicdo desse parametro. Esse
resultado aponta o biossensor como seletivo, uma vez que seu comportamento foi distinto

entre as sequéncias.
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Figura 5.5 — Diagramas de Nyquist para andlise de seletividade do biossensor em eletrodo de barra: etapa de
deteccdo em (A) com sequéncias da espécie M. incognita (TP) e em (B) com sequéncias da M.
javanica (NC) na concentracdo de 1 umol/L.

Fonte: Elaborada pela autora

Haja vista que os eletrodos apresentam areas eletroativas ligeiramente diferentes e que
a formacdo da SAM ndo ocorre de maneira idéntica, a analise quantitativa que considera a
variacdo percentual do Rcr € mais representativa. Para os resultados apresentados na Figura
5.5, 0 ARct em porcentagem para a etapa de detecgéo foi calculado pela diferenca entre 0 Rcr

apos e antes a hibridizacéao, subtraido pelo valor de antes, como mostrado na equagao a seguir:

RCT APOS HIB — RCT ANTES HIB
X 100 (5)
RCT ANTES HIB
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A hibridizacdo com as sequéncias complementares (TP) produziu um acréscimo de
27% no Rct, devido ao aumento na superficie do eletrodo de sequéncias carregadas
negativamente. Para o eletrodo incubado em solugdo contendo NC, observou-se uma

diminuicao de cerca de 44%, conforme mostrado na Figura 5.6.

Com MCH 1mM
40- O TP

20+

ARct (%)

-40-

-60-

Figura 5.6 - Grafico de barras representando a porcentagem de variagdo do Rcr ap6s a incubacdo com as
sequéncias de TP (em azul) e NC (em vermelho).
Fonte: Elaborada pela autora

Os testes iniciais realizados em eletrodo de barra validam a metodologia usada para a
construcdo da monocamada automontada em superficie de ouro e de sua capacidade de

reconhecer de maneira seletiva a sequéncia alvo.

5.2  Genossensor eletroquimico em eletrodos descartaveis multiplex

5.2.1 Caracterizacdo morfoldgica dos eletrodos

A rugosidade dos eletrodos € um parametro muito importante para a construcdo da
camada de biorreconhecimento pelo método de monocamadas auto-organizadas (do inglés,
self-assembled monolayers — SAM). Estudos mostram que o0 aumento da rugosidade do
substrato gera defeitos na SAM que, por sua vez, alteram a maneira como ocorre a
transferéncia de cargas®®. Através de imagens de AFM topograficas em 10 um x10 pm,
determinamos a rugosidade por area (R.) e a rugosidade quadratica media (Ry) de eletrodos
multiplex em substratos de vidro e de PET, comparando os valores obtidos antes e apos a

limpeza eletroquimica. O perfil topografico em 2D e 3D do eletrodo em substrato de vidro
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antes da limpeza é apresentado nas Figuras 5.7A e 5.7B, respectivamente. Observa-se regifes
uniformes e alguns picos, com altura méxima de 82 nm. A rugosidade calculada para essas
imagens foi de 1,4 nm para R, e de 2,38 nm para Rq. As imagens tomadas em 2 um X 2 um
mostram que a camada de ouro depositada é composta por pequenas nanoparticulas que
formam um filme bastante uniforme, com altura maxima de 23 nm, conforme as Figuras
5.7Cem 2D e 5.7D em 3D.
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Figura 5.7 — Perfil topografico obtido por AFM de eletrodo multiplex em substrato de vidro antes da limpeza:
imagens 10 um x 10 ym em 2D (A) e 3D (B) apresentam rugosidade por &rea (R,) de 1,4 nm e
rugosidade quadratica média (Ry) de 2,38 nm. Nas imagens tomadas em 2 pm x 2 um para 2D (C)
e 3D (D) observa-se que o filme de ouro depositado é formado por pequenas nanoparticulas de
ouro, apresentando altura maxima de 23 nm.

Fonte: Elaborada pela autora

Apds a limpeza eletroquimica, os eletrodos foram novamente caracterizados por AFM.
As imagens em 2D e 3D para 10 um x 10 um nas Figuras 5.8A e 5.8B, respectivamente,
apresentaram diminuigdo de 3 nm no pico maximo, comparado ao valor obtido antes da
limpeza. Também houve diminuicdo de cerca de 24% na rugosidade por area, com valor de
1,07 nm, e de 17% na rugosidade quadratica média, com valor de 1,98 nm. As imagens
tomadas em uma area menor, de 2 um X 2 um, possuem altura maxima em 11,1 nm, 11,9 nm
menor que a imagem obtida antes da limpeza, conforme Figura 5.8C em 2D e Figura 5.8D
em 3D. Esses resultados indicam que a limpeza eletroquimica € muito importante para o

polimento do eletrodo, deixando-0 menos rugoso e removendo possiveis contaminantes. As
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imagens de AFM mostram, ainda, o recobrimento completo do substrato pela deposicédo do

ouro, comprovando a eficiéncia da metodologia adotada para a fabricagao dos eletrodos.
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Figura 5.8 - Caracterizagdo por AFM de eletrodo multiplex em substrato de vidro ap6s a limpeza: imagens de
10 pm x 10 um em 2D (A) e 3D (B) mostram uma diminui¢do na rugosidade ap6s a limpeza
eletroquimica, R, = 1,07 nm e Ry= 1,98 nm. Observa-se nas imagens com dimenséo 2 um X 2 um
em 2D (C) e 3D (D) que a altura maxima do filme é de 11,1 nm, indicando uma O6tima
uniformidade na deposic¢éo do ouro.

Fonte: Elaborada pela autora

Nos eletrodos multiplex metalizados em substrato de PET, a caracterizacdo
topogréafica por AFM mostrou um perfil mais rugoso. A imagem em 3D com dimensdo 10 pm
x 10 um tomada antes da limpeza (Figura 5.9A) apresentou R,= 4,16 nm e Ry= 5,99 nm,
valores quase 3 vezes maiores do que os exibidos pelos eletrodos em vidro, e altura maxima
em 170 nm. A Figura 5.9B mostra a topografia para uma area menor (4 umz), em que o0 pico
méaximo ocorre em 27 nm. No entanto, de maneira oposta ao encontrado para o substrato em
vidro, apos a limpeza eletroquimica houve o aumento da rugosidade do filme metalico, com
R.= 5,3 nm e Rq= 8,18 nm. Apesar disso, as Figuras 5.9C e 5.9D mostram que a altura
méxima para as duas areas consideradas, 10 pm? e 4 pm? diminuiu em relacéo aos valores

encontrados anteriormente.
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Figura 5.9 - Caracterizagdo por AFM de eletrodo multiplex em substrato de PET: imagens de 10 pm? antes (A)
e depois da limpeza (C) mostram uma superficie com rugosidade superior aos eletrodos em vidro.
Nas microscopias tomadas em 4 um? antes (B) e ap6s a limpeza (D), observa-se a diminuicéo da
altura méxima do filme. No entanto, em (D) observa-se um filme menos uniforme, com a
formacéo de vales.

Fonte: Elaborada pela autora

A Tabela 5.1 exibe os valores de rugosidade encontrados para os substratos de vidro e
PET.

Tabela 5.1 — Valores de rugosidade por area (Rj,) e rugosidade quadratica média (R,) para os eletrodos estudados

R, (hm) Rq (nm)
Eletrodo em vidro antes da limpeza 1,4 2,38
Eletrodo em vidro apds a limpeza 1,07 1,98
Eletrodo em PET antes da limpeza 4,16 5,99
Eletrodo em PET apds a limpeza 5,3 8,18

Fonte: Elaborada pela autora

Esses resultados indicam que durante a limpeza eletroquimica de eletrodos
metalizados em superficies bastante rugosas, como o PET, apesar de ocorrer o polimento das
regides mais altas, que resultam na diminuigdo da altura do maior pico, h4 uma corrosdo
acentuada nas regides mais baixas, formando vales, de maneira que a rugosidade do eletrodo

aumenta. Esse perfil topogréfico pode gerar defeitos na formagdo da camada de
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biorreconhecimento por SAM, que alteram a maneira como ocorre a transferéncia de cargas,
resultando na diminuicdo de reprodutibilidade entre eletrodos.

