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RESUMO

Hantavirus sdo agentes etiologicos transmitidosprincipalmente por
roedores silvestres. Dentre as suas patologias, a sindrome pulmonar por
Hantavirus (SPH) surge nas Ameéricas, causada por Hantavirus Araucaria e
atinge 40% de letalidade. O diagndstico é baseado na detecgao de anticorpos
IgG especificos contra o agente patogénico.Aqui, € proposto um imunossensor
eletroquimico baseado em um material carbonaceo altamente funcionalizado
(biochar), que é obtido através da pirdlise de biomassa. Este material foi utilizado
para modificagdo de eletrodos de pasta de carbono, para ancoramento
danucleoproteina do Hantavirus (dispositivo denominado EPCMB - Ag) e
anticorpo contra Hantavirus (dispositivo denominado EPCMB — Ab), visando dois
ensaios rapidos:utilizando EPCB — Ab: detecgdoda nucleoproteina de hantavirus
(Ag), que possibilita deteccédo da doenga durante estagio viremico; utilizando
EPCMB - Ag: deteccdo dos anticorpos IgG contra o hantavirus (Ab), que
possibilita diagnostico durante periodo sintomatico. Os resultados apresentaram
uma sensibilidade para detecg¢ao do Ag, com o dispositivo EPCMB — AB, de 5,28
pA dec',com concentragdes de Ag variando de 5,0ng mL" a 1,0 uyg mL". A
deteccdo de Ab, utilizando dispositivo EPCMB — Ag, funciona como sensor de
tipo qualitativo acima de 200 ng mL-'. Ambos os sensores foram avaliados sua
seletividade e amostras de soro; seletividade contra a doengca de Gumboro,
proteina VP2 e anticorpo IlgG2a contra Febre Amarela (FA), respectivamente.
Assim, os dispositivos aqui propostos sao ferramentas promissoras adequadas

para pesquisas clinicas de roedores e hantavirus humanos.

Palavras-chave: Hantavirus Araucaria, biochar, imunossensores, teste rapido.



ABSTRACT

Hantavirus are etiologic agents mainly transmitted by wild rodents.
Among its pathologies Hantavirus Pulmonary Syndrome (HPS) arises at
Americas, caused by Hantavirus Araucaria and reaches 40% lethality. The
diagnostic is based on the presence of specific IgG antibodies. Herein, is
proposed an electrochemical immunosensor based on highly functionalized
carbonaceous support (biochar), which is obtained through biomass pyrolisis and
is a carbon rich material. This material was utilized to modify carbon paste
electrodes, to anchor hantavirus nucleoprotein (device called EPCMB — Ag) or
IgG antibody against Hantavirus (device called EPCMB — Ab) aiming rapid tests:
EPCB — Ab: hantavirus nucleoprotein (Ag) detection, that indicates a viremic
stage of the pathology; EPCMB — Ag detection of the IgG antibodies (Ab) against
hantavirus, that indicates the pathology during symptomatic period. The results
presented a device sensibility of 5.28 pA dec™ to the Ag detection, ranging from
5.0ng mL"to 1.0 yg mL™", the Ab detection works as qualitative type sensor above
200 ng mL". Both sensors were evaluated its selectivity and serum samples;
selectivity against Gumboro disease, VP2 protein, and antibody 1gG2a against
Yellow fever disease (YF), respectively. So, the devices here proposed are

promising tool suitable for both rodent and human hantavirus clinical surveys.

Keywords: Hantavirus; Hantavirus Cardiopulmonary Syndrome (HCPS);

electrochemical immunosensor; biochar; rapid test;
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1 INTRODUCAO
1.1 VIRUS, SISTEMA IMUNE, HANTAVIRUS E DIAGNOSTICO.

Os Virus sao agentes infecciosos de dimensbes nanométricas que
apresentam em sua estrutura essencialmente acidos nucléicos, sejam estes DNA
ou RNA de fita dupla ou simples. A estrutura genética viral costumeiramente
apresenta-se em um invélucro de proteina chamada nucleoproteina que protege o
material genético. A estrutura viral € simples, ao ser comparado com células por
exemplo, e ndo sdo considerados organismos uma vez que nao apresentam
organelas, caracteristica que confere ao virus defasagem de potencial bioquimico,
ou seja, auséncia de enzimas, fundamental nos processos metabdlicos. Sendo
assim, dependem de estruturas celulares para processos de replicacdo, os

tornando parasitas intracelulares obrigatorios [1,2].

O virus se utiliza do material biolégico do hospedeiro para se reproduzir [3].
Por esse motivo mutacdes acontecem de forma nao espontanea e néo relacionados
a um processo adaptativo, as mutacdes sdo essencialmente influenciadas pelo
material genético e composic¢ao celular do hospedeiro, e afetam tanto o material
genético do virus quanto os chamados sitios antigénicos, que sao partes
especificas do virus que causam uma reacao do sistema imune do hospedeiro,

também chamados de epitopo [4].

Apds o processo de infecgdo, o primeiro estagio viral é a viremia, a qual
consiste na presenga do virus circulando na corrente sanguinea e tem como
principal fungdo o processo de alastramento e alocagao do virus no organismo[5].
Em contraposto, o corpo humano apresenta como resposta a imunidade contra
infecgbes virais, a qual depende da atuagédo integrada da imunidade inata e
adquirida[6]. Os mecanismos envolvidos na resposta imune inata atuam
imediatamente apds o contato com o hospedeiro com as particulas virais,
entretanto ndo possuem habilidade de discriminagcdo entre diferentes estruturas
virais, sendo assim sao inespecificos e ndo apresentam resposta memorial[6]. A
resposta inata, responsavel pela primeira defesa do organismo, & constituida
essencialmente de enzimas, peptideos antivirais e anticorpos IgM (inespecificos),

apresentam também a funcdo de reconhecimento das estruturas antigénicas,
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denominadas epitopos, para producido e liberacdo de uma resposta lenta mas
especifica e memorial denominada imunidade adquirida, a qual é constituida

inicialmente de anticorpos IgG especificos|6].

Como os sitios antigénicos podem ser diferentes entre si, alguns
anticorpos especificos s&do criados, porém, os sitios podem sofrer mutagdes junto
com o material genético, e os IgG criados em uma contaminag¢ao anterior reagem
parcialmente ao antigeno, ocorrendo a reincidéncia da doenga, como no caso do
virus influenza da gripe comum. [3] Na Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada. € a

presentada uma ilustragdo das estruturas dos anticorpos IgM e IgG.

FIGURA 1: REPRESENTAGAO DA ESTRUTURA DE ANTICORPOS PRODUZIDOS: IgG E IgM.

N\ /7 1om
A\ V/

~
= ZAN

FONTE: http://www.abcam.com/protocols/antibody-structure-and-isotypes

Inicialmente a liberacdo de anticorpos IgM (inespecificos) consiste na
producao de anticorpos policlonais, os quais sao anticorpos derivados de diferentes
linhagens de linfocito B, que séo células responsaveis pela produgao de anticorpos
contra antigenos[6]. Sendo assim, eles sdo uma mistura de imunoglobulinas
(anticorpos — Ig) secretadas, cada uma responsavel pelo reconhecimento de um
epitopo diferente (estrutura de reconhecimento antigénico). A existéncia de
diferentes anticorpos, em uma unica estrutura, para um mesmo agente patogénico
torna a resposta pouco eficiente, no quesito combate ao virus, entretanto possibilita
um reconhecimento rapido para ativagcdo da resposta adquirida (resposta

especifica)[6].
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Apods a ativagdo da resposta adquirida, a liberagdo de anticorpos IgG
especificos é feita a partir de reprodugdo monoclonal. Anticorpos monoclonais sao
produzidos por um unico clone de um linfécito B, esses anticorpos apresentam-se
iguais entre si em estrutura, propriedades fisico-quimicas e biolégicas, afinidade e
especificidade, ligando-se sempre ao mesmo epitopo no antigeno, garantindo

resposta eficiente e especifica contra o virus[7].

Apesar da possibilidade de diferentes tipos de anticorpos, a estrutura geral
de um anticorpo é constante, sendo esta composta por duas cadeias carbénicas,
levee pesada, variaveis, e uma bicadeia pesada invariavel. As cadeias carbdnicas
superiores, leve (VL) e pesada (VH) séo a porgao variavel do anticorpo, esta possui
funcdo de reconhecimento e interagdo com antigenos, sendo a regidao de ligagao
antigeno-anticorpo (sitio de reconhecimento) uma porgao hipervariavel, a qual
confere especificidade de ligagao com um sitio do antigeno. Ja a bicadeia, oucadeia
pesada, interage com os receptores da superficie de células ou proteinas; esta
propriedade permite aos anticorpos ativar o sistema imunoldgico[3,7]. Na FIGURA

2esta ilustrada a estrutura caracteristica de um anticorpo.

FIGURA 2: REPRESENTACAO DA ESTRUTURA DE UM ANTICORPO ESPECIFICO (IgG).

Sitio de Cadeia leve

reconhecimento . " \

Atividade
biologica

FONTE: Adaptado de http://www.abcam.com/protocols/antibody-structure-and-isotypes
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Hantavirus é classificado como um género viral, pertencente a familia

Bunyaviridae, que agrupa diversos virus de estrutura genética RNA. Apesar da

diversidade, a estrutura viral se assemelha para todos: envelopados esfericamente,

didmetro de aproximadamente 100nm, apresentam RNA viral de fita simples (fita

unica), o qual é trissegmentado, com polaridade negativa[8]. Os segmentos de RNA

sdo denominados:

L (large — grande): codifica a transcriptase viral, enzima que tem como
funcao transformar RNA de polaridade negativa, que nao pode ser lido, em
RNA de polaridade positiva, também chamado de mRNA. O RNA de
polaridade positiva pode ser facilmente traduzido pelo ribossomo celular, que
entdo produz as proteinas codificadas no material genético[9];

M (médium — médio): € o RNA que codifica as glicoproteinas do capsideo,
que sao um conjunto de proteinas que formam o epitopo e protegem o
material genético. O epitopo é uma porgao de antigeno possivel de gerar a
resposta imune. E uma regido da estrutura do antigeno que se liga aos
receptores celulares, para adentrar o meio intracelular, e aos anticorpos[9];
S (small — pequeno): responsavel pela codificagao da nucleopreoteina viral.
Atua no processo de alocagao e protecdo mecanica do material genético

viral. Estrutura similar ao epitopo, podendo ativar o sistema imune[9].

A estrutura do Hantavirus esta representada na FIGURA 3.
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FIGURA 3: REPRESENTAGAO DA ESTRUTURA DO HANTAVIRUS.
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FONTE: Adaptado de Antti Vaheri [10]

Os vetores do hantavirus sdo essencialmente roedores silvestres. Nao ha
registro de casos de vetores urbanos ou domésticos. Dentre os modos de

transmissao mais comuns, lista-se de forma decrescente em ocorréncia:

e Inalagdo de particulas virais aerossolizadas (transportadas pelo ar),
proveniente de excrementos ou saliva de roedores;
e Contato com mucosas ou feridas infectadas, inclusive entre humanos;

¢ Ingestdo de agua ou alimentos contaminados[10].

Devido aos processos de mutagao do virus, existem diversas variagdes do
virus, que se relaciona diretamente a espécie infectada e a regido e como
consequéncia a patologia desenvolvida. A presenga no corpo humano pode levar a
Febre Hemorragica com Sindrome Renal (FHSR), normalmente diagnosticada na
regiao Eurasia, ou Sindrome Pulmonar por Hantavirus (SPH), mais frequente nas

Ameéricas. [8]
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Apesar da FHSR essencialmente asiatica, de onde seorigina a descoberta
e a nomenclatura viral - rio Hanta, Coréia do Sul, o primeiro caso epidémico ocorreu
durante a guerra da Coréia (1951 — 1954), quando aproximadamente 3000
combatentes estadunidenses contrairam o virus. Atualmente a FHSR apresenta
taxa de mortalidade de até 10% dos casos de infeccao, taxa relativamente baixa,
quando comparado a SPH, que chega a 50%[11]. Devido a possibilidade de

tratamento da FHSR por hemodialise e Ribavirina (medicamento antiviral).

A SPH pode ser encontrada da Argentina ao Canada, e até o momento foi
confirmada em 15 estados do Brasil. As contaminagdes ocorrem em cidades rurais.
Desde 2004 ocorrem cerca de 120 infec¢des por ano no Brasil, com uma letalidade
meédia de 50% dos casos, devido a falta de tratamento especifico [12,13]. No estado
do Parana a variagao do virus responsavel pelas contaminacbes € denominada

Hantavirus Araucaria [14].

