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RESUMO

A presente tese de doutorado apresenta como objetivo o desenvolvimento de
dois imunossensores, um para deteccdo de nucleoproteina do Hantavirus Araucaria (Np)
e outro para detec¢do de anticorpos contra o SARS-CoV-2. Sendo assim, foi realizado o
desenvolvimento de um imunossensor eletroquimico baseado em impressdo 3D por
FDM, o qual foi utilizado para detec¢ao da Np. A constru¢ao do dispositivo consistiu na
imobilizacdo direta de anticorpos IgG contra a Np em eletrodos impressos utilizando o
polimero condutor proto-pasta e a detec¢ao da proteina foi realizada por label-free através
da inibicdo do sinal da sonda de Ferricianeto de Potassio. O dispositivo mostrou
potencialidade para a detec¢dao quantitativa da Np na faixa de concentragao de 30 a 240
ug mL!, com limite de detecgdo de 22 pg mL™!. Além disso, o imunossensor foi aplicado
para deteccdo da Np em amostras de soro humano fortificadas e possibilitou a
diferenciagdo de amostras positivas e negativas. O segundo objetivo consistiu na
utilizacdo de quantum dots de grafeno (GQD) e polihidroxibutirato (PHB) como
plataforma de imobilizagao para o RBD do SARS-CoV-2 visando detectar anticorpos IgG
contra essa proteina (AbS). Utilizando condigdes experimentais Otimas, foram
construidas duas curvas analiticas, uma em PBS e outra em soro humano diluido, as quais
mostraram baixo efeito de matriz e uma correlacdo logaritmica entre a concentragdo de
ADS e a corrente de pico anddico na faixa de concentragio de 100 ng mL™! a 10 ug mL™".
O sensor se mostrou seletivo frente a anticorpos contra a febre amarela e oito amostras
clinicas de soro humano foram analisadas, obtendo-se 87,5% de assertividade no
diagnoéstico. Sendo assim, os dispositivos se mostraram adequados ao propoésito de
deteccao das proteinas nas condi¢des estudadas.

Palavras-chave: Imunossensor eletroquimico; Impressao 3D; Hantavirus; SARS-CoV-
2; GQD; PHB.



ABSTRACT

The following doctoral thesis has as objective the development of two
immunosensors, one for the detection of Hantavirus Araucaria nucleoprotein and the
other one aiming to detect antibodies IgG against SARS-CoV-2. Therefore, an
electrochemical immunosensor was developed based on 3D printing by FDM. The device
was applied to detect Hantavirus Araucaria nucleoprotein. The immunosensor assemble
consists of immobilizing IgG antibodies against Np on electrodes, which were 3D printed
with conductive polymer proto-pasta. The detection was performed on a label-free array
based on potassium ferricyanide redox signal. The device showed potential for
quantitative detection of Np with concentration ranging from 30 to 240 pug mL™ with a
limit of detection of 22,0 ug mL'. In addition, the immunosensor was applied for
serological detection of Np in fortified human serum sample and showed the ability to
differentiate positive from negative samples. The second objective consisted of use
graphene quantum dots (GQD) and polyhydroxybutyrate (PHB) as an immobilization
platform for RBD from SARS-CoV-2 in order to detect IgG antibodies against this protein
(ADbS). Using the optimal experimental conditions, analytical curves were performed in
PBS and human serum spiked with AbS showing a slight matrix effect and a relationship
between voltametric signal and AbS concentration in the range of 100 ng mL™! and 10 pg
mL!. The proposed sensor selectivity was tested against yellow fever antibodies (YF)
and the selective layer on the electrode surface did not interact with these antibodies.
Eight samples of blood serum were analyzed and 87.5% provided adequate results. Thus,
the devices proved to be adequate for the purpose of detecting these proteins under the
studied conditions.

Keywords: Electrochemical immunosensor; 3D printing; Hantavirus; SARS-CoV-2;
GQD; PHB.
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1 INTRODUCAO

1.1 IMPRESSAO 3D POR FUSED DEPOSITION MODELING

A Quimica Analitica compreende uma das subareas da Quimica direcionada
principalmente ao desenvolvimento de métodos, processos e técnicas aplicadas na
determinagdo e monitoramento de espécies nos mais variados tipos de amostras [1]. Dentro
deste contexto, diversas estratégias vém sendo empregadas visando a solugdo de problemas
analiticos aplicando métodos classicos ou instrumentais [ 1], na industria e na academia.