Para avaliar se durante o processo de fabricacdo ocorre a contaminacdo dos eletrodos
por outros compasitos, realizou-se a analise de contraste de fase pela técnica de microscopia
de forca atdmica em eletrodos antes de serem submetidos a limpeza. A Figura 5.10 mostra
que o filme em substrato de PET € formado apenas por um Unico elemento e que, portanto,

ndo ha deposicao de outros materiais nos eletrodos.
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Figura 5.10 — Imagem de contraste de fase 2 um x 2 um de eletrodo multiplex em substrato de PET antes da
limpeza. A caracterizacfo por AFM revela a presenca de um unico elemento na superficie.
Fonte: Elaborada pela autora

Conclui-se, a partir da caracterizacdo morfoldgica, que a metodologia adotada para a
fabricacdo de eletrodos, produz filmes que recobrem completamente os substratos sem que
haja a contaminacao por outros materiais. Eletrodos em substratos de vidro apresentam menor
rugosidade do que aqueles metalizados sobre PET e, portanto, sdo mais indicados para o
desenvolvimento de biossensores eletroquimicos. A limpeza eletroquimica em eletrodos de
vidro resulta em uma superficie menos rugosa e mais uniforme e sera adotada para 0s

procedimentos subsequentes.

5.2.2 Caracterizacdo da composicao quimica dos eletrodos

Para a construcdo de genossensores que empregam sequéncias de captura tioladas
como elementos de biorreconhecimento, é muito importante que a superficie do eletrodo
apresente uma grande quantidade de atomos de ouro metéalico (Au®) a fim de favorecer a
ligagdo tiol-ouro responsavel pela imobilizacdo desses oligonucleotideos. A anélise da

composicdo quimica dos eletrodos multiplex tanto em substrato de vidro quanto em substrato
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de PET foi realizada pela técnica de Espectroscopia de fotoelétrons excitados por raios X
(XPS). Para cada eletrodo foram coletados espectros antes e ap6s a limpeza eletroquimica,
uma vez que esse procedimento promove a oxirreducdo do ouro. Nos eletrodos sob vidro, o
espectro na regido Au4f antes da limpeza revelou dois picos separados por 3,7 eV, em 86,45 e
82,75 eV, que correspondem aos componentes spin-6rbita 5/2 e 7/2, respectivamente. A razéo
da intensidade entre os picos foi de aproximadamente 1.2, proximo aos valores descritos na
literatura.®® Apés a limpeza eletroquimica, a contagem de elétrons aumentou quase 3 vezes
(ver Figura 5.11A), indicando que esse processo aumenta a disponibilidade de atomos de
ouro na superficie do eletrodo. O espectro apresenta dois picos, em 86,75 e 83,05 eV,
ligeiramente deslocados para energias mais baixas em relacdo aos valores encontrados antes
da limpeza. Embora a literatura reporte o ouro metalico com energias de ligacdo entre 83,9 e
84,4 eV para Au 4f;, e 87,6 a 88,1 eV para Au 4fs;;, muitos estudos mostram uma diminuicéo
de 0,2 a 1,2 eV para 0 ouro em substrato de titanio. Esse comportamento pode ocorrer devido
a defeitos de vacéncia na estrutura cristalina da camada de didxido de titanio (TiOy), que
geram sitios com densidade eletronica em excesso. Quando o ouro é depositado sob essa
camada, ocorre a transferéncia de elétrons para os atomos de ouro.®* Assim, a superficie do
eletrodo multiplex em substrato de vidro é composta por ouro metalico (Au®) tanto antes
quanto apés o procedimento de limpeza.
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Figura 5.11 — Espectros de XPS na regido Au4f antes e apds limpeza eletroquimica para eletrodos em vidro
(A) e em PET (B).
Fonte: Elaborada pela autora

Por outro lado, eletrodos fabricados sobre PET n&o apresentaram diminuigdo na

energia de ligacdo, Figura 5.11B. O espectro de XPS coletado para o eletrodo sem limpeza
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revelou dois picos, em 87,6 e 91,3 eV, que se referem aos componentes 7/2 e 5/2,
respectivamente. Esses valores indicam que a superficie do eletrodo é composta por atomos
de ouro no estado de oxidacdo 3+ (Au®"). Ap6s a limpeza, houve um deslocamento dos picos
para energias mais baixas, de 85,4 e 89,1 eV, revelando que a voltametria ciclica em acido
sulfdrico reduziu os atomos de ouro Au** para o estado de oxidacéo Au'*. Apesar disso, ndo
se observou aumento na intensidade de elétrons, ou seja, a limpeza ndo gerou uma
disponibilidade maior de atomos de ouro. A Tabela 5.2 apresenta os valores de energia de

ligacdo encontrados para os sistemas estudados.

Tabela 5.2 — Valores da energia de ligacdo encontrados para Au 4f;, e Au 4fs;, em eletrodos multiplex

Eletrodo em vidro
(sem limpeza)

Eletrodo em vidro
(com limpeza)

Eletrodo em PET
(sem limpeza)

Eletrodo em PET
(com limpeza)

AU 4f7/2

82,75

83,05

87,6

85,4

86,45

86,75

91,3

89,1

Au 4f5/2

Fonte: Elaborada pela autora

A partir da caracterizacdo por XPS, é possivel concluir que o procedimento realizado
para a limpeza do eletrodo tem um papel fundamental para a sua composi¢do quimica.
Eletrodos em vidro limpos sdo compostos por ouro metalico, que favorece a ligagdo com os
grupos tidis, e apresentam uma quantidade muito superior de atomos em relacéo aos eletrodos
em PET. Portanto, a analise quimica dos eletrodos corrobora os resultados de AFM que
apontam que o substrato de vidro possui caracteristicas mais indicadas para a aplicacdo

desejada.

5.2.3 Calculo da area eletroativa

Assim como discutido na se¢do 5.1.1, a area eletroativa dos eletrodos multiplex nos
dois substratos foi calculada através do metodo de adsorcdo de oxigénio para o Ultimo
voltamograma obtido durante a limpeza eletroquimica em solu¢do de H,SO4 0,5 mol/L. Os
voltamogramas tipicos dos eletrodos em vidro (AuVIDRO) e em PET (AuPET) sdo
apresentados nas Figuras 5.12A e 5.12B, respectivamente, e mostram 0s trés picos de

oxidag&o do ouro e um pico de redugio em torno de 0,3 V. E importante notar que ha pouco
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acumulo de cargas na dupla camada capacitiva nos dois voltamogramas, caracteristica que

indica que o eletrodo foi efetivamente limpo.
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Figura5.12 - Voltamogramas de eletrodos em substrato de vidro (A) e em substrato de PET (B) tomados no
ultimo ciclo de limpeza eletroquimica para calculo da area eletroativa.
Fonte: Elaborada pela autora

A éarea eletroativa foi calculada para 3 eletrodos distintos em cada substrato para
analisar a variacdo entre elas. Para o eletrodo em vidro, o fator Qg - Qpc foi igual a 17 + 0,2
uC, totalizando uma érea eletroativa de 4,40 + 0,05 mm?. Como esperado, a area eletroativa é
maior por um fator de 1,4 que a sua &rea geométrica equivalente a 3,14 mm?. No eletrodo
fabricado em PET, o fator Qr — Qpc encontrado foi de 18,3 + 0,5 uC que resulta em uma area
eletroativa de 4,70 + 0,13 mm?, maior que sua area geométrica por um fator de 1,5. De forma
comparativa, o PET apresenta uma area eletroativa superior a determinada para o vidro
(Tabela 5.3), corroborando os resultados morfolégicos que apontaram uma maior rugosidade

de eletrodos fabricados em substrato de PET.

Tabela 5.3 — Valores calculados da area eletroativa para eletrodos em diferentes substratos (n=3).

Eletrodo em PET Eletrodo em vidro

Area eletroativa 4,40 + 0,05 mm? 4,70 + 0,13 mm?

Fonte: Elabora pela autora

5.2.4 Caracterizacao eletroquimica

Eletrodos multiplex AUPET e AuVIDRO limpos foram submetidos a caracterizacao

eletroquimica pela técnica de voltametria ciclica. Nos voltamogramas, observa-se um perfil
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diferente para os dois tipos de substratos; eletrodos AuVIDRO apresentam correntes catddicas
(Ipc) e anddicas (l,a) menores do que as correspondentes em eletrodos AUPET. De maneira
inversa, a diferenga entre os potenciais anddico (Ep.) e catodico (Eyc) € maior para eletrodos
do tipo AuVIDRO, como mostrado na Figura 5.13. Esse resultado é coerente com as
caracterizagdes discutidas anteriormente, uma vez que eletrodos com maior area eletroativa
sdo mais condutores e, consequentemente, exibem uma maior corrente elétrica. Segundo a
teoria estabelecida por Nicholson e Shain®, esses parametros permitem determinar o grau de
reversibilidade de sistemas eletroquimicos. Eletrodos planos estacionarios sdo considerados
reversiveis quando o modulo da diferenca entre os potenciais catodico e anodico (AE, = |Epa —
Epcl) € igual a 59 mV e o modulo da razéo entre as correntes |1pa/lyc| € igual a 1. Sistemas que
apresentam picos de oxidacdo e reducdo com valores que ndo correspondem aos determinados

para sistemas reversiveis, sao considerados sistemas quase-reversiveis.
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Figura 5.13 — Caracterizacdo por voltametria ciclica de eletrodos em substratos de PET (AuPET) e vidro
(AuVIDRO) apés a limpeza eletroquimica.
Fonte: Elaborada pela autora

Para os eletrodos AuVIDRO, os valores médios calculados em trés unidades sensoriais
distintas (n=3) foram AE, = 133,67 £ 7,23 mV e |lpa/lpc| = 1,15 + 0,01. Em eletrodos AuPET,
os resultados foram AE, = 87,5 £ 0,7 mV e |l/lyc| = 1,03 £ 0,03, como indicado na Tabela
5.4. Esses resultados apontam que eletrodos em PET apresentam maior reversibilidade. Esse
comportamento pode ser atribuido também a composicao quimica distinta dos dois tipos de
eletrodos estudados. Como discutido anteriormente, eletrodos AuVIDRO s&o formados por
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4tomos de ouro metélico (Au®) enquanto eletrodos AuPET sdo por atomos de ouro oxidado
(Au™.