Os sintomas iniciais consistem em dores musculares, de cabeca, febre e
tosse. Estagios posteriores incluem danos ao sistema respiratério, sendo que o
desenvolvimento total da SPH ocorre de 2 a 7 dias apds os primeiros sintomas,
comprometendo os capilares pulmonares, e a partir disso € reportado insuficiéncia
respiratoria seguida de choque cardiogénico.As semelhangas clinicas encontradas
na SPH e outras infecgdes virais tornamo diagnodstico da doencapor exames
clinicos dificil, portanto, diagndsticos moleculares e serolégicos se fazem
necessarios para a correta identificacdo do agente patogénico e tratamento
adequado[15].

A infeccdo em humanos resulta em viremia de curto prazo ea resposta imune
do organismo libera anticorpos IgM e IgG contra o antigeno, sendo a detecgao
destes anticorpos o que o permite diagnodstico do agente patogénico no inicio dos
sintomas clinicos. Agentes patogénicos virais apresentam reproducao intracelular
obrigatoria durante a etapa sintomatica, consequentemente inviabilizam a deteccéo
direta do virus, por outro lado a deteccdo da proteina nucleocapsidica do virus
(nucleoproteina), durante a etapa viremica (prévio aos sintomas), permite o
diagnostico em estagios iniciais da doenga, assintomaticos, como mostrado na
Figura 4[15].
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FIGURA 4: REPRESENTAGAO DE INFECCAO VIRAL.
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FONTE: O autor.

O processo de diagndstico (detecgao dos anticorpos IgM ou IgG e proteina
nucleocapsidica viral) usual é via método ELISA (do inglés, Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay), o qual consiste em uma abordagem optica. Neste caso um
marcador enzimatico conjugado a um anticorpo, reconhecedor do agente
patogénico em questdo, produz um sinal em contato com o substrato, como
exemplificado na FIGURAS. As enzimas, utilizadas como marcadores mais comuns

nestes ensaios sdo a Horseradish Peroxidase(HRP) e a Fosfatase Alcalina(AP)[16].
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FIGURA 5: DIAGRAMA DE ENSAIOS ELISA MAIS COMUNS

5-ubstrato>
Substrato) {'}
<5ubstrato Q
. Anticorpo

Ar!tlcfor.pcr Q secundario

primario - conjugado

conjugado AI‘!'I:II:P[.DD

primario .
Anticorpo
de captura
Ensaio direto Ensaio indireto Ensaio de captura

sanduiche

FONTE: Adaptado de http://www.neolomed.com/Elisa_assay.html

A peroxidase € uma enzima que reduz seletivamente H202, o produto da
reagao redox reage com um substrato cromoéforo, o qual se oxida e emite um sinal
otico mensuravel. Dentre os possiveis substratos, o mais utilizado € o luminol,
sendo principalmente aplicado em estudos de imunocitoquimica. A oxidag&o deste
substrato com H202é uma reacao quimioluminescente, sendo assim, emite luz com
comprimento de onda de 431 nm em condigdo aquosa, de acordo com a Reacéao

1. Neste caso,a luz emitida pode ser mensurada por espectroscopia UV/Vis[17].

NH, o) NH, o)
(1)
NH H,0, o
| — + N, + Luz (431nm)
NH  Peroxidase o -
Luminol
o] o]

A AP, por sua vez, € uma enzima que hidrolisa ligagdes com o grupo fosfato.
Desta forma, os cromoéforos sdo compostos que possuem grupos fosfato, e que
com a sua perda adquirem cor, como € o caso do p-Nitrofenil-fosfato, que se torna
amarelo ao hidrolisar.Talreagdo também podem ser monitoradas por
espectroscopia UV/Vis em aproximadamente 410 nm[17].

O elevado indice de seletividade, sensibilidade e a possibilidade de analises
multianalitos tornaram os ensaios ELISA uma técnica muito popular para deteccao
de agentes patogénicos. Entretanto, esta metodologia apresenta algumas

desvantagens experimentais, como grande tempo de analise (maior que 6 horas),
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devido as etapas de incubagao, além da dificuldade de quantificacdo. Ainda, como
se trata de uma deteccao 6ptica, ha risco de se obterem falsos positivos em casos

de amostras que formam complexos coloridos[18].
1.2 BIOSSENSORES

Os biossensores sao definidos como dispositivos capazes de converter um
sinal bioquimico em um sinal mensuravel. Essencialmente sua estrutura é
constituida de trés componentes:
¢ O elemento de reconhecimento bioldgico, o qual interage e identifica
estimulos, sejam estes bioldgicos ou bioquimicos;
e O transdutor, o qual converte o estimulo em um sinal mensuravel,
e O sistema de processamento do sinal, que amplifica e exibe os
dados em formato apropriado[19].
O sistema basico de um biossensor esta representado na FIGURA 6.

FIGURA 6: DIAGRAMA DE ENSAIOS ELISA MAIS COMUNS
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FONTE: Adaptado de http://gnint.shq.org.br/novo/index.php?hash=tema.97

Dentre as aplicagcbes de biossensores destaca-se o diagnostico de

doengas, segurancga e verificagdo alimentar e monitoramento ambiental.
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A importdncia no desenvolvimento debiossensores € sustentada
principalmente pela sua elevada seletividade, o que permite detecgdo de um amplo
espectro de analitos em amostras complexas. Biossensores, entdo, podem ser
classificados de acordo com o elemento bioldgico utilizado e o transdutor, como
esquematizado na FIGURA 7[20].

FIGURA 7: ESQUEMA DE DIVISAO DOS BIOSENSORES.
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FONTE: Adaptado de G. Zhao e col.[21].

Dentre os possiveis elementos reconhecedores bioldgicos os de ampla
utilizacdo sdo: enzimas, anticorpos, antigenos, organelas, células e tecidos. A
escolha do elemento de reconhecimento leva em consideracéo a seletividade e a
sensibilidade para o analito alvo, ou seja, a afinidade entre as estruturas bioldgicas.
Sendo assim, os biossensores podem ser classificados, de acordo com o elemento
reconhecedor, em: imunossensores, biossensores enzimaticos, genossensores,

biossensores celulares e sensores biomiméticos.
1.2.1 Biossensores enzimaticos
As enzimas sao grupos de substancias, geralmente de origem protéica, que

catalisam reag¢des quimicas e bioquimicas. Enzimas podem ser utilizadas como

elemento reconhecedor, a fim de promover reagdes enzimaticas em um substrato,
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o dispositivo denomina-se biossensor enzimatico. Dentre as vantagens deste
dispositivo destaca-se a seletividade enzimatica, ainda estes dispositivos
apresentam uma vasta gama de possibilidades de analitos e enzimas, para
diversos fins, aliado ao baixo tempo de resposta [19].

Dentre os métodos de deteccéo, utilizados em sensores enzimaticos, pode-
se utilizar duas estratégias principais de interagcéo entre a enzima e o analito:

e O processo metabdlico do analito, neste caso a concentragao do
analito pode ser determinada através da medida da transformacgao
catalitica do analito pela enzima,;

e Inibicdo da atividade enzimatica pelo analito, € um método
alternativo de deteccao baseado na determinacéo da diminuicao da

formagao do produto enzimatico[19].

1.2.2 Genossensores

Os dispositivos sdao chamados de genossensores ou biossensores de
hibridizagdo de DNA, quando fitas de DNA sao imobilizadas na superficie do
transdutor, neste caso a fita, unica, de DNA age interagindo especificamente com
uma fita complementar, a fim de formar um complexo estavel helicoidal. Estes
dispositivos apresentam especificidade de resposta, sendo esta a principal
vantagem. As possibilidades de aplicacdo sao as mais variadas, entretanto se

concentram na detecgéo de agentes patogénicos[22].

1.2.3 Biossensores celulares

Biossensores celulares se utilizam de células como elemento
reconhecedor, baseiam-se na sensibilidade celular em detectar alteragbes em
relagcdo a um ambiente fisioldgico e o estudado. As alteragdes do meio produzem
uma resposta devido a interagcdo da célula com o ambiente, ou estimulo. Esses
dispositivos sdo comumente chamados de biossensores microbianos, uma vez que
sua aplicacao se utiliza, geralmente, de estruturas celulares derivadas de bactérias

e fungos, como biorreceptores, para deteccado de moléculas ou o estado geral de
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um ambiente. A principal aplicacdo dos biossensores celulares esta no

monitoramento ambiental, além da industria alimenticia e de fermentagao[22].

1.2.4 Sensores biomiméticos

Sensores biomiméticos sao utilizados a fim de mimetizar um mecanismo de
reconhecimento molecular biolégico, neste caso o processo de mimetizagao
classicamente envolve a atividade de enzimas, anticorpos, receptores,
transportadores e proteinas transmembranares.

Esses sensores se costumeiramente utilizam como elemento de
reconhecimento aptameros, que sao oligonucleotideos de fita simples, ou
peptideos. A aplicacdo desses sensores envolve o desenvolvimento de sondas, a
principal vantagem da utilizacdo desses sensores esta relacionada com a
possibilidade de diversidade quimica, disponibilidade de bibliotecas de peptideos e

a possibilidade de sintese do material desejado[22].

1.2.5 Imunossensores

Quando anticorpos, ou fragmentos, sao utilizados como elemento
reconhecedor molecular para uma analise especifica — antigenos, a fim de formar
um complexo estavel, o dispositivo € denominado imunossensor. O atrativo deste
dispositivo € a possibilidade de diagndstico e controle de doencas e agentes
patogénicos, in vivo ou in vitro, aliado as vantagens de biossensores[23].

A aplicacdo dos imunossensores depende de diversos aspectos, sejam
estes a funcionalizagéao da superficie, utilizada para imobilizagao das biomoléculas,
a orientacdo dos anticorpos e a densidade superficial dos anticorpos, na plataforma
de ancoramento. A detecg¢ao dos antigenos pode ser feita essencialmente de duas
maneiras, indireta ou direta [24].

O método indireto envolve a utilizagdo de biomarcadores enzimaticos na
extremidade do anticorpo. Neste caso a interagado antigeno-anticorpo € mensurada
através da detecgdo do produto de uma reagcdo enzimatica. Como mostrado na
FIGURA 8.
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FIGURA 8: ESQUEMA DE UM IMUNOSSENSOR INDIRETO, OU BIOMARCADO.
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O método direto, também chamado de /abel-free, envolve a detecgao direta
da formagdo do imunocomplexo, antigeno-anticorpo. Este ensaio restringe os
métodos de detecgao possiveis, entretanto simplifica o processo de construgéo do
dispositivo, portanto diminui custos e tempo de preparo e analise [23]. Como
mostrado na FIGURA 9.

FIGURA 9: ESQUEMA DE UM IMUNOSSENSOR DIRETO, OU LABEL-FREE.
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FONTE: O autor.
Dentre os métodos de detecgdo possiveis para a configuragao label-free

estdo o uso de detectores piezoelétricos, espectroscopia de impedancia
eletroquimica, ou a detecgao eletroquimica por inibicdo de um sinal redox de uma

sonda eletroativa. Tais métodos sado propostos pois trata-se de macromoléculasque
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apresentam atividade especifica entre si, antigeno-anticorpo, o que dificulta a

deteccao das biomoléculas bem como de sua interagao[25].

1.3 METODO PIEZOELETRICO

E determinado como piezoeletricidade a capacidade dos cristais em gerar
uma tensao elétrica em resposta ao estimulo, ou perturbacdo, de pressao
mecanica, de modo que o efeito piezoelétrico € definido como a liberagao, ou
producao, de energia elétrica devido a compressao de alguns materiais. Dentre as
aplicacoes do efeito piezoelétrico destaca-se a microbalanca de cristal de quartzo
(MCQ)[26].

A MCQ tem como principio de funcionamento a piezoeletricidade reversa, na
qual a aplicacdo de um potencial elétrico leva a uma deformacdo mecanica do
cristal. Quando o potencial aplicado sobre o cristal € de forma oscilatoria a
deformag&o mecanica gerada no cristal produz ondas de frequéncia mensuravel,
por um contador de frequéncia. A variacdo de massa na superficie do cristal
interfere em suas propriedades mecéanicas, diminuindo a frequéncia de oscilagao.
Essa variagdo de frequéncia é proporcional a massa depositada, e pode ser

descrita pela equacgao de Sauerbrey (Equagao 1)[26].