Atualmente, a pesquisa em Quimica Analitica mostra tendéncia de um crescente
interesse no uso de novos materiais e tecnologias que permitem aumentar o desempenho de
diversos sistemas e procedimentos. Nesse sentido, dispositivos de impressao 3D surgem como
uma tecnologia atraente para atender essa demanda [2]. Estas novas técnicas de impressao vém
sendo aplicadas na fabricacdo de diferentes tipos ¢ formatos de objetos [3—5]. O emprego das
técnicas de impressao 3D propicia a confecgdo destes materiais de forma pratica e rapida, além
da facilidade no desenvolvimento de dispositivos com diferentes /ayouts, sendo essa uma das
caracteristicas mais relevantes relacionadas a essa tecnologia, abrindo inimeras possibilidades
de aplicacao [6].

Em linhas gerais, a impressao em 3D pode ser definida como um processo usado para
fabricar objetos em dimensdes tridimensionais de forma controlada a partir de uma estrutura
pré-definida. Dentre os diversos métodos de impressao 3D, o processo de extrusao e deposi¢ao
de filamento fundido (do inglés fused deposition modeling - FDM) ¢ o mais empregado em
impressoras comerciais de baixo custo [7]. Este processo ¢ baseado na deposi¢do de um
filamento polimérico que ¢ empurrado através de um bico extrusor aquecido onde ¢ fundido
(torna-se semissolido) e dispensado sobre a mesa de impressao em posicoes pré-definidas pelo
projeto, desenhado previamente. Uma vez depositado, o material solidifica rapidamente e forma
uma camada rigida uniforme, e o processo continua empilhando uma nova camada do material

sobre a anterior até a obtencao do objeto desejado, como representado na FIGURA 1.
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FIGURA 1: REPRESENTACAO ESQUEMATICA DO PROCESSO DE IMPRESSAO POR FDM.
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FONTE: O autor.

Materiais termoplasticos tais como acido polilatico (PLA), acrilonitrilo butadieno
estireno (ABS), policarbonato, poliamida, entre outros sao comumente usados e
comercializados para esse tipo de impressdao, obtidos na forma de filamento. A gama de
materiais termoplasticos permite o uso de diferentes configuracdes de impressora, mais
precisamente com a utilizagdo de diferentes bicos de extrusdo. Isso possibilita o emprego
simultaneo de diferentes materiais durante um tnico processo de impressao, o que aumenta a
aplicabilidade do equipamento e a precisao do processo de extrusao [2,8,9]. O processo basico
de impressdo 3D, desde o uso de softwares de design a obten¢do do objeto impresso esta

representado na FIGURA 2.



24

FIGURA 2: FLUXOGRAMA DAS ETAPAS DO METODO DE IMPRESSAO 3D.
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Resumidamente, o ‘CAD’ (Computer-aided design) ¢ o software de construcao de
projetos 2D e 3D, que possibilita criacdo de arquivos em formatos STL (Standard triangle
language), utilizados na interface de impressdo. Enquanto NetFabb tem papel fundamental na
manufatura, auxiliando design e correcdo de erros de compilagdo, muito comuns advindos do
CAD em plataformas STL, normalmente o NetFabb ja estd embutido ou no software do CAD
ou no Slic3r. Por fim, Slic3r ¢ um software embutido na interface do Repetier host (controlador
do Arduino da impressora). O Slic3r tem como funcao leitura dos arquivos STL, provenientes
do CAD, e transcri¢do do projeto (desenho s6lido) em um modelo “fatiado”, o qual pode ser
interpretado pelo controlador e impresso em forma de camadas.

A 1mpressao se inicia com o aquecimento do bico extrusor, sendo que as condigdes de
temperatura dependem intrinsicamente de cada tipo de termoplastico, mas geralmente varia de
180 a 260 °C. Apos aquecido, ocorre a extrusdo do filamento pelo bico da impressora, que
apresenta precisao dependente do didmetro de saida, dimensdes milimétricas de 0,2 mm — 0,4
mm s3o0 as mais comuns. A interpretagdo dos dados do Slic3r permite entdo a movimentagao
do bico extrusor nas orientagdes dimensionais X, Y, Z com precisdo. O acabamento da peca
consiste na correcao de imperfeigdes da peca, podendo ser realizado com banhos em solventes