Tabela 5.4 — Parametros para determinacao de reversibilidade de eletrodos AUPET e AuVIDRO

AEp = [Epa — Ep [pal lpc|
Eletrodos AUPET 875+0,7mV 1,03 £ 0,03
Eletrodos AuVIDRO 133,67 £ 7,23 mV 1,15+ 0,01

Fonte: Elaborada pela autora

Em etapa posterior, os eletrodos foram caracterizados por espectroscopia de
impedancia eletroquimica e os resultados sdo mostrados de forma comparativa na Figura
5.14. Observa-se que a resisténcia a transferéncia de cargas € muito maior para AuVIDRO,
em concordancia com os voltamogramas. Os valores médios encontrados (n=3) foram Rct =
745 + 10 Q para AuVIDRO e Rcr= 122 + 2,8 Q para AuPET.
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Figura 5.14 — Diagrama de Nyquist para eletrodos limpos AuPET (curva em laranja) e AuVIDRO (curva em
azul).
Fonte: Elaborada pela autora

A caracterizagdo por EIS também possibilitou determinar o circuito elétrico
equivalente do sistema eletroquimico através do software NOVA. Segundo 0S espectros
apresentados no diagrama de Nyquist, o dispositivo estudado corresponde a um circuito de

Randles.
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5.2.5 Imobilizacdo de sequéncia de captura

As caracterizacOes realizadas nos eletrodos AUPET e AuVIDRO mostraram que
apesar de terem sido fabricados pela mesma metodologia, as propriedades destes eletrodos sdo
influenciadas pelas caracteristicas do substrato. Para avaliar a eficiéncia de ligacdo de
oligonucleotideos tiolados, sequéncias de CP na concentragdo de 1 upmol/L foram
imobilizadas em eletrodos AUPET e AuVIDRO por 2 h a 25°C, em atmosfera umida. Para
ambos, observou-se alteracdes significativas nos espectros de impedancia (Figuras 5.15A e
5.15C) e voltamogramas (Figuras 5.15B e 5.15D) ap0s a incubagdo com CP, indicando que

as sequéncias foram capazes de se ligar aos eletrodos.
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Figura 5.15 — Espectros de impedancia e voltamogramas de eletrodos AuUPET (A,B) e AuVIDRO (C,D) antes e
apos a incubacdo com sequéncias CP a 1 umol/L.
Fonte: Elaborada pela autora

Para avaliar em qual superficie houve maior imobilizagéo, calculou-se a variacéo

percentual da resisténcia a transferéncia de cargas entre os valores encontrados para 0S
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eletrodos limpos (Rct Limpo) € apos a incubagdo com CP (Ret imos), ARct = (Ret imos - Rer
Limpo)/Ret Limpo. A andlise quantitativa tomada em trés eletrodos mostrou que houve uma
maior imobilizacdo em eletrodos AuVIDRO, com aumento médio de 758%, do que em
eletrodos AUPET, cujo aumento médio foi de 479%. A Figura 5.16 apresenta os resultados

quantitativos da eficiéncia de imobilizagdo.
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Figura 5.16 - Grafico de barras para a variacao percentual da resisténcia a transferéncia de cargas apés a etapa
de imobilizacdo de sequéncias CP a 1 umol/L.
Fonte: Elaborada pela autora

Conclui-se que eletrodos fabricados em substrato de vidro apresentam caracteristicas
mais apropriadas para a formacdo de monocamadas automontadas com moléculas tioladas.
Isso deve-se, principalmente, pela composicdo quimica do filme metélico, com &tomos Au°
que favorecem a ligacdo do tiol. Entdo, optamos por usar os eletrodos AuVIDRO no

desenvolvimento do biossensor para deteccdo de nematoides.

5.2.6 Analise da rugosidade do eletrodo para cada etapa

Utilizando microscopio de forca atdmica, foram coletadas imagens de eletrodos
multiplex em vidro para cada etapa da construcdo do biossensor para avaliar variagcdes na
rugosidade. Para isso, os eletrodos foram submetidos a limpeza eletroquimica em solucéo de
acido sulfarico. Em seguida, os dispositivos foram incubados com CP da espécie M. incognita
a 0,5 umol/L por 2 h. A etapa de alinhamento foi realizada por 30 min com solu¢do de MCH a

1 mmol/L. Por fim, os eletrodos foram incubados com as sequéncias alvo a 1 pmol/L por 1 h.
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As imagens 2D da topografia dos eletrodos tomadas em 2 pm x 2 um s&o apresentadas na

Figura 5.17 com os respectivos valores de rugosidade por area (R,) calculados.

Au limpo Au + CP

10

o N W hHh U1 OO N 0 WO

Figura 5.17 — Imagens de topografia obtidas por AFM e valores de rugosidade por &rea (R,) para cada etapa da
construcdo do biossensor.
Fonte: Elaborada pela autora

Identifica-se um aumento gradual da rugosidade do eletrodo com as modificaces,
indicando que as sequéncias de CP e as moléculas de MCH de fato se ligam ao ouro. Apoés a
incubacdo com TP também houve alteracdo na rugosidade; infere-se que as sequéncias
complementares hibridizaram. Da mesma maneira, foram coletadas imagens de contraste de
fase em uma é&rea de 100 pm? para cada etapa, conforme Figura 5.18. Ap6s a incubagdo com
CP, hd um aumento de pequenos pontos claros, indicando que as biomoléculas recobrem
parcialmente o eletrodo. Ja para a etapa de alinhamento, observa-se o recobrimento quase
total, que demonstra a capacidade do MCH de bloquear as regiGes desocupadas da superficie
metalica, condizente com o aumento da rugosidade. No entanto, com a adi¢do de TP, ocorre
uma diminuicdo das regides recobertas; pode-se explicar esse comportamento pelo
alinhamento das sequéncias de CP apds a hibridizacdo com o DNA alvo, liberando regifes
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anteriormente bloqueadas. Para essa configuragdo, prevalece o aumento da rugosidade
causado pelo acréscimo de oligonucleotideos (TP).

CP+MCH + TP

Figura 5.18 - Imagens de contraste de fase obtidas por AFM e valores de rugosidade por area (R,) para cada
etapa da construcdo do biossensor.
Fonte: Elaborada pela autora

5.2.7 Reproducéao do teste de seletividade realizado em eletrodo de barra

Como primeira etapa no desenvolvimento do biossensor em eletrodo multiplex,
reproduzimos os parametros e metodologias utilizadas nos eletrodos de barra para o teste de
hibridizacdo e seletividade (se¢do 5.1.4), para avaliar se poderiam ser extrapolados para
eletrodos descartaveis. Nesse caso, como o dispositivo multiplex possui quatro eletrodos de
trabalho, na etapa de hibridizagdo, dois eletrodos eram incubados com sequéncias da espécie
M. incognita (TP) e os outros dois eram incubados com sequéncias da espécie M. javanica
(NC). Os espectros de impedancia para as etapas de construcdo da biocamada e apds a
hibridizacdo com as sequéncias NC e TP, sdo ilustradas nas Figuras 5.19A e 5.19B,

respectivamente.
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Figura 5.19 — Diagramas de Nyquist para teste de seletividade nos eletrodos multiplex: etapa de hibridizagdo em
(A) com M. javanica —-NC - e em (B) com M. incognita -TP.