—2Amf?
Ap= Z2AMT ~C/Am

AJmry (1)

Sendo assim, a deposicdo de uma massa sobre a superficie do cristal altera
a frequéncia de oscilagao, diminuindo a frequéncia, permitindo relacionar a massa
depositada com a medida de frequéncia de oscilagdo. A concepcado de
imunossensores baseados na utilizacdo de MCQ, se da a partir da variagcao de
frequéncia gerada devido a imobilizagdo de um anticorpo bem como da formagao
de um imunocomplexo (interagdo antigeno-anticorpo), que pode ser entao

relacionada a um valor de massa.
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1.4 ESPECTROSCOPIA DE IMPEDANCIA ELETROQUIMICA

A espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIS) pode ser entendida
como a perturbagdo de um sistema eletroquimico ao qual € aplicado um sinal
alternado de potencial ou corrente, de amplitude pequena em uma faixa de
frequéncia. A impedancia do sistema é a resultante da resposta da perturbacao
pela divisdo complexa do potencial pela corrente. Impedancia (Z) consiste na
resisténcia elétrica de um circuito com corrente alternada, onde a Frequéncia deve
ser diferente de zero, obedecendo a um andalogo da lei de Ohm (R =V I'"). Por meio
da analise da impedancia é possivel investigar processos de interface fazendo
associacdo dos elementos elétricos a cada evento relacionado as camadas
superficiais (efeitos resistivos e capacitivos) e confronta-los a um circuito
equivalente. A EIS possibilita a caracterizagdo da interface estabelecida entre
eletrodo e solucdo de sistemas eletroquimicos [27].

Elaborar um imunossensor consiste na adicdo de varias camadas de
carater isolante sobre a superficie de um eletrodo condutor, o procedimento pode
ser observado facilmente pela avaliagao do perfil resistivo uma vez que cada etapa
da estruracdo resulta em uma mudanca no comportamento da resistividade

superficial.

1.5 TECNICAS ELETROQUIMICAS

As técnicas eletroquimicas, sejam elas potenciométrica, amperomeétrica,
voltamétrica ou condutométrica, podem ser aplicadas a inumeros fins analiticos. Os
sistemas de deteccédo eletroquimicos que empregam biomoléculas (como enzimas
e anticorpos) para construgao de sensores biolégicos — biossensores, agregam a
sensibilidade eletroquimica com a seletividade fornecida pelo componente
bioldgico[16].

A voltametria € uma técnica baseada na medida de uma corrente elétrica,
em uma célula eletroquimica de trés eletrodos, em fungao de um potencial aplicado.

Sao inumeras as possibilidades de voltametrias, sendo as variacdes da técnica
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relacionadas a forma com que o potencial € aplicado ao eletrodo de trabalho. Na
voltametria ciclica, por exemplo, € realizada uma dupla varredura linear de potencial
em relagcao ao tempo, no sentido direto e inverso [28]. Classicamente envolve a
utilizacdo de uma cela convencional de trés eletrodos: eletrodo de trabalho (ET),
contra-eletrodo (CE) e eletrodo de referéncia (ER). Por meio da aplicagao de um
potencial (medido em relacéo ao eletrodo de referéncia), as espécies de interesse
sao oxidadas ou reduzidas na superficie do ET, resultando em uma corrente elétrica

mensuravel, a qual é proporcional a concentracdo das espécies de interesse [29]

O potencial é variado de forma a atingir a energia suficiente para promover
uma reacao de oxidacédo ou reducado de uma espécie eletroativa, a reagao por sua
vez gera um gradiente de corrente que pode ser mensurado, sendo a intensidade
da corrente do processo proporcional a concentracdo das espécies eletroativas. O
processo de conversao redox depende também da area eletroativa do eletrodo e
da eficiéncia dessa superficie em promover a transferéncia eletrbnica para a
especie eletroativa. Entdo, um bloqueio ou alteracdo na superficie de um eletrodo
reflete em uma variacdo na taxa de conversao da espécie, diminuindo o sinal
eletroquimico [28]. Esse efeito permite o uso da técnica para analisar mudangas na
superficie de eletrodos, inclusive imunossensores, pois a adicdo de camadas ao
eletrodo afeta diretamente a resposta voltamétrica referente a conversdo de uma
sonda eletroquimica. Assim, € possivel avaliar a diminuigdo do sinal voltamétrico
dessa espécie e relaciona-lo ao bloqueio da superficie ativa do eletrodo devido a

ligac&o entre o antigeno e o anticorpo.

A escolha do ET depende de uma variedade de fatores, porém, comumente
deve atender aos pré-requisitos: serem quimicamente inertes e apresentarem boa
condutividade elétrica. Geralmente, os materiais amplamente utilizados sao ouro
ou platina metalicos e carbono em diferentes formas, como grafite, vitreo ou na
forma do compdsito pasta de carbono [16].

Os eletrodos compésitos, classificagdo na qual encontram-se os eletrodos
de pasta de carbono (EPC), sdo formados pela combinagdo de duas ou mais fases
de diferentes naturezas. Os EPCs consistem em uma fase condutora, geralmente
grafite, e uma fase aglutinante, usualmente um liquido organico. A principal

vantagem de utilizagdo desse tipo de material eletrodico na construgdo de
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sensores, em relagdo aos materiais convencionais anteriormente citados, € a
possibilidade de modificagdo interna do material, fornecendo ndo somente a
incorporacgao de espécies na superficie do eletrodo, mas também no seu interior de
forma homogénea. A facil renovagéo da superficie, bem como preparo simples e
possibilidade de construgao de eletrodos com diferentes modificagdes sao outras
vantagens atribuidas a este tipo de compdsito. A desvantagem dos EPCs é a
impossibilidade de aplicar o eletrodo em sistemas organicos, devido a solubilizagéo
do aglutinante no eletrolito organico [30,31].

A modificagdo de eletrodos de pasta de carbono tem como principal
interesse atribuir e controlar as propriedades fisico-quimicas da interface eletrodo-
solucao, como forma de alterar a reatividade, ou mesmo possibilitar a diminuicao
da energia de ativacao, alterando dessa forma a seletividade e a sensibilidade do
sensor [31]. Diversos tipos de materiais e compostos podem ser utilizados para a
modificagdo de eletrodos. Dentre os mais comuns, estdo nanomateriais como
nanotubos de carbono e nanoparticulas metalicas, complexos inorganicos, material
bioldégico, como enzimas, fragmentos de DNA, antigenos e anticorpos e materiais
adsorventes, como argilas, zedlitas, dentre outros [30,32]. Em nosso grupo de
pesquisa, diversos procedimentos tem sido realizados com relativo sucesso
empregando um material carbonaceo, obtido a partir da pirdlise de biomassa a
baixas temperaturas e reduzida atmosfera de oxigénio, conhecido como biochar
[33-35].

A composicao estrutural do biochar é diretamente influenciada pela
temperatura utilizada durante o processo de pirdlise, sendo que temperaturas de
pirdlise de até 400 °C favorecem a formacgao de um material amorfo, rico em grupos
funcionais, por outro lado o uso de temperaturas superiores cominam com o
aumento de estruturas organizadas de carbono, devido a diminuicdo das

quantidades de hidrogénio e oxigénio [36]. Como representado na FIGURA 10.
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FIGURA 10: REPRESENTAGCAO DA ESTRUTURA DO BIOCHAR.
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FONTE: O autor.

As condi¢cdes de producdo do biochar, visando aplicagcdo como material
modificador, consistem na utilizacdo de baixas temperaturas de pirdlise, com isso
se obtém majoritariamente carbono amorfo com elevado grau de desordem na
estrutura interna. Ainda, nesse material observa-se a presenca de elevadas
quantidades de grupos funcionais oxigenados, devido a presenca de oxigénio e
hidrogénio (provenientes da celulose, hemicelulose e lignina — constituintes basicos
da biomassa) [33].

Dentre os grupos funcionais presentes, em sua grande maioria, encontram-
se aromaticos a base de carbono, bem como quantidade significativa de grupos
funcionais oxigenados: grupos carboxilicos, cetbnicos e lactdénicos. Os grupos
funcionais carboxilicos, além de estarem atrelados a capacidade adsortiva do
biochar, permitem também a utilizacdo deste material para ancoramento de
proteinas e consequentemente o desenvolvimento de biossensores utilizando esse
material. O processo de ancoramento pode se dar por simples interacao fisica
superficial, neste caso a lixiviagao superficial limita a aplicacdo, ou por ligagao

covalente[37].
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1.6 BIOSSENSORES ELETROQUIMICOS

Biossensores eletroquimicos se baseiam no principio de reconhecimento
biologico especifico atrelado ao monitoramento de alguma propriedade
eletroquimica, (corrente, potencial, conduténcia, impedancia e etc) e tem
demonstrado resultados satisfatérios para controle ambiental, monitoramento no
controle de qualidade alimenticia e aplicacdes clinicas e medicinais[38—40]. Este
meétodo de detecgao possui o0 grande atrativo de menor tempo de resposta e baixo
custo, quando comparado com métodos tradicionais. O sistema de trabalho envolve
componentes de reconhecimento biolégico, como enzimas, acidos nucleicos,
anticorpos, tecidos (animal ou vegetal), que € acoplado a um sensor, pelos métodos
supracitados, gerando um sinal detectavel que pode ser medido pelo transdutor,
quando em contato com a amostra de interesse, como mostrado na FIGURA 11
[21].

FIGURA 11: ESQUEMA DE UM BIOSSENSOR ELETROQUIMICO.
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As interagdes especificas entre a molécula alvo e o elemento bioldgico

reconhecedor podem produzir mudangas fisico-quimicas no sistema, que sao

mensuradas pelo transdutor, como variagao de potencial, corrente, condutancia, ou

impedancia. Sendo assim, os biossensores eletroquimicos podem ser divididos em

quatro classes, de acordo com o sinal de transducdo obtido, sendo estes:

Biossensores amperométricos: A deteccdo amperométrica baseia-se na
medida de uma corrente gerada a partir da aplicacéo de potencial fixo. O
potencial fornece a energia necessaria para a oxidagdo ou redugao das
espécies eletroativas na superficie do ET, resultando em uma corrente
elétrica mensuravel, a qual é proporcional a concentragcao das espécies de
interesse [29]. Esses sistemas sdo classicamente utilizados em sistemas
enzimaticos, consiste no monitoramento da variagdo da corrente, gerada por
uma reagao redox, em fungdo de um potencial constante. No caso de
sistemas enzimaticos, mede-se a corrente gerada pela reagao biocatalisada
de oxidacao ou reducgao das espécies eletroativas na superficie do eletrodo.
Os mais conhecidos sao os sensores de glicose, baseados no cofator
oxigénio e na geracdo e deteccao de perdxido de hidrogénio, como
evidenciado nas Reacbes 2 e 3. Neste caso, a reagao de oxidagao
enzimatica da glicose tem como produto eletroativo o peroxido de
hidrogénio, o qual pode ser reduzido eletroquimicamente, gerando um

gradiente de corrente proporcional a concentragao de glicose[42,43]

, Glicose Oxidase , ,
Glicose + O, » Acido Gluconico + H,0,(2)

H,0, + 2H" > H,0 (3)

Biossensores potenciométricos: A Potenciometria ou método
potenciométrico € uma técnica eletroquimica que baseia-se na medida da
diferenca de potencial de uma célula eletroquimica de dois eletrodos, o
eletrodo indicador e o de referéncia, na auséncia de corrente apreciavel. O
eletrodo de referéncia, idealmente, apresenta um potencial que é conhecido,

constante, e completamente insensivel a composicéo da solugao em estudo,
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sendo assim as leituras de potencial registradas sao em relagao ao potencial
desse eletrodo [44]. O eletrodo indicador por sua vez deve possuir resposta
rapida e reprodutivel a variagbes na atividade do ion que esta sendo
analisado em solugdo. A aplicacdo desses sistemas em monitoramento de
reacgoes biologicas fazem uso de eletrodos ion seletivos a fim de transduzir
uma reagao biolégica em um sinal elétrico. Em termos simples, este sistema
consiste em uma membrana, com o0 agente biolégico imobilizado na
superficie, por exemplo, do eletrodo combinado de vidro. Neste caso, a
reacao biocatalitica gera ou absorve ions H*, causando variagdo da
concentracdo de H* que corrobora com uma diferenca de potencial entre o
eletrodo e o meio, que é registrado pelo potencidmetro. Como é o exemplo

da oxidagao enzimatica da penicilina, mostrado na Reacgao 4[42].

pB-Lactamase | o 4
Penicilina — 5 Acido Peniciloico + H* 4

Biossensores impedimétricos: Baseiam-se namedida da variacdo da
impedancia do sistema. Uma perturbacao é aplicada (de potencial ou de
corrente) em um intervalo de frequéncias, e a defasagem da resposta (em
corrente ou potencial respectivamente) é calculada em termos de elementos
que podem fornecer comportamentos resistivos, capacitivos e/ou indutivos
da interface eletrodica[45]. Estes sistemas podem ser aplicados na
construgcéo de imunossensores, uma vez que estes se baseiam na adigao
de camadas nao condutoras sobre a superficie de um eletrodo condutor,
esse processo pode ser facilmente visualizado por impedancia pois, por
exemplo, a insergdo de camadas aumenta a resisténcia a passagem de
elétrons na célula, levando a uma mudanga no comportamento da resposta
obtida[42].