Fonte: Elaborada pela autora

Para os eletrodos utilizados nesse experimento, verificou-se um aumento do Rct ap0os
a imobilizacdo das sequéncias de captura muito maior do que o apresentado no eletrodo de
barra. Comparativamente, para eletrodos de barra o aumento foi de cerca de 586% enquanto
para os eletrodos descartaveis, foi de 2807%. No entanto, 0 comportamento apos a etapa de
alinhamento foi muito distinto entre os dois tipos de eletrodos — para o de barra, 0 Rct
aumentou em pouco mais de 4 vezes, ja para o descartavel houve uma diminuicdo de 3,5
vezes. A variacdo exibida pelos eletrodos multiplex pode indicar dois fendmenos: 1-) grande
parte das sequéncias de captura se mantiveram adsorvidas na superficie do eletrodo e ao
adicionar o MCH elas foram removidas, causando o decréscimo do Rcr, e 2-) a concentracdo
e tempo de imobilizacdo de MCH néo foram suficientes para o blogueio de toda a superficie
do eletrodo de maneira que o alinhamento do DNA que resulta na diminui¢cdo do Rcr foi
preponderante. Por Gltimo, na etapa de deteccdo, ndo se observou uma variacgao significativa
da resisténcia a transferéncia de cargas para ambas sequéncias, com aumento médio de 8%
para TP e 52% para NC, conforme Figura 5.20. Esse resultado indica que ndo houve
hibridizacdo entre as sequéncias complementares de captura e alvo para a espécie
M.incognita. Ademais, infere-se desse estudo que os parametros utilizados para os eletrodos
de barra ndo podem ser extrapolados para os eletrodos descartaveis multiplex, uma vez que o
comportamento observado no primeiro ndo se reproduziu no segundo. Assim, €
imprescindivel que se faca otimizagdes para todas as etapas a fim de detectar as sequéncias

alvo e diferencia-las de sequéncias ndo complementares.
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Figura 5.20 — Graficos de barras para variagdo percentual da resisténcia a transferéncia de cargas antes e ap6s
etapa de hibridizacdo com M. incognita (TP) e M. javanica (NC).
Fonte: Elaborada pela autora

5.2.8 Tempo de imobilizacéo

Para avaliacdo da eficiéncia de ligacdo das sequéncias de captura e da
reprodutibilidade entre eletrodos, foram testados quatro tempos de imobilizacdo: 2, 5, 15 e
48 h. Nesse estudo, dispositivos multiplex foram incubados com CP a 0,2 umol/L, em
atmosfera Umida e temperatura de 25°C. Os voltamogramas e espectros de impedancia foram
coletados em trés eletrodos antes e apds a modificagdo com os oligonucleotideos e, entdo,
calculou-se o valor médio da varia¢do percentual do Rct ([Ret imo — Rer Limpol/Ret Limpo)

para cada tempo de imobilizacdo, apresentados na Figura 5.21.
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Figura 5.21 — Grafico de barras com a variagdo percentual de Rer ([Rer imo — Ret Limpol/Ret Limpo) para a
imobilizacdo de sequéncias CP a 0,2 umol/L em eletrodos multiplex por 2, 5, 15 e 48 h.
Fonte: Elaborada pela autora

Observa-se que para todos os tempos de imobilizacdo houve um aumento significativo
no Rcr, acima de 700%, indicando que as sequéncias de captura sdo capazes de se ligar ao
eletrodo mesmo em tempos curtos. A andlise dos dados mostra que 0 ARct é muito similar
para incubacdes de 2 e 5 h, apresentando aumento de 781 e 717%, respectivamente. Para 15 h
de imobilizacdo, a variacdo percentual do Rct foi de 303%, 0 menor valor encontrado entre 0s
tempos estudados. Esse comportamento pode ser resultante de uma reorganizacdo das
sequéncias de CP na superficie do ouro. Por outro lado, eletrodos incubados por 48 h
exibiram um ARct muito maior (1167%) que indica que esse tempo € 0 que apresenta maior
eficiéncia de ligacdo dos oligonucleotideos. Os espectros de impedancia apos a modificacdo
dos eletrodos sdo mostrados na Figura 5.22. A influéncia do tempo de imobilizacdo de
sequéncias CP em eletrodos multiplex diferiu da apresentada pelos eletrodos de barra,
portanto, infere-se que a formacdo da SAM nesses eletrodos ocorre de maneira distinta.

Nesse estudo também foi avaliada a reprodutibilidade da construgdo da camada de
biorreconhecimento, comparando a variacdo percentual do Rct de eletrodos submetidos ao
mesmo tempo de imobilizacdo. Para o desenvolvimento de biossensores, recomenda-se que o
ARct seja semelhante em eletrodos diferentes. Alguns estudos mostram que para uma melhor
organizacdo das monocamadas automontadas e, consequentemente, de uma melhor
reprodutibilidade entre os dispositivos, tempos maiores de imobilizagdo sdo mais
apropriados.®’ Nossos resultados mostraram uma reprodutibilidade boa para todos os tempos
de imobilizagdo testados, com melhor desempenho para as réplicas incubadas em 48 h, que

apresentaram desvio médio relativo de 0,1%.
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Figura 5.22 — Diagrama de Nyquist para a imobilizacdo de CP a 0,2 umol/L em eletrodos multiplex nos tempos
indicados.
Fonte: Elaborada pela autora

O resumo dos valores de ARct encontrados para cada tempo de imobilizacdo e o

desvio médio relativo entre as réplicas pode ser visto na Tabela 5.5.

Tabela 5.5 — Variagdo percentual do Rct (ARct) apos a incubacdo dos eletrodos com CP nos tempos indicados.
O valor médio do ARcr entre as réplicas e o desvio médio relativo sdo apresentados para cada

tempo.
Réplicas 2h 5h 15h 48h

1 748% 635% 315% 1167%

2 789% 715% 289% 1169%

3 806% 801% 305% 1167%

Média 781 + 30% 717 + 83% 303 + 13% 1167 + 1%
Desvio médio 3,8% 11,6% 4,3% 0,1%

relativo

Fonte: Elaborada pela autora

Ao considerar os critérios de maior imobilizacdo de sequéncias de captura e melhor

reprodutibilidade entre eletrodos dentre os tempos testados, conclui-se que a incubacgdo de
48 h é a mais apropriada para a construcdo dos biossensores em dispositivos multiplex.

Assim, as otimizagOes subsequentes foram realizadas com essa configuracéo.
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5.2.9 Concentracdo da molécula intercalante

Como discutido anteriormente, moléculas intercalantes sdo responsaveis pelo
alinhamento perpendicular ao eletrodo das sequéncias de captura e pelo blogqueio das regides
ndo preenchidas por elas. Nesse sentido, realizou-se um estudo comparativo da influéncia da
molécula intercalante na eficiéncia de hibridizacdo e na seletividade do biossensor. Para isso,
eletrodos modificados com CP da espécie M. incognita foram incubados por 1 h com
mercaptohexanol (MCH) em duas concentragdes diferentes (0,2 e 1 mmol/L) e, em seguida,
submetidos a etapa de hibridizacdo com TP (espécie M. incognita) e NC (espécie M.
javanica) por 1 h a 25°C. Os dois grupos de eletrodos foram comparados com o grupo em que

ndo houve a adicdo de MCH.

Os resultados mostraram que apds a adicdo do MCH para as duas concentracdes
testadas, houve um grande decréscimo do Rcr, conforme Figura 5.23. Para os eletrodos
modificados com MCH 0,2 mmol/L, o valor médio para 0 ARct foi de -40%, ao passo que
para 0s modificados com MCH 1mmol/L, o valor médio foi de -66,6%. Nesse caso, o efeito
de alinhamento das sequéncias de DNA (que causa a diminuicdo do Rct) parece ser
preponderante ao bloqueio das regifes desocupadas do eletrodo pelo MCH. Novamente as
propriedades elétricas dos eletrodos multiplex apds as modificacBes diferem daquelas
apresentadas pelos eletrodos de barra, em que a adicdo do MCH causa um aumento
significativo no Rcr. Vale ressaltar que os eletrodos de barra utilizados nesse estudo
apresentaram area eletroativa média 10% maior que os eletrodos multiplex em substrato de
vidro. Isso significa que ao modificarmos os dois tipos de eletrodos com a mesma
concentracdo de CP, havera mais area disponivel para o bloqueio com MCH em eletrodos de

barra.
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Figura 5.23 — Diagramas de Nyquist da influéncia da concentracdo de MCH na formacdo da SAM e na
seletividade do biossensor: eletrodos sem modificacdo com MCH incubados com TP (A) e NC
(B); eletrodos modificados com MCH 0,2 mmol/L incubados com TP (C) e NC (D); eletrodos
modificados com MCH 1mM incubados com TP (E) e NC (F).
Fonte: Elaborada pela autora
Os testes de deteccdo realizados com sequéncias TP e NC, mostraram que a maior
variacdo do Rct ocorreu nos eletrodos sem a adi¢do da molécula intercalante, Figura 5.24.
Para essa configuragdo, houve a diminuicdo do Rcr apos a hibridizacdo, devido ao

alinhamento das sequéncias de captura que resultam na liberacdo de regides anteriormente
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blogueadas para a transferéncia de cargas. No entanto, os biossensores ndo foram seletivos,
visto que a faixa de ARcr correspondente ao TP é compreendida pela faixa do NC. Para
eletrodos submetidos a etapa de alinhamento com MCH a 0,2 mmol/L, observou-se a
seletividade do biossensor, as faixas de ARct para as duas sequéncias de DNA ndo coincidem,
apresentando um aumento médio de 18% para o TP e de 8% para o NC. Porém, essa variacdo
é considerada baixa e indica que a hibridizacéo entre as sequéncias alvo e de captura ainda €
pouco eficiente. Apesar dos eletrodos construidos com MCH a 1 mmol/L também exibirem
seletividade, a diferenca do ARct entre eles (cerca de 3%) nao foi significativa e a variacdo do
Rcr resultante do TP foi quase a metade apresentada pelos eletrodos com 0,2 mmol/L de
MCH.

Seletividade em funcéo da concentragcao de MCH
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Figura 5.24 — Gréfico de barras com a variagcdo percentual de Rcr entre as etapas anterior e posterior a
incubacdo com as sequéncias TP e NC para eletrodos sem MCH, com MCH 0,2 mmol/L e com
MCH 1 mmol/L.

Fonte: Elaborada pela autora

5.2.10 Tempo de imobilizacdo da molécula intercalante

Adicionalmente ao estudo da influéncia da concentragdo de MCH na formacdo da
SAM e seletividade do biossensor, foi realizada a otimizacdo do tempo de incubagdo com a
molécula intercalante. Eletrodos modificados com CP 0,2 umol/L por 48 h foram submetidos
a etapa de alinhamento com MCH 0,2 mmol/L em diferentes tempos de incubagdo: 30 min,
1 he4h. AFigura5.25 apresenta os espectros de impedancia obtidos.
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Figura 5.25 — Diagramas de Nyquist de eletrodos modificados com MCH 0,2 mmol/L em diferentes tempos e
sua influéncia na seletividade: por 30 min — detec¢do com TP (A) e NC (B); por 1 h — deteccdo
com TP (C) e NC (D); por 4 h — detec¢cdo com TP (E) e NC (F).

Fonte: Elaborada pela autora

Em todos os tempos testados houve a diminuicdo do Rct apos a etapa de alinhamento

com MCH — os valores médios do ARct foram -51% para 30 min de incubag&o, -40% para 1 h

e -61% para 4 h. A hibridizagdo com TP e CP a 1 umol/L foi realizada a temperatura
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ambiente e a variagdo média do Rct para os trés grupos de eletrodos € mostrada na Figura
5.26. Verifica-se que o grupo modificado por 30 min com a molécula intercalante foi o que
apresentou maior ARct apds a incubacdo com a sequéncia alvo, indicando que a construcao
da SAM nessa configuracdo é a mais favoravel para a hibridizacdo entre as sequéncias
complementares. Além disso, estes eletrodos também foram mais seletivos, com ARct de 26,1
+ 4,6% para TP e de 15,0 + 1,8% para NC. Apesar de todos 0s grupos terem apresentado
seletividade, identifica-se uma diminuicdo dela com o aumento do tempo de incubacdo, de
maneira que para os eletrodos com modificacdo por 4 h a diferenca entre os valores médios de
ARct para TP e NC foi de menos de 5%. Infere-se que para tempos de incubacdo longos, o
MCH passa a remover as sequéncias de captura imobilizadas no eletrodo. Assim, para a
continuidade dos estudos, foi escolhido o tempo de 30 min para a etapa de alinhamento com a

molécula intercalante.

Seletividade em funcéo do tempo de incubacédo do MCH
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Figura 5.26 — Gréafico de barras com a variagdo percentual de Rcr entre as etapas anterior e posterior a
incubacdo com as sequéncias TP e NC para eletrodos incubados com MCH 0,2 mmol/L por
30min,1he4h.

Fonte: Elaborada pela autora

5.2.11Tempo de hibridizacao

Uma vez realizada a otimizacdo dos parametros para a formagdo da camada de
biorreconhecimento, otimizou-se as varidveis envolvidas na etapa de hibridizacdo. Eletrodos
modificados com CP e MCH para as concentracfes e tempos escolhidos anteriormente foram

incubados com sequéncias TP e NC a 25°C durante dois periodos: 1 h e 2 h. Visto que a
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variacdo do Rcr apos a hibridizagdo com TP néo tinha sido suficientemente alta para a
concentracdo da sequéncia alvo testada, esperava-se que um tempo maior de incubagéo
resultaria em uma maior eficiéncia de hibridizacdo. No entanto, para o periodo de 2 h, os
eletrodos foram pouco reprodutiveis, os valores de ARct apresentados pelas réplicas diferiram
em até 85%. Além disso, existe uma faixa de ARct que € abrangida tanto pelos valores
correspondentes ao TP quanto pelos valores de NC (ver Figura 5.27), sugerindo que podem

ocorrer falsos positivos ou negativos para biossensores com essa configuracgéo.

Seletividade em funcédo do tempo de hibridizacao
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Figura 5.27 — Grafico de barras para a seletividade em fungéo do tempo de hibridizag8o: sequéncias de NC ou
TP a 1 umol/L foram incubadas com os eletrodos durante 1 e 2 h.
Fonte: Elaborada pela autora

5.2.12Temperatura de hibridizacao

Sabe-se que a temperatura pode influenciar na taxa de hibridizacdo entre sequéncias
complementares. Assim, a temperatura mantida durante a incubacdo dos eletrodos com as
sequéncias alvo e ndo-complementares também foi estudada. Para isso, a etapa de
hibridizacdo foi realizada com sequéncias TP e NC a 1 umol/L durante 1 h nas temperaturas
de 25°C e 60°C. Os valores encontrados para a variacdo percentual de Rcr séo apresentados na
Figura 5.28. Eletrodos mantidos a 60°C ndo apresentaram seletividade, ha uma regido que
abrange variagdes resultantes tanto de TP e quanto de NC. Novamente, o melhor resultado foi

obtido para a hibridizagdo durante 1 h a 25°C.
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Figura 5.28 - Gréfico de barras para a seletividade em fungdo da temperatura de hibridizacdo: sequéncias de NC
ou TP a 1 umol/L foram incubadas com os eletrodos por 1 h a 25°C e 60°C.
Fonte: Elaborada pela autora

Embora o genossensor tenha se mostrado seletivo para uma determinada configuragéo
experimental, a variagdo ap6s a hibridizacdo com as sequéncias alvo ainda é baixa,
considerando a concentragdo de TP testada. Esses resultados indicam que a hibridizagéo entre
as sequéncias complementares ainda é baixa e que novas otimizacGes se fazem necessarias
para que o desempenho do biossensor seja aperfeicoado, garantindo seletividade e baixo

limite de deteccéo.

5.3 Imunossensor elétrico

5.3.1 Caracterizacdo morfoldgica dos eletrodos interdigitados

Eletrodos interdigitados de ouro, ap6s a limpeza descrita na secdo 4.2.2, foram
caracterizados quanto a sua morfologia, por microscopia de forca atdbmica. Imagens
topogréficas em 2D (Figura 5.29A) e 3D (Figura 5.29B) tomadas em uma area de 4 pm?
exibem um filme homogéneo em que 0 maior pico possui 16 nm de altura. A rugosidade foi
determinada em 4 eletrodos distintos para analisar a reprodutibilidade. Os valores médios
encontrados para a rugosidade por area e rugosidade média quadratica foram de 1,24 + 0,04
nm e 1,58 = 0,05 nm, respectivamente. Desses resultados, infere-se que eletrodos fabricados

pela metodologia adotada apresentam rugosidades semelhantes, com variacéo de cerca de 3%.
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Essa caracteristica € fundamental para a organizagdo da monocamada automontada e para que
as anélises de condutividade elétrica sejam reprodutiveis.
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Figura 5.29 — Imagens de topografia obtidas por AFM em 2D (A) e 3D (B) de eletrodo interdigitado limpo. Os
valores de rugosidade encontrados para esse eletrodo foram R,= 1,29 nm e Ry=1,64 nm com
altura maxima de 16 nm.

Fonte: Elaborada pela autora

5.3.2 Medidas de capacitancia — reprodutibilidade e escolha de frequéncia

O imunossensor elétrico foi construido através da formacdo de camada automontada:
inicialmente, eletrodos interdigitados limpos foram modificados com MPA 1 mmol/L em
temperatura ambiente e atmosfera Umida por 15 h; apds esse periodo, os eletrodos foram
lavados com &gua Milli-Q e, entdo, adicionou-se uma solucdo aquosa contendo 2 mmol/L de
EDC e 5 mmol/L de NHS para ativacdo do grupo carboxilico presente no MPA, o tempo de
incubacdo foi de 1 h. Em etapa posterior, os eletrodos foram modificados com 0 soro
imunizado por 4 h em atmosfera Umida e temperatura de 4°C. A etapa de bloqueio dos sitios
ativos remanescentes com albumina de soro bovino (BSA), por exemplo, ndo foi adotada

nesse protocolo uma vez que o soro imunizado j& contém proteinas.