Biossensores voltamétricos: Classicamente se utilizam do sinal redox de
uma sonda, de perfil conhecido, para verificagdo e quantificacdo de
estruturas biolégicas ancoradas na superficie do ET. Analogo ao biossensor
impedimétrico, processos imobilizacdo de proteinas no ET conferem a

superficie uma caracteristica mais isolante, alterando processos de



38

transferéncia de elétrons e causando um impedimento estérico superficial,
que impede a sonda de interagir efetivamente com a superficie do eletrodo
e promover uma reagao redox. Sendo assim, a imobilizagado de uma proteina
ou formacédo de um imunocomplexo, por exemplo, diminuem a intensidade
de corrente da sonda, a qual pode ser relacionada com a concentragao de

proteinas que efetivamente se ligaram a superficie[46].

Quando anticorpos, ou fragmentos, s&o utilizados como elemento
reconhecedor molecular para uma analise especifica — antigenos, a fim de formar
um complexo estavel, o dispositivo € denominado imunossensor. O atrativo deste
dispositivo € a possibilidade de diagnostico e controle de doencas e agentes
patogénicos, in vivo ou in vitro, aliado as vantagens de biossensores[23].

A aplicagdo de imunossensores eletroquimicos é fundamentada na
seletividade de anticorpos por antigenos. O reconhecimento de um antigeno pode
ocorrer por varios linfécitos, o que leva a ativacdo de inumeros clones diferentes.
Cada clone reconhece ou se liga a uma parte diferente da estrutura do antigeno,
esta estrutura € denominada epitopo, a qual é efetivamente reconhecida pelo
anticorpo para que a interagao antigeno-anticorpo possa ocorrer [21].

Cada antigeno pode possuir varios epitopos, dessa maneira um mesmo
antigeno pode ser reconhecido por varios linfocitos diferentes. Anticorpos
policlonais sao anticorpos que possuem diferentes clones, se originam de
diferentes linfocitos B, o que significa que reagem com varios epitopos distintos do
antigeno (por exemplo varias partes de uma proteina). Anticorpos monoclonais sao
um tipo de anticorpo que provém de somente um linfocito B, clonado. Desta forma,
este anticorpo se liga somente a um epitopo de uma unica forma e regiao[47].

O processo de construcdo de imunossensores classicamente utiliza-se de
eletrodos com superficie de ouro, entretanto para imobilizacdo de proteinas em
superficies metalicas se faz necessario a utilizagdo de camadas auto-organizadas,
que servem de ponte entre a estrutura metalica e a proteina. As camadas auto-
organizadas sao definidas como moléculas organicas que formam conjuntos
moleculares organizados em forma de camada espontaneamente, seja por
adsorcao ou ligagdo quimica. Originalmente na formagdo das monocamadas em
superficies de ouro, utiliza-se de estruturas organicas que apresentam um

grupamento tiol, o qual se liga a superficie de ouro em uma extremidade e um
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grupamento acido carboxilico na outra extremidade da molécula, o 4cido carboxilico
seria componente majoritario no processo de ancoramento protéico, utilizando
reacbes de ligagao cruzada[16,29]. Entretanto a utilizacdo destas camadas
promove o bloqueio da superficie eletrédica, sendo assim prejudicam processos
eletroquimicos, uma vez que agem como uma camada isolante na superficie
eletroativa, dificultando processos de transferéncia de elétrons. Alternativamente,
diversos tipos de materiais e compostos podem ser utilizados para a modificagao
de eletrodos visando sobrepor a problematica das camadas auto-organizadas.
Dentre os mais comuns estdo os materiais que ja apresentam grupos funcionais
oxigenados, possibilitando ancoramento direto de biomoléculas no material, como
€ 0 caso dos nanotubos de carbono, grafeno ou do biochar[48,49].

O método de ancoramento em grupos funcionais oxigenados se da via
ligacdo covalente, a qual consiste na formagao de uma ligagao entre grupos
carboxilicos superficiais presentes no biochar e a proteina. Neste caso a superficie
do biochar é ativada com moléculas como NHS (N-Hidroxisuccinimida) e EDC
(cloridrato de N-(3-Dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida), que permitem a
formagado de uma ligagdo covalente, por substituicdo, entre a proteina e o grupo

carboxilico, fornecendo uma imobilizagao estavel (FIGURA 12)[42].

FIGURA 12: PROCESSO DE LIGAGAO COVALENTE POR SUBSTITUICAO.
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EDC HHS Antibody-NHz
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FONTE: adaptado de Arya e col. [50].

Partindo dessa premissa, Eissa S. et. Al. [48] construiram um imunossensor
voltamétrico, label-free, para deteccdo de ovalbumina alergénica, proteina
alergénica proveniente de ovos. Para isso, utilizaram um eletrodo impresso de
carbono modificado com grafeno, os grupos superficiais oxigenados possibilitaram
a imobilizagdo dos anticorpos contra ovalbumina de forma direta na superficie do
grafeno, através da utilizagdo da reagao cruzada com EDC / NHS. Para detecgao

da formacdo do imunocomplexo, ou seja do analito ovoalbumina, foi utilizada a
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técnica de voltametria ciclica e sonda de Ks[Fe(CN)s]. A detecgdo consistiu na
verificacao da diminuicdo da intensidade de corrente dos processos redox da sonda
a medida que a quantidade de imunocomplexo formado aumentava, variando-se a
concentragédo de 1,0 pg mL"a 0.5 uyg mL™", a partir da curva de calibrag&do obtiveram
um limite de detecgdo de 0,83 pg mL"".

Em um viés de aplicagao clinica, S. L. R. Gomes-Filho et. Al.[49], construiram
um imunossensor utilizando nanotubos de carbono, single-wall, para imobilizagao
do anticorpo contra troponina cardiaca T, visando monitoramento da troponina
cardiaca, marcador proteico para infarto do miocardio. A imobilizagao foi realizada
diretamente aos nanotubos e o processo de deteccdo via voltametria ciclica,
utilizando sonda de Ks[Fe(CN)s]. A partir da inibigdo do sinal de corrente da sonda
obtiveram faixa linear de 0,1 a 10 ng mL"' com limite de detecg&o de 0,033 ng mL-
1.

Sendo assim, 0os imunossensores eletroquimicos apresentam-se como uma
alternativa viavel em relacdo ao ELISA. Tendo em vista que, ha poucos
interferentes eletroativos em amostras bioldgicas, tornando atrativos estes métodos
para utilizacdo em amostras complexas e coloridas, o qual é o principal fator para
falsos positivos nos ensaios ELISA. Ainda, apresentam baixo custo de analise,
simples manuseio e curto tempo de resposta, tornando-os interessantes para o
desenvolvimento de metodologias alternativas para detecgdo e controle da
doenca[16,29].

No presente trabalho propde-se a construcdo de um eletrodo de pasta de
carbono modificado com biochar, visando a imobilizacido de proteinas em sua
superficie para construgdo de um imunossensor. Dentre as vantagens da utilizagao
deste material, destaca-se a possibilidade de imobilizagao, via covalente, de forma
direta em sua superficie, que corrobora com menor bloqueio da superficie
eletroativa. Assim como, maior simplicidade nas etapas de constru¢cao e menor
tempo, visto que a abordagem label-free aliado as caracteristicas do biochar

reduzem as etapas de construgao.
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2 OBJETIVOS

21 OBJETIVO GERAL
Construir dois imunossensores do tipo /label-free para detecgao
eletroquimica do Hantavirus araucaria e dos anticorpos contra Hantavirus utilizando

um eletrodo de pasta de carbono modificado com biochar.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Utilizar uma plataforma de pasta de carbono e o biochar para ancorar
as proteinas;

e Construir o imunossensor para deteccdo da nucleoproteina do
Hantavirus araucaria (Ag), utilizando seus anticorpos como sistema
de reconhecimento bioldgico, visando detec¢do prévia ao periodo
sintomatico.

e Construir o imunossensor para detecgao do anticorpo, utilizando Ag
como elemento de reconhecimento bioldgico, possibilitando futura
aplicagao para o diagnostico em fase inicial e intermediaria da
doenca;

e Realizar o teste de seletividade e amostra real em ambos os

dispositivos para validacdo do imunossensor.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 PREPARACAO DO BIOCHAR

Foi utilizada a metodologia ja descrita em literatura para preparagédo do
biochar, de acordo com o trabalho de Mangrich et. al. [51]. O biochar é obtido pela
pirélise da biomassa (farelo de mamona) sob condigbes de atmosfera com baixa
concentragao de oxigénio, durante 60min a 400°C, com rampa de aquecimento de
5 °C min-'em forno EDG FT-40. Prévio a etapa de pirdlise da biomassa, o farelo de
mamona foi moido em moinho de bolas e separado por granulometria de 40 a 80
mesh.

A amostra de biochar foi submetida a um processo de tratamento superficial
por ativagdo quimica, visando oaumento da quantidade de grupos funcionais
superficiais, e amelhora da capacidade adsortiva do material. Inicialmente o biochar

foi tratado em meio de acido nitrico 3,0 mol L' em refluxo a 70°C durante 6 horas.

3.2 CONSTRUGAO DO EPC COM BIOCHAR

Preparou-se a pasta de carbono modificada (EPCMB) empregando a
seguinte composig¢ao: 25 % de 6leo mineral (Aldrich), (55 %) de pé de grafite
(Aldrich) e 20 % do agente modificador, biochar tratado. O preparo da pasta foi
realizado pela homogeneizacdo dos seus componentes,e na sequéncia
compactadaem um suporte de PVC (®int = 3,0 mm), contendo no interior uma haste
de cobre metélico, como contato elétrico. A pasta de carbono ndo modificada foi
confeccionada da mesma maneira, porém sem o agente modificador, na proporgéo
de 25% de 6leo mineral e 75% de grafite. A construgdo do EPCMB é representada
na FIGURA 13.
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FIGURA 13: ILUSTRACAO REPRESENTATIVA DO PROCESSO DE CONSTRUGAO DO EPCM.
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3.3 CONSTRUGAO DO IMUNOSSENSOR

Os grupamentos carboxilicos presentes na superficie do EPCMB foram
submetidos a ativacao pela reacao de ligagcao cruzada com EDC (Sigma Aldrich) e
NHS (Sigma Aldrich), ambos na concentragéo de 5,0 mmol L' em tamp&o acetato
pH 4,5, por imersdo e agitagdo durante 15 minutos,para a formacédo da ponte
covalente entre a superficie e a proteina ancorada. O anticorpo (de 0,4 mg mL")e
o antigeno (1,0 yg mL-") foram ancorados pela técnica de dropcastingutilizando
5,0uL das solugdes, bem como a albumina de soro bovino (BSA) (1,0 mg mL"), a qual
tem como fungao bloquear sitios de ligacao inespecifica. O antigeno, consiste na
nucleoproteina (Ag) do organismo Hantavirus araucéria obtido pelo sistema de
expressao eucariotico Escherichia coli, e o anticorpo, de especificidade anti-NP do
Hantavirus, tipo 1IgG2b de cadeia leve kappa, foram fornecidos pelo laboratério de
Virologia Molecular do Instituto Carlos Chagas (FIOCRUZ)[52]. A representacao
ilustrativa do processo de construgao dos dispositivos esta apresentada na Figura
14.
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FIGURA 14: ILUSTRACAO REPRESENTATIVA DO PROCESSO ANCORAMENTO DAS
PROTEINAS.
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Apods a etapa de imobilizagdo do anticorpo ou do antigeno, adiciona-se
albumina de sorobovino (BSA), 1 mg mL-' em tamp3o fosfato salino pH 7,4, visando

ocupar os sitios de ligacao inespecificos ndo ocupados pelas proteinas.
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3.4 MEDIDAS ELETROQUIMICAS

As medidas voltamétricas foram realizadas em um
potenciostato/galvanostato pAutolab Tipo Ill, gerenciado pelo programa NOVA 1.11
para coleta de dados. Foi empregada uma cela eletroquimica convencional de trés
eletrodos, sendo eletrodo de trabalho o EPCM com biochar, contra-eletrodo de platina e
referéncia Ag/AgCl (KCI 3,0 mol L").A avaliagdo das etapas de construgdo do
dispositivo foi realizada a partir de dados obtidos pela técnica de voltametria ciclica
utilizando Ks[Fe(CN)s] como sonda eletroquimica, a uma velocidade de varredura
de 50,0 mV s™'. Todas as medidas foram realizadas em triplicata. As medidas de
espectroscopia de impedancia eletroquimica foram realizadas em solucédo de 1.0
mmol L-! de K3[Fe(CN)s] com frequéncia variando de 0,1 Hz a 100 kHz, e amplitude

AC de 25 mV em potencial de circuito aberto.