Eletrodos modificados foram submetidos a 20 medidas consecutivas de capacitancia
elétrica para avaliar a reprodutibilidade das mesmas na faixa de frequéncia de 10° Hz a 10°
Hz. O resultado € apresentado na Figura 5.30. Os valores de capacitdncia se mostraram
reprodutiveis para quase todas as frequéncias, com uma variacdo muito pequena para a faixa
0,6 x10° a 1x10° Hz.
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10° Hz.
Fonte: Elaborada pela autora

Para escolher uma frequéncia fixa para avaliar a variacdo percentual da capacitancia e
realizar a analise estatistica multivariada, eletrodos modificados com soro imunizado da
espécie M. incognita foram incubados em solugédo contendo 30 pg/mL da proteina da espécie
M. javanica (negativa) por 1 h e em solugdo contendo a mesma concentragdo da proteina da
espécie M. incognita (positiva) também por 1 h. Espectros de impedancia elétrica foram
coletados em eletrodos sem incubacdo (PBS) e apds as incubacdes descritas. As medidas
foram realizadas em solucdo tampdo e adotou-se 5 min de espera (delay) antes do inicio delas
para a organizacdo da dupla camada elétrica. Conforme mostrado na Figura 5.31, h4 uma
variacdo significativa dos valores de capacitancia entre as configuragfes estudadas para
frequéncias entre 10* e 10° Hz, apontando essa regido como a que melhor discrimina as
amostras. Considerando que hd uma pequena variacdo na reprodutibilidade das medidas para
frequéncias acima de 6x10° Hz, escolheu-se 10° Hz como frequéncia fixa para as analises

subsequentes.
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sem incubacgdo (PBS), incubados com 30 pg/mL de proteinas da espécie M. javanica (negativo) e
incubados com 30 ug/mL de proteinas da espécie M. incognita (positivo).

Fonte: Elaborada pela autora

5.3.3 Influéncia da limpeza dos eletrodos na seletividade

Como descrito na se¢éo 4.2.2, foram testados dois protocolos de limpeza nomeados de
KOH e etOH. Para avaliar se as limpezas influenciam na capacidade de discriminacdo das
amostras e selecionar a mais adequada, dois conjuntos de eletrodos — cada um submetido a
um meétodo de limpeza — foram modificados com o soro imunizado M. incognita e
caracterizados por medidas de capacitancia antes da incubacdo e ap6s as incubagdes com as
proteinas negativas (Mj) e positivas (Mi) a 30 pg/mL. Realizou-se a andlise de componentes
principais utilizando a matriz de covariancia para os valores obtidos na frequéncia de 10° Hz.
A Figura 5.32 apresenta o grafico de score do conjunto de dados em que se identifica a
discriminacdo das diferentes amostras, com PC1 de 97,9% e PC2 de 2,1%. Para cada grupo é
mostrado a elipse de confianca de 95%, definida como a regido que compreende 95% do
conjunto amostral e calculada a partir de uma distribuigdo gaussiana dos dados.®® Dessa
forma, o biossensor acusa a presenca da proteina alvo apenas se o valor da medida elétrica

estiver dentro da elipse pertencente ao grupo positivo (mostrado em azul).
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Figura 5.32 — Grafico de score da analise de componentes principais de dois grupos de eletrodos submetidos a
limpezas diferentes — discriminacdo das amostras sem proteinas, com proteinas de outra espécie
(negativo) e com proteinas da mesma espécie (positivo). Para cada grupo é mostrado a elipse de
confianga 95%.

Fonte: Elaborada pela autora

A influéncia das variaveis — neste caso, os dois protocolos de limpeza — é analisada a
partir do gréfico de loading, mostrado na Figura 5.33. Nele, cada variavel é mostrada como
um vetor cuja intensidade e direcdo determinam a sua influéncia nas componentes principais 1
e 2. Observa-se que os eletrodos submetidos a limpeza com KOH apresentam uma
intensidade pequena na direcdo y e uma intensidade grande na direcéo X, indicando que essa
variavel exerce maior influéncia na componente principal 1 (PC1). Por outro lado, o vetor que
representa os eletrodos limpos com etOH possui uma intensidade pequena no eixo X e uma
intensidade grande no eixo y, dessa forma, sua maior influéncia recai na PC2. Visto que a
PC1, de forma isolada, é responsavel pela discriminacdo de 97,9% dos dados e que a sua
variavel de maior peso é o0 KOH, escolheu-se esse protocolo de limpeza para a realizacdo dos

demais estudos.
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Figura 5.33 - Grafico de loading da analise de componentes principais de dois grupos de eletrodos submetidos
a limpezas diferentes — discriminagcdo das amostras sem proteinas, com proteinas de outra
espécie (negativo) e com proteinas da mesma espécie (positivo).

Fonte: Elaborada pela autora

5.3.4 Combinacao de diferentes unidades sensoriais

Como forma de determinar se as variagcdes na capacitancia sdo de fato resultantes da
interacdo seletiva antigeno-anticorpo, foram avaliados trés conjuntos sensoriais: eletrodos
limpos sem modificacGes, eletrodos modificados com filme organico sem a adi¢do do soro
imunizado e eletrodos com a SAM contendo o soro imunizado da espécie M.incognita, como
descrito anteriormente. Para o filme organico, os eletrodos foram incubados por 15 h com
solugéo de MPA 1 mmol/L, em seguida por 1 h com EDC/NHS a 2 mmol/L/5 mmol/L e, por
ultimo, realizou-se o blogueio dos grupos carboxilicos com solugcdo de BSA 0,5% (m/V) por
30 min. Para cada conjunto, foram coletados os valores de capacitancia antes da incubacéo,
apos a incubagdo com proteinas da espécie M. javanica (negativo) a 30 pug/mL e apos a
incubacdo com as proteinas alvo (positivo) também a 30 ug/mL. A Figura 5.34 apresenta o

gréfico de score da combinacéo dos trés grupos sensoriais.
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Figura 5.34 - Gréfico de score da andlise de componentes principais obtida pela combinacgdo de trés conjuntos
sensoriais — eletrodos limpos, eletrodos com filme orgéanico e eletrodos com SAM — para a
discriminacéo de amostras sem proteinas (PBS), com proteinas da espécie M. javanica (negativo) e
com as proteinas da espécie M. incognita (positivo). Para cada grupo de amostras é mostrado a
elipse de confianga 95%.

Fonte: Elaborada pela autora

Com a combinacdo dos trés conjuntos sensoriais foi possivel a discriminacdo das
amostras em que sé o PC1 j& € capaz de diferenciar 98% delas. Somando os scores das
componentes principais 1 e 2 obtém-se 99,4%.

O grafico de loading para esse conjunto de variaveis, Figura 5.35, mostra que ha uma
contribuicdo infima dos conjuntos de eletrodos limpos e com filme orgénico (FO) para a
componente principal 1, responsavel pela diferenciacdo majoritéria das amostras. Portanto, a
PCL1 é dominada pelos valores de capacitancia referentes aos eletrodos com SAM e anticorpo
(AC). Para a PC2, a maior contribuicdo € dada pelos eletrodos com filme organico e os
eletrodos limpos, novamente, pouco influenciam. Esse resultado era o esperado, uma vez que
eletrodos limpos e eletrodos com filme organico ndo possuem a molécula responsavel pelo
biorreconhecimento. Conclui-se que a discriminacdo das amostras é decorrente da interacao

especifica entre os anticorpos presentes na SAM e suas proteinas alvo.
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Figura5.35- Grafico de loading da anélise de componentes principais obtida pela combinacdo de trés
conjuntos sensoriais — eletrodos limpos, eletrodos com filme orgéanico e eletrodos com SAM -
para a discriminacdo de amostras sem proteinas (PBS), com proteinas da espécie M. javanica
(negativo) e com as proteinas da espécie M. incognita (positivo).

Fonte: Elaborada pela autora

Visto que os eletrodos limpos pouco contribuem para as componentes principais 1 e 2,
realizou-se a analise combinando apenas os conjuntos sensoriais FO e AC. Verifica-se no
grafico de score gerado, Figura 5.36, que ao excluir os eletrodos limpos, a PC1 aumentou e
foi capaz de discriminar 98,7% das amostras. Para esse caso, somando 0s scores das
componentes principais 1 e 2, obtém-se o valor de 100%. Esse resultado aponta para enorme
capacidade de deteccdo do biossensor construido para a identificacdo de espécies de

nematoides parasitas de plantas.
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Figura 5.36 - Gréfico de score da andlise de componentes principais obtida pela combinagdo de dois conjuntos
sensoriais — eletrodos com filme orgénico e eletrodos com SAM — para a discriminagdo de
amostras sem proteinas (PBS), com proteinas da espécie M. javanica (hegativo) e com as proteinas
da espécie M. incognita (positivo). Para cada grupo de amostras é mostrado a elipse de confianca

95%.
Fonte: Elaborada pela autora

O grafico de loading correspondente mostra mais uma vez a contribuicdo majoritaria
dos eletrodos modificados com a SAM para a PC1 e a contribuicdo majoritéria dos eletrodos
funcionalizados com o filme organico para a PC2, conforme Figura 5.37. A combinacdo

desses dois conjuntos sensoriais sera utilizada para os demais estudos.
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Figura 5.37 - Gréfico de loading da analise de componentes principais obtida pela combinagdo de trés
conjuntos sensoriais — eletrodos limpos, eletrodos com filme orgéanico e eletrodos com SAM -
para a discriminacdo de amostras sem proteinas (PBS), com proteinas da espécie M. javanica
(negativo) e com as proteinas da espécie M. incognita (positivo).

Fonte: Elaborada pela autora

5.3.5 Medidas de deteccdo sem periodo de incubacéo

O biossensor aqui desenvolvido tem como objetivo a deteccdo de nematoides parasitas
de plantas de maneira simples e rapida, podendo ser realizada até mesmo em campo. Assim, a
possibilidade de deteccdo sem que haja periodo de incubacdo com a amostra por 1 h foi
estudada. Para isso, eletrodos FO e AC foram submetidos a medidas de capacitancia em
solucdo tampdo, apds a espera de 10 min para a organizacdo da dupla camada elétrica. Em
etapa posterior, foi adicionado aos eletrodos uma solucdo contendo proteinas ndo-especificas
(amostras negativas) a 30 pg/mL; ap6s 10 min de espera necessarios para a interacdo da
amostra com a unidade sensorial e para a organizagdo da dupla camada elétrica, realizou-se as
medidas de impedancia elétrica na mesma solucdo contendo as proteinas. Em seguida,
repetiu-se o procedimento, dessa vez, em solugdo contendo as proteinas alvo (positivas) a 30
pug/mL. Os valores de capacitancia foram submetidos a analise de componentes principais
para avaliar se a deteccdo realizada sem tempo de incubacdo também é capaz de discriminar
as amostras. O grafico de score obtido, apresentado na Figura 5.38, demonstra ndo s6 a
capacidade do biossensor em diferenciar as amostras a partir de medidas realizadas sem o

periodo de incubagdo, como também exibe um score maior de PC1 se comparado com 0s



104

resultados dos experimentos realizados com 1 h de incubagdo. Somando as componentes

principais 1 e 2 obtém-se a discriminacéo de 100% das amostras.
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Figura 5.38 - Gréfico de score da andlise de componentes principais obtida pela combinagdo de dois conjuntos
sensoriais — eletrodos com filme orgénico e eletrodos com SAM — para a discriminagdo de
amostras sem periodo de incubagdo. Para cada grupo de amostras é mostrado a elipse de confianca
95%.

Fonte: Elaborada pela autora

De maneira semelhante a detec¢do com incubacdo, o grafico de loading (Figura 5.39)
mostra que a PC1 depende quase que exclusivamente dos eletrodos que possuem anticorpos,
enquanto a PC2 é dominada pelos valores gerados a partir dos eletrodos modificados com
filme organico. Para a analise estatistica multivariada € necessario que se possua a0 menos
dois conjuntos sensoriais, ou seja, duas variaveis distintas. Assim, o modelo ideal identificado
nesse estudo é a combinacdo das medidas de capacitancia em eletrodos FO e AC que juntos

séo capazes de identificar todas as amostras.



105

AC

0.0

0.0 0!5 1.0
PC1 (99.1%)

Figura 5.39 - Gréfico de loading da analise de componentes principais obtida pela combinacéo de dois conjuntos
sensoriais — eletrodos com filme orgénico e eletrodos com SAM — para a discriminagdo de
amostras sem periodo de incubacéo.

Fonte: Elaborada pela autora

Os mesmos procedimentos foram realizados na construgdo do biossensor para a
deteccdo de nematoides M. javanica, utilizando o soro imunizado produzido a partir desses
fitoparasitas na construcdo da SAM. Proteinas das espécies M. incognita e M. javanica a
30 pg/mL foram utilizadas como amostras negativa e positiva, respectivamente. Os resultados
da andlise estatistica por PCA séo apresentados na Figura 5.40. Esse biossensor também foi
capaz de reconhecer de maneira seletiva as amostras contendo as proteinas alvo. O gréfico de
score exibe os valores de 98,6% e 1,4% para as componentes principais 1 e 2,
respectivamente. A contribuicdo dos conjuntos sensoriais FO e AC ocorreu de forma
semelhante ao apresentado pelo biossensor M. incognita, indicando que a distingcdo das
amostras é decorrente da interacdo dos elementos de biorreconhecimento (presentes na SAM)

com as amostras.
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Figura 5.40 — Analise de componentes principais de biossensor para a espécie M. javanica com a combinagdo
dos conjuntos sensoriais FO e AC: grafico de loading e no detalhe, grafico de score para a
discriminagdo de amostras sem proteinas (PBS), com 30 pg/mL de proteinas Mi (negativo) e
com 30 pg/mL de proteinas Mj (positivo).

Fonte: Elaborada pela autora

5.3.6 Variacdo na capacitancia em fungéo da concentracéo do analito

Complementando as analises de componentes principais dos imunossensores elétricos
-capazes de discriminar qualitativamente as amostras-, realizou-se o estudo da variagédo
relativa da capacitancia em funcdo da concentracdo das proteinas alvo, para encontrar o limite
de deteccdo do imunossensor. Para isso, eletrodos modificados com SAM e contendo
anticorpos especificos para a espécie M. incognita foram submetidos a medidas de
capacitancia antes e depois da interagdo com amostras contendo as proteinas alvo em
concentragdes distintas. Esse experimento foi realizado sem o periodo de incubacdo,
respeitando o tempo de 10 min para a interagdo da amostra com o bioreceptor e organizacdo
da dupla camada elétrica antes do inicio das medidas elétricas. Os valores comparativos
foram tomados para a frequéncia de 10° Hz e sdo apresentados na Figura 5.41. Identifica-se

um aumento gradual do AC em funcdo da concentracdo das proteinas alvo.
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Figura 5.41 — Variacdo percentual da capacitancia do biossensor construido para a espécie M. incognita em
funcdo da concentracdo do analito: A-) Grafico de barras e B-) curva de calibracdo AC (%)
versus log da concentragédo

Fonte: Elaborada pela autora

A variacdo percentual na capacitancia (AC) ap6s a interacdo com as proteinas exibiu
uma dependéncia linear com o log da concentragéo, conforme Figura 5.42; a equacgéo da reta
obtida pela regressdo linear foi AC (%) = (-40,44 £ 2,66) — (28,13 £ 2,40) x (logo
[proteina])(ug/mL), com ajuste de R?=0,979.
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Figura 5.42 — Dependéncia linear da variacdo percentual da capacitancia em fungdo do log da concentracdo de
proteinas (espécie M.incognita) — Curva de calibracio obtida por regressao linear com ajuste R*=
0,979.

Fonte: Elaborada pela autora
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O limite de detecgédo (LOD) para esse biossensor foi calculado com base na regra da
IUPAC, que estabelece a seguinte relacao:

3xSD

LOD =

onde SD € o desvio padréo do branco - dado pela variacdo percentual da capacitancia entre a
etapa com anticorpo (Cac) e a etapa com PBS (Cpgs) - € b corresponde ao coeficiente angular
da reta delineada pela regresséo linear. Foram obtidos os valores de b = (-28,13 + 2,4) e SD =
(-0,27 £ 0,02), resultando em um limite de deteccéo de 28,8 + 3,2 ng/mL.

Esses resultados demonstram a capacidade do imunossensor para a deteccdo de
nematoides parasitas de plantas, discriminando espécies do mesmo género. Além disso,
destaca-se a eficiéncia da metodologia desenvolvida para a extracdo das proteinas dos
nematoides e producdo de anticorpos especificos contra elas, uma vez que as andlises de
componentes principais reportaram que a discriminagdo das amostras é resultante quase que
exclusivamente da interacdo entre a camada de biorreconhecimento, contendo os anticorpos,

com as amostras.