3.5 ESPECTROSCOPIA NA REGIAO DO INFRAVERMELHO COM
TRANSFORMADA DE FOURIER (FTIR)

A amostra de biocharutilizada para construcdo do EPCMBfoi submetida a
medidas de FTIR a fim de -caracterizacdo estrutural. O carbonaceo
foihomogeneizadocom KBr, previamente seco, prensados para formar uma pastilha
e as medidas foram realizadas empregando um espectrofotdmetro BOMEN,
disponibilizado no Departamento de Quimica da Universidade Federal do Parana.

Foram feitos 64 scans de 4000 cm' a 500 cm™".
3.6 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

As imagens obtidas da superficie dos eletrodos foram realizadas com
Microscépio Eletronico de Varredura de Alta Resolucao FEI, modelo Quanta 450,
com fonte de elétrons FEG (field emission gun), que possui resolugao de 1,0 nm.
Todas as imagens foram obtidas com uma aceleracao de voltagem de 10 kV e com

detectores de elétrons secundarios (SE).

3.7 TITULAGAO BASEADA NO METODO BOEHM

Foram realizadas as titulagdes dos grupamentos acidos totais presentes na

superficie do biochar tratado e ndo tratado empregando o procedimento
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inicialmente proposto por Boehm [53]. O procedimento envolve uma retrotitulagao

utilizando hidréoxido de sodio para quantificacdo de acidos totais superficiais.

Inicialmente 100 mg de amostra foram adicionados em 10 mL de NaOH
padronizado, 0,1 mol L', a mistura permaneceu sob agitagdo durante 6 horas.
Posteriormente, a amostra de biochar foi filtrada e lavada, entdo adicionou-se 10
mL de HCI 0,1 mol L', padronizado, e agitada por 1 hora. Em seguida realizou-se
a titulacdo potenciométrica, utilizando titulador automatico Metrohm tritino, com
solugdo de NaOH, padronizada, 0,1 mol L. A partir do volume gasto de NaOH

durante as titulagdes pode-se estipular a quantidade de acidos totais superficiais.

3.8 METODO B.E.T.

Informacdes sobre a area superficial, tamanho de poro e distribuicdo foram
obtidas pelo método B.E.T. (Brunnauer, Emmett e Teller), utilizando Quantachrome

porosimetro modelo new1200.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES
41 PREPARAGAO E ATIVAGAO DO BIOCHAR

O biochar foi preparado segundo condi¢des de pirdlise pré-estabelecidas por
Mangrich et. al. [51],com um rendimento de 36,96% + 2,63% (n=3), valor
satisfatorio, tendo em vista que durante o processo de pirélise a biomassa sofre
desidratacado e degradacéao e, consequentemente, perda de massa.

A amostra de biochar preparada foi submetida ao processo de ativagao
superficial, empregando uma solugao de acido nitrico em um sistema de refluxo,
como ja mencionado. A ativacao tem como finalidade aumentar a quantidade de
grupos funcionais oxigenados superficiais e, como consequéncia, facilitar o
ancoramento proteico via acidos carboxilicos. E reportado em literatura que
processos de ativagao de materiais carbonaceos em condi¢des acidas geralmente
resultam em alteragdes estruturais e morfolégicas[54,55].Sendo assim, foram
realizados estudos de caracterizacdo das amostras de biochar sem e com
tratamento acido. Inicialmente, foram realizadas analises de microscopia eletrénica
de varredura (MEV) e infravermelho(FTIR).

4.2 CARACTERIZAGOES MORFOLOGICAS

As medidas de MEV foram realizadas nas amostras de biochar tratado e nao
tratado e estdo representadas na FIGURA 15. Todas as imagens sé&o

representativas da amostra analisada.
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FIGURA 15: (A) IMAGENS MEV DO BIOCHAR APOS TRATAMENTO ACIDO COM AUMENTO DE
300 VEZES; (B) IMAGENS MEV DO BIOCHAR COM AUMENTO DE 300 VEZES.

SEM HV: 10.0 kv WD: 9.25 mm (30 | VEGA3 TESCANJl SEM HV: 10.0 kV wD:9.03mm | | | VEGA3 TESCAN
SEM MAG: 300 x Det: SE SEM MAG: 300 x Det: SE 200 pm
View field: 923 ym  Date(midly): 03/14/16 CME-UFPR View field: 923 ym  Date(m/dly): 03/14/16 CME-UFPR

A partir das imagens de MEV obtidas,foi possivel observar alteragbes
morfologicas entre as amostras de biochar ativado(15A) e seu precursor(15B).
Dentre estas modificagbes percebeu-se que as amostras nas quais foi empregado
o tratamento quimico acido,apresentaram aparente diminuicdo do tamanho das
particulas, além de uma variagdo de porosidade e rugosidade superficial
concordando com trabalhos similares reportados na literatura [54,55]. Alguns
autores sugerem que o tempo de refluxo para o tratamento acido de materiais
carbonaceos é fator predominante na alteracdo do volume dos poros, sendo que
tempos mais prolongados apresentam a tendéncia de diminuicdo do volume de
poro[56]. As alteracdes relacionadas a area superficial e volume de poro puderam

ser melhor elucidadas pelo método de BET, apresentados na Tabela 1.
TABELA 1 — CARACTERIZACAO DAS AMOSTRAS DE BIOCHAR.

Amostra Area superficial Volume de poro Diametro de
(m? g7) (em” g7) poro (A)
Biochar 4,80 3,34 x 103 35,78
precursor
Biochar ativado 6,15 5,93 x 1073 40,74

Dessa forma, o aumento do volume dos poros e de area superficial

observada através do meétodo de BET apds o tratamento acido das amostras de
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biochar, podem ser explicadas pela oxidacdo promovida pelo tratamento com
HNOs, a qual favorece a formagao de grupos funcionais oxigenados nas paredes
ou arestas das aberturas dos poros do material,embora ndo seja possivel de se
observar nas imagens[57,58]. O aumento dos parametros de area, volume e
diametro, obtidos para o biochar ativado, é caracteristica fundamental para a
construcdo de um imunossensor, uma vez que a imobilizagdo de estruturas
protéicas é realizada na superficie do biochar, a maior area obtida permite maior
acomodacao das proteinas bem como maior quantidade.

Ainda, observaram-se estruturas que se repetem ao longo de ambas
amostras analisadas, como estruturas de morfologia amorfa, esperadas em pirdlise
de materiais carbonaceos. As imagens evidenciaram também uma estrutura com
rugosidade e irregularidade, as quais possibilitam a imobilizagdo de proteinas ou
outro tipo de material pela simples adsorgao fisica, além da interagdo com os

grupos funcionais na superficie do material.

4.3 ESPECTROSCOPIA NA REGIAO DO INFRAVERMELHO (FTIR).

As principais caracteristicas do biochar dependem das condi¢cbes de
pirélise para obtencdo do material (temperatura, tempo de residéncia, baixa
quantidade de oxigénio e etc) e a matéria prima utilizada.A variagdo dessas
condi¢cbes garante ao material a possibilidade de modulagdo de porosidade e
funcionalizagbes, tanto tamanho quanto a quantidade de ambos. Essa modulagao
influéncia de forma direta nas interacdes que ocorrem em sua superficie[59].

Os grupos funcionais presentes no biochar podem ser evidenciados a partir
de analise de espectroscopia na regiao do infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR). Entretanto, a interpretacédo de espectros FTIR de amostras de
biochar € complexa, uma vez que a amostra é rica em grupos funcionais e, cada
grupo, pode apresentar multiplas bandas em diversos numeros de onda, de forma
que as bandas obtidas no espectro podem representar a contribuicdo de grupos
funcionais em uma mesma regiao, decorrente da sobreposi¢cao das bandas[60].

A FIGURA 16 apresenta os espectros de FTIR obtidos para a amostra de

biochar e do biochar tratado com HNOs.
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FIGURA 16: ESPECTROS DE INFRAVERMELHO OBTIDOS PARA O BIOCHAR E
BIOCHAR TRATADO.
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O espectro de FTIR obtido para o biochar sem tratamento acido apresenta
bandas especificas nas regides em 3300 cm', referente ao estiramento de ligagdes
O-H presentes no biocarvao, nas regides de 1700, 1500 e 1090 cm™' que sé&o
referentes a estiramentos assimétricos de C=0, O-H e C-O respectivamente, de
grupamentos fendlicos e carboxilicos [60-62]. Quando se refere ao biochar tratado
foi possivel observar alargamento da banda entre 3600 — 3100 cm', que representa
o estiramento do O-H dos grupos carboxilicos [60]. A banda entre 1715 — 1520 cm-
' corresponde a sobreposigdo de estiramentos para C=0 em grupos carboxilicos,
cetdnicos e lactbnicos, e ainda C=C em componentes aromaticos [61].Ja é relatado
em literatura que vibracdes entre 1400 e 1200 cm™! podem corresponder a presenca
de grupamentos hidroxilas presentes em fendis e acidos carboxilicos [63].Neste
caso, a banda possivelmente é caracteristica de anions carboxilatos, que ocorre
entre 1180 e 1300 cm™' devido ao estiramento da ligagdo C — O, o qual s6 é
observado na amostra de biochar tratado, em funcdo do tratamento acido,
evidenciando a possivel formagao de grupos carboxilicos. Uma banda foi verificada
entre 1000 e 900 cm™', caracteristica do estiramento assimétrico C-O-C que pode
ser atribuido a presenca de componentes celuldésicos da amostra [63].
As bandas presentes em ambos os espectros de FTIR indicaram que a

sintese do biochar, proveniente do farelo de mamona, gerou majoritariamente
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compostos aromaticos, bem como quantidade significativa de grupos funcionais
oxigenados. A partir da comparagdo dos FTIR entre o biochar tratado e o sem
tratamento percebeu-se maior variedadede funcionalizacbes presentes na
superficie do biochar tratado. A confiirmacdo da formacédo de grupos
funcionaiscarboxilicos foi realizada por titulagdopotenciométrica,utilizando método
deBoehm[64], na qual o biochar precursor apresentou equivalente a 4,02 mmol g-*
de acidos totais, enquanto o biochar tratado apresentou 7,26 mmol g-' de acidos
totais.

A partir disso, especula-se que a interacdo superficial entre moléculas
organicas (proteinas) e o biochar pode acontecer de duas maneiras, interagao entre

sitios hidrofdbicos e ligagado de hidrogénio como mostrado na FIGURA 17.

FIGURA 17: REPRESENTAGAO DO BIOCHAR
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C=0--H--0=R
Ligagao de hidrogénio

4.4 VERIFICAGAO DA VIABILIDADE ANALITICA DO DISPOSITIVO

Estudos iniciais envolveram a verificagcdo da viabilidade de aplicagdo do
biochar como modificador do eletrodo para ancoramento proteico, como alternativa
aos eletrodos de ouro normalmente utilizados, conforme ja mencionado
anteriormente. Para isso o dispositivo proposto utilizando EPCMB com biochar
tratado foi submetido as etapas de modificagdo da sua superficie a fim de ancorar
0 anticorpo contra o Hantavirus araucaria. Primeiramente foi realizada a etapa de

ativagao superficial com os agentes de ligagdo cruzada EDC e Sulfo-NHS, pela
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simples imersédo do eletrodo em solugcdo contendo os modificadores em solucéo
tampéo fosfato 0,02 mol L' e pH 4,5, e agitado durante 15 minutos, condigo ja
descrita em literatura que tende ao favorecimento da formagao do reativo aminico
sulfo-NHS[65,66]. Neste caso, o produto da reagao (sulfo-NHS) apresenta baixa
estabilidade, podendo ser facilmente substituido por aminas primarias[67], como
descreve a FIGURA18.