5.4  Custo estimado dos biossensores

Visando a elaboracdo de um produto e a producdo dos biossensores em escala
industrial, estimou-se o custo de fabricacdo do imunossensor elétrico (Tabela 5.6) e do
genossensor eletroquimico (Tabela 5.7), incluindo os valores dos eletrodos e principais
reagentes. Vale ressaltar que os precos dos reagentes foram cotados para quantidades usuais
de laboratorio e que para producdo em larga escala, é provavel que os valores de cada item
sejam reduzidos. Dado os prejuizos causados pela infestacdo de nematoides parasitas de
plantas em diferentes culturas e a quantidade de nematicidas aplicada em plantacbes com alta
populagdo desses microrganismos, o custo dos dispositivos desenvolvidos é adequado e

viavel, mostrando mais uma vez o potencial dessa ferramenta para a agricultura.



Tabela 5.6 — Custo estimado para a produgdo do imunossensor elétrico
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Tamanho da Preco da %iggg%aodre Preco por
embalagem embalagem (R$) eletrodo eletrodo (R$)
EDC 5¢g 459,00 1,92 ug 176,2 x 10°
NHS 259 455,00 2,87 ug 52,2 x 10°
MPA 84 mL 214,00 0,44 nL 1,12 x 10
__som 15 mL 1456,00 5 uL 0,48
imunizado
Eletrodo 2,7 (unidade)
L . 8h para produzir
Funcionario 40,00 reais/h 100 eletrodos 3,2
Custo total:
R$ 6,38

Fonte: Elaborada pela autora
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Tabela 5.7 — Custo estimado para a producgdo do genossensor eletroquimico

Tamanho da Preco da %izgziaodre Preco por
embalagem embalagem (R$) eletrodo eletrodo (R$)
MCH 5mL 355,00 2,77 nL 196,7 x 10°®
DTT 5¢g 667,00 6,85 ug 913,8 x 10°
Ferri 504¢ 181,00 0,57 mg 0,002
Ferro 100 g 226,00 0,74 mg 0,002
DNA de 131 pL - 100 1214,00 20 ul - 0,2 0.44
captura umol/L umol/L
Eletrodo 8,12
8 h para
Funcionario 40,00 reais/h produzir 100 3,2
eletrodos
Custo total:
R$ 11,77

Fonte: Elaborada pela autora
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6 Conclusoes

Baseado na problemaética dos nematoides parasitas de plantas para a agricultura e na
auséncia de um sistema de deteccdo e identificacdo simples, rapido e de baixo custo, esse
projeto teve como objetivo o desenvolvimento de dois biossensores que abordassem a
identificacdo de maneiras distintas: um genossensor eletroquimico para a detec¢do do material
genético dos nematoides e um imunossensor elétrico para a deteccdo de proteinas especificas
desses fitoparasitas. Dessa forma, seria possivel analisar de forma comparativa qual estratégia

se adequaria melhor a aplicagdo mencionada.

Para o genossensor, uma nova configuracédo de eletrodo do tipo multiplex foi projetada
e fabricada. Nela, quatro eletrodos de trabalho e dois de referéncias permitem que a
plataforma seja utilizada para a detec¢do de até quatro analitos distintos. Utilizou-se 0 método
de fotolitografia e metalizagcdo por sputtering para a fabricacdo dos eletrodos em dois
substratos distintos: PET e vidro. Caracterizagdes morfologicas e quimicas foram realizadas
para a analise de parametros como rugosidade e estado de oxidacdo do ouro, que apontaram o
substrato de vidro como o mais indicado para a aplicagdo desejada. Sequéncias de DNA de
captura e alvo foram projetadas para as espécies de nematoides Meloidogyne incognita,
Meloidogyne javanica e Pratylenchus brachyurus. As metodologias para a construcdo da
camada de biorreconhecimento e para a etapa de detec¢do foram otimizadas utilizando as
sequéncias do Meloidogyne incognita. A influéncia dos pardmetros no desempenho do
biossensor foi monitorada pela variacdo percentual da resisténcia a transferéncia de cargas
obtida através de medidas de espectroscopia de impedancia eletroquimica. Observou-se uma
boa imobilizacdo das sequéncias de captura nos eletrodos fabricados e um melhor
desempenho com o emprego de mercaptohexanol para o alinhamento das sequéncias. Para as
condicBes otimizadas, o biossensor foi capaz de diferenciar sequéncias de espécies do mesmo
género. No entanto, a variacdo do Rct néo foi suficientemente grande para a concentracéo de
DNA alvo testada, indicando que a hibridizagdo entre as sequéncias complementares ainda é
pouco eficiente. Novas otimizagdes para a etapa de hibridizacdo sdo necessarias para que o
biossensor apresente uma maior sensibilidade e um baixo limite de detecgdo. Apesar disso, ele
ja é capaz de substituir a etapa de eletroforese em gel de agarose de sequéncias de DNA

amplificadas por PCR, conferindo um menor tempo de analise.
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Para o imunossensor, desenvolveu-se uma metodologia para a extragdo de proteinas de
exemplares de nematoides parasitas de plantas e para a fabricagcdo de anticorpos policlonais
contra as proteinas extraidas. Eletrodos interdigitados em vidro foram fabricados também pelo
método de fotolitografia e metalizacdo por sputtering. A camada de biorreconhecimento foi
construida pelo método de formagdo de monocamadas automontadas em que 0s anticorpos
foram imobilizados covalentemente através de seus grupos aminas. Utilizou-se os valores de
capacitancia obtidos por medidas de impedancia elétrica para avaliar as otimizacGes estudadas
e realizar a analise estatistica por componentes principais. Os resultados mostraram um 6timo
desempenho do biossensor para a discriminacdo de amostras contendo proteinas de espécies
distintas de nematoides, mesmo para a deteccdo realizada sem periodo de incubacdo. O estudo
ainda revelou que a discriminacdo € proveniente da interacdo especifica entre a camada de
biorreconhecimento contendo os anticorpos e as amostras com proteinas, demonstrando que a
metodologia desenvolvida para a obtencdo dos anticorpos foi eficiente. A curva de calibracdo
construida para a variacdo percentual da capacitancia em funcdo do log da concentracdo da

proteina alvo apresentou um limite de detec¢do de 28,8 + 3,2 ng/mL.

Apesar do genossensor ser mais indicado para a identificacdo de espécies, € necessaria
uma etapa de preparacdo da amostra para que o material genético seja extraido, purificado e
cortado nas regides de interesse. O aparato experimental para essa etapa é mais delicado o
que, muitas vezes, dificulta a sua realizacdo em campo. Além disso, para as condicdes
otimizadas até o momento, o biossensor é capaz de detectar sequéncias apenas apos a
amplificacdo por PCR, de forma que a detec¢do point-of-care € inviabilizada. Por outro lado,
0 imunossensor requer um aparato mais simples para a extracdo das proteinas e realiza a
deteccdo em um periodo menor de tempo, possibilitando sua realizacdo em campo. Dessa
forma, o estudo sugere que o imunossensor elétrico é o mais indicado para a deteccdo de
nematoides parasitas de plantas, tornando-o uma ferramenta promissora para 0 monitoramento

da infestacdo desses parasitas no campo e para a diminui¢do dos danos causados as plantas.
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[ Perspectivas

Em continuidade a esse projeto, serdo finalizados os imunossensores para as espécies
M. javanica e P. brachyurus, com a construcdo da curva de calibracdo para avaliar o limite de
deteccdo de ambos. O método sera validado através de medidas com amostras reais, em
concentracdes ja determinadas por outras técnicas. Uma vez que 0 imunossensor conseguiu
discriminar 100% das amostras através da combinacdo de duas unidades sensoriais, filme
organico e anticorpo, serdo projetados e fabricados eletrodos interdigitados com duas zonas de
teste, de maneira que elas serdo inseridas na amostra e medidas simultaneamente. Como parte
da elaboracdo do produto final, sera desenvolvido um aparelho eletronico portatil capaz de
integrar as medidas de capacitancia e analise por PCA para que as analises possam ser
realizadas em campo. Também serd projetado um aparato experimental para realizar a
extracdo das proteinas dos nematoides de maneira simples, permitindo a sua utilizacdo mesmo

por pessoas ndo especializadas.

Apesar dos genossensores representarem uma estratégia mais dificultosa para analise
de amostras em campo, eles sdao ferramentas importantes para a identificacdo de espécies com
maior precisdo. Dessa forma, ainda serdo testadas novas otimizagOes para aumentar a
eficiéncia de hibridizacdo entre as sequéncias complementares e construir uma curva de

calibracdo para as espécies selecionadas.

Os produtos resultantes desse trabalho serdo patenteados e poderdo ser
comercializados pela empresa Bayer (divisdo CropScience) segundo convénio pré-

estabelecido com a Universidade de Sao Paulo.
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