FIGURA 18: MECANISMO DE REACAO DO EDC-NHS
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FONTE: Adaptado de Thermofisher [68] .

A fim de confirmar a presenca da reac¢ao entre EDC e NHS com o biochar,
foram realizadas medidas empregando a técnica de espectroscopia de

infravermelho,sendo os resultados mostrados na FIGURA 19.
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FIGURA 19: ESPECTROS DE INFRAVERMELHO OBTIDOS PARA O BIOCHAR
TRATADO E BIOCHAR ATIVADO COM EDC+NHS.
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Quando refere-se ao biochar tratado € possivel observar uma banda larga
entre 3600 — 3100 cm™, que representa o estiramento do O-H dos grupos
carboxilicos[60], a mesma regiao do espectro, referente ao biochar ativado com
EDC e NHS apresenta divisdo da banda larga, em duas bandas, nas regides de
3422 e 3142 cm™', caracteristico de estiramento N-H de aminas e amidas primarias
e secundarias[67]. A presencga de tais grupos nitrogenados pode ser proveniente
da matriz dos modificadores, porém ainda pode-se atribuir a existéncia de amidas
devido a formacdo da ligacdo entre os agentes ativadores, EDC-NHS com o
biochar, através da interacdo do acido carboxilico com as bases nitrogenadas,
formando entdo estruturas a base de amidas. Ainda, pode haver contribuicéo,
nessa regidao de banda, de resquicios de acidos carboxilicos ndo ativados pela
reagdo. A banda entre 1715 — 1520 cm-', a qual corresponde a sobreposigéo de
estiramentos para C=0 em grupos carboxilicos[62], cetdnicos e lactdnicos,
apresenta alteragdo. As trés bandas nessa regido, as quais eram bem definidas no
biochar tratado, passaram a apresentar sobreposicdo de picos, na amostra de
biochar ativado com EDC e NHS, principalmente em 1620 e 1530 cm™', regi&do que
coincide com a frequéncia de deformagao de aminas primarias, como ja proposto

anteriormente, proveniente dos ativadores. A banda que ocorre entre 1300 a 1180
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cm', caracteristica de anions carboxilatos, devido ao estiramento da ligagédo C — O,
sO € observada na amostra de biochar tratado, alteracdo que nao era esperada,
uma vez que a interacdo de EDC e NHS s6 ocorre com oxigénios de acidos
carboxilicos. Sendo assim, o infravermelho apresenta indicios da ativacao
superficial do biochar, com EDC e NHS, que serao utilizados para ancoramento de
estruturas protéicas[66].

A verificagao das etapas de modificacdo superficial e ancoramento foram
confirmadas em meio de ferricianeto de potassio, 1,0 mmol L-',utilizando a técnica
de voltametria ciclica a uma velocidade de varredura de 50,0 mV s, visto que é
uma sonda muito difundida em literatura para avaliagdo de processos de
ancoramento e caracterizacdo eletroquimica de biossensores [32,69,70].0s

resultados obtidos podem ser observados na FIGURA 20.

FIGURA 20: VOLTAMOGRAMAS CICLICOS OBTIDOS PARA AS DIFERENTES ETAPAS DE
MODIFICAGAO DA SUPERFICIE DO EPC COM BIOCHAR TRATADOUTILIZANDO K;[Fe(CN)g]
1,0 mmol L-1, VELOCIDADE DE VARREDURA 50mV s-1 E ELETROLITO SUPORTE KNO3 0,1
mol L-1 EM pH 3,0.
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ApoOs a etapa de ativacao da superficie do biochar com EDC e NHS, os
grupos carboxilicos presentes apresentam-se, possivelmente, ativados com grupos

Sulfo-NHS éster. E reportado por Pauliukaite, R.[71] que a ativacdo superficial com
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EDC + Sulfo-NHS intensifica processos redox da sonda Fe(CN)e*, uma vez que
facilita processos de transferéncia de elétrons. Tal efeito podetambém ser
observado no voltamograma, FIGURA 20 — EPCMB — EDC/NHS, ao comparar o
perfil de resposta para os processos redox do Fe(CN)e*> para o eletrodo contendo
apenas biochar (EPCMB), com o perfil apés a ativagdo superficial, EPCMB —
EDC/NHS. Embora a melhora na resposta voltamétrica seja nitida, a caracterizagao
da etapa de ativacido da superficie eletrodica com EDC e NHS é irrelevante, uma
vez que estas moléculas servem somente de ponte para a incorporagdo do material
biolégico. O processo de construgdo e transdugdo do imunossensor proposto é
melhor elucidado na FIGURA 21.

FIGURA 21: ILUSTRAGAO DO PROCESSO DE CONTRUGAO E TRANSDUGCAO DO
IMUNOSSENSOR PROPOSTO.
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Apods a ativagdo dos grupos carboxilicos, é realizada a imobilizagao do
anticorpo contra o hantavirus araucaria, feita a partir da técnica de dropcasting,
utilizando 5,0 pL da solugdo estoque 0,4 mg mL™. E reportado em literatura [72],

que a superficie do anticorpo apresenta densidade de carga positiva; como trata-
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se de uma reagao de substituigao (ligagcao cruzada), o anticorpo se liga diretamente
aos grupos carboxilicos do biochar, e por consequéncia é observado um aumento,
Figura 20 — EPCMB - Ab, da intensidade de pico do ferricianeto de potassio, que
pode ser atribuido a interagao eletrostatica da superficie positiva do anticorpo, com
a sonda Fe(CN)e*, negativa.

Para garantir que nao restem sitios ativados na superficie do eletrodo, ou
seja, sitios ndo ocupados pelo anticorpo imobilizado que restaram da reagdo com
EDC e NHS, é realizado o ancoramento da albumina, que ira ocupar os sitios de
ligacao inespecifica. Para isso, 5,0 yL de uma solucao de albumina (BSA) 1,0 mg
mL-!, em tampao fosfato 0,02 mol L' e pH 7.4 — condigéo que favorece a reacéo
de substituicdo e consequente ancoramento da albumina [65,66], foi adicionada a
superficie do eletrodo por dropcasting. Observou-se no voltamograma, Figura 21 —
EPCMB — BSA, entdo uma diminui¢cao da intensidade de pico quando comparado
ao sinal obtido para o anticorpo,que pode ser atribuido ao bloqueio da superficie
remanescente de biochar ativado com EDC e NHS, bem como adsorgdo do BSA
na superficie do grafite, a qual € o unico componente eletroativo no eletrodo[73].

Por fim, verificou-se a interacdo do antigeno com o anticorpo. O antigeno
foi adicionado a superficie do eletrodo, também por dropcasting, utilizando 5,0 pL
de uma solugdo 1,0 ug mL-'. A partir do voltamograma obtido, Figura 21 — EPCMB
— Ab-Ag, pode-se observar a diminuicdo da intensidade de pico referente aos
processos redox do [Fe(CN)]*, que pode estar relacionado fundamentalmente por
dois fatores ja bastante difundidos na literatura [74—76]. O primeiro deles parte da
idéia que a superficie do eletrodo apresenta carga positiva[71]; a interagdo do
antigeno com o anticorpo possivelmente bloqueia sitios carregados positivamente
na superficie do eletrodo e como consequéncia a interagdo entre a sonda
eletroquimica e a superficie do eletrodo, de carater eletrostatico, diminui.Outro fator
pode estar relacionado a formacao do complexo antigeno-anticorpo, que por ser
macromolecular pode dificultar a difusdo das espécies até a superficie do eletrodo.
Ainda existe a possibilidade de o antigeno estar bloqueando sitios eletroativos,
adsorvendo-se no grafite e comprometendo também a interagdo da sonda com a
superficie do eletrodo.A confirmacgao do processo de caracterizagao do dispositivo

proposto foi realizada por EIS, representada na FIGURA 22.
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FIGURA 22: MEDIDAS DE IMPEDANCIA ELETROQUIMICA OBTIDAS APOS CADA ETAPA
ENVOLVIDA NA CONSTRUGAO DO IMUNOSSENSOR.
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A partir dos dados obtidos por EIS, foi possivel construir o plot dos
diagramas de Nyquist (Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada.22) obtidos para os e
letrodos construidos com as mesmas etapas descritas anteriormente. A partir do
diagrama é possivel verificar o mesmo padrao de perfil obtido na voltametria ciclica,
para a EIS. Sendo que o semicirculo formado para o eletrodo sem modificacdo &
ligeiramente maior, o que indica uma maior resisténcia a transferéncia de elétrons,
34,4 kQ, provavelmente atrelado ao fato do modificador, biochar, apresentar baixa
condutividade elétrica. Apdés a etapa de ativagdo dos grupos carboxilicos da
superficie do biochar, com EDC / NHS, observa-se uma diminui¢do do semicirculo
formado, que indica diminuicido da resisténcia a transferéncia de elétrons, 26,5 kQ,
analogo ao observado por voltametria ciclica. A imobilizacdo do anticorpo, por sua
vez, mostrou também uma diminui¢cdo do raio do semicirculo, que indica maior taxa
de transferéncia de elétrons entre o dispositivo e a sonda, 5,5 kQ, possivelmente

atrelado a um efeito eletrostatico entre a superficie do anticorpo, que apresenta
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densidade de carga positiva, e a sonda negativa. A BSA por sua vez ndo mostrou
diferenca significativa, 6,2 kQ, possivelmente devido a quantidade infima de
ligacdes realizadas, uma vez que so se liga a sitios inespecificos vacantes apoés a
imobilizagdo do anticorpo. Por fim, a verificagdo da interacdo antigeno-anticorpo
mostrou um acréscimo de resisténcia, atrelado a um maior bloqueio da superficie,

além disso devido a neutralizagao de cargas da superficie do anticorpo 17,1 kQ.

O segundo dispositivo proposto, o qual consiste na imobilizagdo do
antigeno para detecgao do anticorpo, foi também caracterizado pelas técnicas de

voltametria ciclica e EIS, como mostrado na FIGURA 23.

FIGURA 23: VOLTAMOGRAMAS CICLICOS OBTIDOS PARA AS DIFERENTES ETAPAS DE
MODIFICACAO DA SUPERFICIE DO EPC COM BIOCHAR TRATADO UTILIZANDO Ks[Fe(CN)g]
1,0 mmol L', VELOCIDADE DE VARREDURA 50mV s-' E ELETROLITO SUPORTE KNO3 0,1 mol
L' EM pH 3,0.
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Neste caso as etapas referentes ao EDC / NHS e BSA foram suprimidas,
uma vez que ja foram descritos no estudo anterior. A partir da analise dos dados
obtidos por voltametria ciclica observa-se maior intensidade dos processos redox
da sonda apdés a imobilizagdo do antigeno (nucleoproteina), voltamograma

vermelho, na superficie do dispositivo, indicando que o processo de imobilizagao
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aconteceu eficientemente. Posterior a isso foi realizada aetapa de verificagao da
interacdo antigeno-anticorpo, ou seja formacéo do imunocomplexo, representada
no voltamograma em azul, no qual € possivel observar diminuicdo da intensidade
de pico da sonda, apos a etapa de inser¢do do anticorpo, de 14,22uA apds o
processo de imobilizagdo do antigeno para 8,43 pA, indicando bloqueio da
superficie eletroativa e interacao efetiva das duas biomoléculas. A confirmagao das

etapas de imobilizagao foi realizada via EIS, representado na FIGURA 24.

FIGURA 24: MEDIDAS DE IMPEDANCIA ELETROQUIMICA OBTIDAS APOS CADA ETAPA
ENVOLVIDA NA CONSTRUGAO DO IMUNOSSENSOR.
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Apos a etapa de imobilizagao do antigeno (nucleoproteina) observa-se uma
diminui¢cdo no semicirculo formado, em vermelho, quando comparado ao eletrodo
sem modificagdo, em preto, indicando uma diminuicdo na resisténcia a
transferéncia de elétrons, resposta analoga ao obtido por voltametria ciclica, 33,1
kQ branco — 16,2 kQ antigeno, confirmando o processo de imobilizagao. Foi entdo

realizada a etapa de verificacdo da interagdo do anticorpo com o dispositivo, ou
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seja, formagao do imunocomplexo. Observa-se entdo um aumento no semicirculo
formado, que relaciona-se com a resisténcia a transferéncia de elétrons, 21,4 kQ,
efeito que esta atrelado a um maior bloqueio da superficie eletroativa, devido ao

macrocomplexo bioldgico formado.

Para fins de comparacéao, construiu-se um dispositivo EPC, sem o biochar,
para verificar se o processo de ancoramento do material protéico depende de
interacdes com o biocarvao. Este dispositivo foi entdo caracterizado também por
voltametria ciclica, nas mesmas condicdes do EPCM com biochar tratado. As

medidas de voltametria ciclica realizadas podem ser observadas na FIGURA 25.

FIGURA 25: (A) VOLTAMOGRAMAS CiCLICOS OBTIDOS PARA CICLOS CONSECUTIVOS
DO EPC APOS PROCESSO DE ANCORAMENTO — ANTICORPO E BSA (B) GRAFICOS DE
BARRA CONSTRUIDOS PARA DIFERENTES CICLOS VOLTAMETRICOS. UTILIZANDO
Ks[Fe(CN)e] 1,0 mmol L-!, VELOCIDADE DE VARREDURA 50mV.
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O dispositivo construido em 26A representa EPC apds etapas de
ancoramento do anticorpo e albumina. Apos ciclos consecutivos desse mesmo

eletrodo percebe-se uma diminui¢ao da intensidade dos processos redox referentes
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ao ferricianeto, possivelmente relacionado a lixiviagdo do material biolégico na
superficie e perda dessa caracteristica positiva do EPC. Este processo pode ser
comprovado pelo restabelecimento da corrente de pico para 4,2 pA apos o 20° ciclo,
praticamente a corrente de pico do eletrodo sem ancoramento, 3,9 yA. O mesmo
estudo foi realizado empregando biochar (25 C), observa-se que apds a
imobilizacdo das biomoléculas, mesmo realizando inumeros ciclos, 0 processo
redox nao se altera significativamente, indicando estabilidade do ancoramento
superficial, com uma diferenga significativa entre o EPCM branco e EPCM ancorado
com anticorpo, 3,6 YA passando a 10,1 yA e mantendo-se constante em todo o

estudo de estabilidade.

4.5 CARACTERIZAGOES E OTIMIZAGOES VOLTAMETRICAS

Uma vez que, segundo a literatura [71], a superficie do anticorpo apresenta-
se com densidade de carga positiva, optou-se por estudar a influéncia do pH na
resposta eletroquimica do EPCM com biochar com anticorpo imobilizado. Os

voltamogramas ciclicos obtidos estao representados na FIGURA 26.

FIGURA 26: VOLTAMOGRAMAS CiCLICOS OBTIDOS PARA AVALIAGCAO DO pH DA SOLUGCAO
DE LEITURA. UTILIZANDO K;[Fe(CN)e] 1,0 mmol L', VELOCIDADE DE VARREDURA 50mV s' E
ELETROLITO SUPORTE KNO3 0,1 mol L.
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A partir dos dados obtidos pela técnica de voltametria ciclica, percebe-se
inicialmente que para valores de pH 5,0 e 7,4 o eletrodo apresenta resposta
voltamétrica deficiente para a sonda Fe(CN)s*, que pode estar atrelado a
neutralizagdo das cargas positivas da superficie do anticorpo, fator que afetaria
interagdes eletrostaticas com a sonda, que apresenta carga negativa. Isso acontece
possivelmente devido ao valor de pKaz de grupos -NHs* em estruturas protéicas,
que tem valor em torno de 9,6, atrelado ao potencial isoelétrico que em proteinas
apresenta valor médio de 5,5. Nos valores de pH estudados, 5,0 e 7,4 especula-se
que os aminoacidos da estrutura protéica apresentam caracteristicas Zwitterion,
COO—CH2—-NH3*, efeito comumente encontrado em biomoléculas, segundo a
literatura[77]. Por outro lado, em pH 3,0 ocorre provavelmente a protonacao dos
grupos aniénicos — COOH (pKa1 ~2,2), tornando a biomolécula quimicamente
neutra COOH—CH2— NHa.

Ainda, especula-se que os acidos carboxilicos superficiais do biochar
apresentam-se majoritariamente modificados com os anticorpos ancorados, sendo
assim qualquer contribuicdo atrelada a carga do biocarvao seria minoritaria para a
resposta voltamétrica encontrada.

Por outro lado,na resposta voltamétrica obtida em pH 3,0, a sonda exibe
perfil bem definido, que pode estar relacionado com a carga superficial do anticorpo
- nesta condicdo de pH estaria positiva. Também é reportado em literatura que
condigbes acidas favorecem processos redox do Fe(CN)e>[78]. A carga superficial
do anticorpo ainda necessita de investigagao, que sera realizada pela utilizagao de
diferentes sondas, como Ru(NHa3)e3*, a fim de verificar a influéncia da carga da
sonda na superficie do eletrodo. Tendo em vista o perfil obtido em pH 3,0 para o
anticorpo, visto que seu sinal sera definido como branco e espera-se a inibigéo
deste sinal decorrente da interagdo do anticorpo com o antigeno, este valor sera

utilizado para medidas posteriores.

Apoés o processo de ancoramento do anticorpo na superficie do biochar,
existe a possibilidade de ainda restarem sitios de ligagéo, ou seja, residuais de EDC
e NHS na superficie do biochar; estes sitios apresentam possibilidade de ligagao
inespecifica, interagindo com qualquer biomolécula. A fim de minimizar essa
interacdo inespecifica e assim garantir que a interagdo superficial ocorra
majoritariamente devido a formacado do complexo antigeno-anticorpo, utiliza-se a

albumina, a qual se liga aos sitios restantes de EDC e NHS mas nao se liga a outras
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biomoléculas. Sendo assim, foi realizado um estudo para avaliar a influéncia da
albumina na resposta do imunossensor, bem como a eficacia de sua ligagao a sitios
inespecificos. Os resultados obtidos podem ser observados nos voltamogramas da
FIGURA 27.

FIGURA 27: VOLTAMOGRAMAS CICLICOS OBTIDOS PARA AVALIAGAO DO PROCESSO DE
ANCORAMENTO DA ALBUMINA. UTILIZANDO K;[Fe(CN)s] 1,0 mmol L', VELOCIDADE DE
VARREDURA 50mV s E ELETROLITO SUPORTE KNO3 0,1 mol L' pH 3,0.
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O teste referente somente a albumina, representado pelo voltamograma
em preto, consiste na ativacdo do EPCM com biochar utilizando EDC e NHS
seguido da imobilizagdo somente da albumina na superficie do eletrodo. A partir
disso, observa-se na Figura 27 — EPCM - BSA, que a albumina interfere
significativamente nos processos redox referentes ao [Fe(CN)q]*>, provavelmente
por bloquear a superficie eletrodica a partir de interagdes com o biochar ou com o
proprio grafite [79,80].Entretanto, em uma comparacdo entre um EPCM com
biochar e anticorpo imobilizado (voltamograma em azul) e outro contendo anticorpo
e albumina (voltamograma em vermelho), observa-se que nado ha variagcéo
significativa do sinal. Tal fato sugere que a superficie do eletrodo foi totalmente
modificada com o anticorpo, por isso ndo se observa variagao entre o anticorpo e a
adicao de albumina [48].

No que se refere a otimizagdo da reagcéo do biochar com os agentes de

ligacéo cruzada, somente o tempo € uma variavel relevante, uma vez que se utiliza
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concentragdes em excesso dos reagentes, 5,0 mmol L', para garantir que toda a
superficie do biochar seja ativada. Os estudos referentes as medidas de tempo de
reagcao podem ser observados na FIGURA 28.

FIGURA 28: VOLTAMOGRAMAS CICLICOS OBTIDOS PARA DIFERENTES TEMPOS DE
REACAO DA SUPERFICIE DO EPC COM BIOCHAR E OS AGENTES ATIVADORES. UTILIZANDO

Ks[Fe(CN)s] 1,0 mmol L, VELOCIDADE DE VARREDURA 50mV s-' E ELETROLITO SUPORTE
KNO3 0,1 mol L' pH 3,0.
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Foi observado, no voltamograma FIGURA 28, que tempos reacionais
inferiores a 15 minutos ndo promovem ativagao eficiente de acidos carboxilicos,
atrelado provavelmente a sitios carboxilicos ainda livres. Ainda, tempos superiores
a 15 minutos promovem passivacdo da superficie do eletrodo, possivelmente
devido a reacdes de auto-condensacao dos reagentes EDC e NHS, na qual grupos
carbonila podem agir como eletréfilo e nucledfilo ou hidrolise dos componentes[81].
Com base nisso, e no apresentado pelo voltamograma da FIGURA 28, o tempo de
15 minutos foi utilizado para medidas posteriores, como condi¢ao otimizada.

Tendo em vista que o dispositivo proposto consiste em uma deteccéo label-
free, por inibicdo do sinal da sonda eletroquimica Ks[Fe(CN)], se faz necessario
verificar a influéncia da concentracdo da sonda na resposta do dispositivo. Para
isso variou-se a concentragédo de [Fe(CN)g]* na faixa de 0,5 a 2,5 mmol L, a fim
de se obter a maior faixa linear possivel, sem perder o limite de quantificagcéo (5,0

ng mL"). Os resultados do estudo realizado sdo demonstrados na FIGURA 29.
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FIGURA 29: (A) GRAFICO DE BARRAS CONSTRUIDOS PARA A OTIMIZAGAO DA
CONCENTRAGAO DE Ks[Fe(CN)sJ. (B) GRAFICO DE BARRAS DE RELAGCAO
PORCENTAGEMDO BRANCO (100%) E VARIAGAO DA SONDA.
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Os dispositivos utilizados neste estudo consistem em EPCMB com todas
as etapas de ancoramento: ativados, com o anticorpo e albumina em sua superficie
e posterior adigdo de 5,0 ng mL-! de antigeno, concentragdo minima requerida para
o diagnéstico da hantavirose. A partir do grafico de barras apresentado na FIGURA
29, é possivel observar que para a faixa de concentracado estudada de 0,5 a 2,5
mmol L' de [Fe(CN)e]*> houve uma diminuigéo da inibigdo do sinal com o aumento
da concentracdo da sonda. A resposta medida é proveniente da interagao entre a

sonda eletroquimica e o anticorpo imobilizado na superficie do eletrodo. Quando
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parte do anticorpo interage de forma especifica com o antigeno, a superficie do
eletrodo é bloqueada e observa-se a diminuicdo do sinal referente aos processos
redox do ion ferricianeto. Para concentragbes mais elevadas de ferricianeto em
solugéo, a inibicdo do sinal € pouco pronunciada, ja que a disponibilidade da sonda
€ maior. Embora os resultados sejam satisfatorios com relagdo ao objetivo da
proposta, estudos adicionais serao realizados para melhor compreendimento do
processo referente a concentragao do [Fe(CN)g]*, bem como a avaliagdo de uma
sonda eletroquimica com carga positiva como [Ru(NH3)s]®*, para verificar se ha
inversao do perfil observado. Visando maior faixa linear e reprodutibilidade, estudos
posteriores foram realizados com concentragéo de 2,0 mmol L' de ferricianeto de
potassio.

A quantidade de anticorpo ancorados na superficie do dispositivo €,
também, parametro fundamental na construgdo de imunossensores, uma vez que
pequenas quantidades podem causar uma baixa sensibilidade do dispositivo. Por
outro lado, grandes quantidades podem saturar o dispositivo e/ou lixiviar,
desperdicando o material biolégico em questdo. Entdo, um estudo foi realizado
variando-se a quantidade de anticorpo imobilizado na superficie do eletrodo
proposto, alterando a massa de anticorpo de 0,4 a 6,0 ug utilizado para modificagao
da superficie do eletrodo. Os resultados obtidos estdo apresentados na FIGURA
30.
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FIGURA 30: (A) VOLTAMOGRAMAS CICLICOS OBTIDOS PARA AS DIFERENTES
QUANTIDADES DE ANTICORPO ANCORADO NA SUPERFICIE, E (B) CORRENTES DE PICO
ANODIO:; EM K;[Fe(CN)s] 2,0 mmol L', KNO3 0,1 mol L' pH 3,0, 50mV s
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A partir dos voltamogramas (Figuras 30A e 30B) nota-se que um maximo
de corrente é alcangado com 2,0 pg, e apods isso um decréscimo € observado,

sugerindo a saturacgao da superficie.Com base nos resultados obtidos, o valor de
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2,0 ug foi escolhido como quantidade de anticorpo otimizado no sistema, o que é
um indicio que a superficie ndo se apresenta envenenada e ainda mostra um

possivel ancoramento eficiente do anticorpo.

4.6 CONSTRUGAO DA CURVA ANALITICA

Com todos os parametros pertinentes otimizados, construiu-se a curva
analitica para quantificagdo do antigeno Hantavirus, utilizando dispositivo EPCMB

- Ab, visando o diagnéstico de estagio viremico da doenga, FIGURA 31.

FIGURA 31: (A) VOLTAMOGRAMAS CICLICOS OBTIDOS PARA DIFERENTES
CONCENTRAGOES DE ANTIGENO. (B) CORRELACAO LINEAR ENTRE CONCENTRAGAO
ADICIONADA E INTENSIDADE DE PICO ANODICO. UTILIZANDO Ks[Fe(CN)s] 2,0 mmol L,
VELOCIDADE DE VARREDURA 50mV s' E ELETROLITO SUPORTE KNO3 0,1 mol L-' pH 3,0, (n
= 3).
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A construgdo da curva analitica consiste na adigdo de diferentes
quantidades de antigeno na superficie de diferentes imunossensores. A formacéao
do complexo biolégico, como ja mencionado, prejudica os processos redox da
sonda; sendo assim, o aumento da quantidade de antigeno na superficie do
dispositivo corrobora com a diminuicdo do sinal da sonda, como pode ser
observado na FIGURA 31A, sendo o branco o dispositivo EPCM biochar com
ancoramento do anticorpo e albumina. E possivel perceber que a partir da primeira
adigao de antigeno, 5,0 ng mL™", ha um decréscimo mensuravel de intensidade de
pico do processo anodico da sonda, e assim sucessivamente até o limite de
saturagdo de 1,0ug mL-'. Para cada ponto da curva foram confeccionados trés
eletrodos. Cada dispositivo sé permite a realizacdo de uma medida, uma vez que a
formagdo do complexo biolégico é irreversivel, entdo adicbes sucessivas de
antigeno, em um mesmo dispositivo, nao resultam em variagdes de corrente.

O dispositivo demonstrou correlagdo linear com uma sensibilidade de 5,28
WA dec, entre o logaritmo da concentragdo de antigeno e intensidade de pico
anddico, em adigbes de 5,0 yL de solugdes de concentragdo de 5,0 ng mL'a 1,0
ug mL-, pelo método de dropcasting. A finalidade do dispositivo é o diagndstico da
fase viremica da doenca e este se mostra responsivo em ampla faixa, sendo
observada concentragdo maxima mensuravel de 1,0ug mL' do antigeno.
Concentragdes superiores a esta ainda sao uteis, atuando como dispositivo do tipo
qualitativo para a presencga do antigeno [82—84].

O segundo dispositivo proposto, que visa detec¢ao dos anticorpos contra o

hantavirus apresentou resposta qualitativa, representada na FIGURA 32.
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FIGURA 32: VOLTAMOGRAMAS CICLICOS OBTIDOS PARA DIFERENTES CONCENTRAGCOES
DE ANTICORPO. UTILIZANDO K;[Fe(CN)s] 2,0 mmol L', VELOCIDADE DE VARREDURA 50mV
s E ELETROLITO SUPORTE KNOs 0,1 mol L' pH 3,0,.
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A deteccgdo dos anticorpos contra hantavirus, apresentou resposta acima
da concentragdo de 200 ng mL-' do anticorpo, entretanto adigbes de concentragéo
superior a essa concentragdo ndo mostraram alteragcéo significativa da resposta
obtida. Sendo que a variagdo do branco para as adi¢des de anticorpo se repetem
ao longo das triplicatas, o branco apresenta intensidade de pico de 23,83 YA e apos
a formacao do imunocomplexo, devido a interacdo com o anticorpo observa-se
diminuicdo para 16, 58 pA, Ai de 7,25pA. Apesar disso, o dispositivo ainda
apresenta-se com a possibilidade de aplicacao qualitativa.

Por fim, a seletividade dos dispositivos foi avaliada utilizando-se a proteina
viral VP2 da doenga de Gumboro, proteina proveniente do mesmo sistema de
expressao, procariético do hantavirus e também o anticorpo contra febre amerela
(YF). Para isso, foi utilizado solugédo estoque 0,316 mg mL-"', da proteina VP2 da
doenca de Gumboro e solugdo estoque de 0,160 mg mL"' do anticorpo contra
amareldo, em adi¢cées de 5,0uL por dropcasting. Os resultados obtidos estao
expressos na FIGURA 33.
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FIGURA 33: GRAFICOS DE BARRA DE AVALIACAO DO INTERFERENTE.
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Na FIGURA 33, a regido em vermelho representa o sinal do branco
analitico, sendo este o dispositivo EPCM com biochar com ancoramento do
anticorpo e da albumina, e posterior teste de seletividade, que consiste no
dropcasting de 5,0 yL da proteina VP2 (interferente). Neste caso, ndo foram
observadas variagdes significativas entre o sinal de branco e a medida apés a
adicdo do interferente, possivelmente devido a proteina VP2 nao interagir
eficientemente com o anticorpo contra Hantavirus. Foi entdo realizada a verificagao
de 10,0 ng mL" do antigeno Hantavirus (Ag) e posterior ensaio competitivo das
duas proteinas. Pode-se observar que também nao ha variagao significativa entre
o sinal proveniente do hantavirus (Ag) e a mistura do Ag com o interferente (VP2).
Evidenciando boa seletividade do dispositivo frente a esta proteina.

Em azul é representado o teste de seletividade para o dispositivo com
imobilizagdo do antigeno, que consiste no dropcasting de 5,0 uL do anticorpo contra
febre amarela (YF - interferente). N&o observa-se diferenca significativa entre o
branco desse dispositivo e a medida apos a insercdo do anticorpo YF, devido ao

anticorpo, YF, ndo interagir com a nucleoproteina do hantavirus, foi entdo realizada
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uma medida de 200 ng mL-' de anticorpo contra o hantavirus e uma mistura de
anticorpos, hantavirus e YF, sendo que nao se observa diferenca significativa entre
a mistura e a medida realizada somente com o anticorpo contra hantavirus,

indicando que seletividade do dispositivo frente ao anticorpo contra febre amarela.

4.7 APLICAGAO DOS IMUNOSSENSORES EM AMOSTRA REAL

A aplicagdao do imunossensor foi feita utilizando soro humano comercial,
composto por uma gama de proteinas em grande quantidade, sendo
majoritariamente encontrada, e com maior potencial interferente na resposta a
hemoglobina (IgM; 20 ug mL-"). O soro foi utilizado com diluigdo 1:100 nos testes
de amostras reais e fortificadas. O eletrodo foi incubado com o soro diluido e soro
fortificado com antigeno ou anticorpo, as medidas de voltametria ciclica na
presenca de ions ferricianeto feitas depois de 30 minutos de incubacgéo. Na figura
34 estéo representados os voltamogramas obtidos para os testes de aplicagdo em

amostra real.

FIGURA 34: (A) VOLTAMOGRAMAS CiCLICOS OBTIDOS PARA AS AMOSTRAS DE SORO E
SORO FORTIFICADO COM ANTIGENO (AG) (B) VOLTAMOGRAMAS CICLICOS OBTIDOS PARA
AS AMOSTRAS DE SORO E SORO FORTIFICADO COM ANTICORPO (AB). UTILIZANDO
Ks[Fe(CN)e] 2,0 mmol L-!, VELOCIDADE DE VARREDURA 50mV s-' E ELETROLITO SUPORTE
KNO3 0,1 mol L' pH 3,0..
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A detecgdo do antigeno, voltamograma 34A, consiste na utilizagdo do

dispositivo com anticorpo imobilizado, EPCMB - Ab, a amostra de soro foi fortificada
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a fim de se obter concentragao final de 100 ng mL-! de antigeno. Observa-se a partir
do voltamograma 34A uma diferenga entre os sinais do soro e soro fortificado com
antigeno, que pode ser atribuido as interacdes especificas do anticorpo com a
nucleoproteina (Ag). As interagdes que ocorrem aumentam o bloqueio da superficie
eletrédica e geram a variagao do sinal, sendo que o sinal obtido somente para o
soro é referente a interagao de anticorpos inespecificos e interferentes com a
superficie do dispositivo. Nao foram avaliadas diferentes concentracoes, entretanto
o resultado obtido, Ai de 5,15 pA para concentragdo de 100 ng mL™", coincide com
o obtido na curva analitica, a partir disso especula-se a possibilidade de aplicacéo
do dispositivo para quantificagdo em amostras de soro.

A deteccgao do anticorpo, representado no voltamograma 34B, se utiliza do
eletrodo com antigeno imobilizado, 200 ng mL-", analogo ao realizado em 34A, o
soro foi fortificado com anticorpos contra hantavirus a fim de se obter concentragao
final de 200 ng mL-', e a diferenca observada entre o sinal do soro e o soro
fortificado se deve as interagdes especificas do antigeno, imobilizado, e o anticorpo
em solucdo. A deteccao, mesmo nao quantitativa, apresenta o sinal para amostras
positivas de forma reprodutivel, o que viabiliza a aplicagcédo do dispositivo em
amostras reais. Neste caso, como trata-se de uma aplicagdo qualitativa pode-se
estimar um valor de corte que indicaria a presenga do agente patogénico, como
mostrado na FIGURA 35.
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Figura 35: APLICABILIDADE DO SENSOR QUALITATIVO.
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Sendo assim, um valor de corte pode ser estipulado, e quando o sinal obtido
€ acima desse valor a amostra pode ser considerada positiva, uma vez que para
ultrapassar o valor de corte € necessario a contribuicdo de interagdes antigeno-
anticorpo especificas. Os sinais obtidos para o soro resumidos na FIGURA 35 tem
uma média de 30,62 pA. Ja para a incubagao do soro com o anticorpo especifico
ocorre uma reducao de 30% no valor do sinal.

Considerando a variagéo intrinseca da construcido do imunossensor, um valor de
corte de 15% de diminuicdo da corrente de pico pode ser utilizado para declarar
uma amostra positiva ou negativa, pois € um valor que dificiimente sera
ultrapassado por amostras negativas. Dessa forma, o imunossensor proposto pode
ser aplicado na detecgao qualitativa de anticorpos contra o hantavirus, visando a

possibilidade de aplicagdo como diagnostico da sindrome pulmonar por hantavirus.
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5 CONSIDERAGOES FINAIS

Em relagéo as caracterizagbes quimicas e estruturais, as imagens de MEV
evidenciaram que a sintese do biochar produziu um material de estrutura porosa e
irregular, enquanto as medidas de FTIR confirmaram a produgdo de um material
rico em grupos funcionais, sendo estes majoritariamente derivados de carbono:
cetonas, carboxilatos, lactonas. A partir da interpretacdo das imagens obtidas por
MEV em conjunto com os espectros de FTIR, pode-se especular sobre a estrutura
superficial do biochar, que possibilitam o ancoramento protéico para construgcao do
imunossensor, as quais foram confirmadas por método BET e titulacdo de Boehm.

As caracterizagdes eletroquimicas realizadas, via sonda Ferricianeto,
permitiram verificar o ancoramento das proteinas na superficie do biochar, bem
como possibilitou a detecgédo do antigeno. Ainda, as otimizagdes possibilitaram um
ancoramento estavel, com pequena interferéncia de agentes inibidores de sitios
inespecificos (albumina) e limites de quantificacdo e faixa linear satisfatorios.
Ambos os dispositivos viabilizaram a deteccdo quantitativa para deteccdo do
antigeno, e qualitativo para detecgao dos anticorpos. Os testes de seletividade e
amostra real mostraram boa seletividade dos dispositivos frente aos possiveis
interferentes, antigeno da Gumboro, anticorpo da febre amarela, anticorpos
presentes no soro sanguineo.

Sendo assim, o dispositivo possibilita a detecgcdo de Hantavirose em sua
fase viremica quantitativamente, oferecendo a possibilidade da utilizagdo como um
imunossensor do tipo qualitativo e durante a fase sintomatica como sensor

qualitativo.
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6 ETAPAS FUTURAS

O trabalho ainda apresenta como perspectivas a aplicagcao do dispositivo
em amostras ambientais, analise de agua pluvial e fluvial. E verificacdo de espécies
de roedores silvestres. Bem como analise de amostras reais de soro humano, que

ainda sao inviabilizados devido aos protocolos de saude e segurancga.
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