como acetona, acetonitrila ou até mesmo acabamento mecanico por abrasao.
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Dentre as aplicagdes de impressao 3D destaca-se a utilizagao em construgao civil [10],
construgdo de sondas oceanograficas [11] e transplantes 6sseos [12,13]. Paralelo a isso, a area
da Quimica Analitica ¢ uma das que mais se beneficia com as possibilidades de impressao 3D,
desde a fabrica¢do dos microcanais, bem como o desenvolvimento de plataformas hibridas com
outros materiais, resultando em dispositivos totalmente integrados que atuam em diferentes
campos da pesquisa cientifica [8,14,15]. O aspecto revolucionario da impressao 3D minimiza
as barreiras para fabricagao, permitindo a preparacdo rapida de um modelo fisico (prototipo),
que pode ser testado e avaliado antes de se investir em ferramentas de usinagem ou processos
de fabricacao de moldes [8].

Além dos diversos sistemas construidos utilizando a impressdo 3D por extrusdo
também sdo encontrados filamentos condutores que podem ser empregados como material de
impressao. Isso permite a constru¢do de pecas condutoras com geometria totalmente adequada
a aplicagdo [16]. Nesse sentido, o trabalho desenvolvido por Leigh et al. [17] apresentou a
formulagdo de um termoplastico condutor e impressdo desse material para construgao sensores
eletronicos capazes de monitorar flexdes mecanicas e variagdes de capacitancia elétrica.

O advento dos compdsitos polimero-condutor comerciais, como por exemplo Proto-
Pasta® (PLA e negro de fumo) e Black-Magic® (PLA e grafeno), possibilita a impressao 3D
de eletrodos [18,19]. Recentemente, Yang et al [20] relataram o emprego da impressdo 3D para
construir micro-eletrodos de carbono para deteccdo eletroquimica de neurotransmissores.
Dentre as varias abordagens possiveis para a construgdo e avaliacao de dispositivos impressos,
o emprego de técnicas eletroanaliticas exibem uma elevada potencialidade de aplicagao [21—
23], devido as caracteristicas, como serem pouco influenciadas pela reducdo de tamanho dos
sistemas, ou seja, a miniaturizacdo dos sensores eletroquimicos tem pouco impacto sobre seu
desempenho [23]. Sendo assim, a facilidade e baixo custo para microfabricacdo dos sensores
eletroquimicos aliado ao emprego de configuragdes eletronicas simples apresentam efeito
sinérgico na construgdo de sistemas de detec¢do eletroanaliticos compactos e portateis [24-26].

Nesse sentido, a eletroanalitica explora o uso da impressdo 3D na construcdo de
sistemas complexos com baixo custo e grande versatilidade. Em particular, essa tecnologia pode
ser empregada para produzir células eletroquimicas com formas diferentes das convencionais,
plataformas que possam ser usadas em processos cataliticos, constru¢ao de eletrodos
condutores e/ou para projetar novos sistemas macro ou microfluidicos, que podem entao ser
combinados com detectores eletroquimicos [9,16,27-29]. A utilizacdo de dispositivos
eletroquimicos customizdveis e miniaturizados ¢ uma alternativa bastante vidvel para a

aplicacdo em diversas areas analiticas; por exemplo, dispositivos point-of-care (POC), que
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consistem numa abordagem clinica simplificada que pode auxiliar na obtencdo de um
diagnostico rapido, sdo a prova o sucesso dos dispositivos comerciais para a determinacao
eletroquimica de glicose e lactato através de sistemas miniaturizados [30].

Através dos imunossensores ¢ possivel o monitoramento de agentes patologicos ou da
producao de anticorpos. Essa classe de dispositivos apesar de bem difundida em literatura, ainda
¢ pouco através de sistemas construidos por impressao 3D. Sendo assim, inicialmente sera feito
um apanhado sobre agentes virais e sistema imune seguido dos agentes infecciosos avaliados

para melhor compreensdo dos imunossensores eletroquimicos.

1.2 VIRUS E SISTEMA IMUNE

Os virus sdo agentes infecciosos de dimensdes nanométricas que apresentam em sua
estrutura essencialmente acidos nucléicos, sejam esses DNA ou RNA de fita dupla ou simples.
A estrutura genética viral costumeiramente se apresenta em um involucro de proteina
denominada nucleoproteina, cuja fungdo ¢ proteger o material genético. A estrutura viral ¢
simples, ao ser comparado com c¢lulas por exemplo, € ndo sdo considerados organismos uma
vez que ndo apresentam organelas, caracteristica que confere ao virus defasagem de potencial
bioquimico, ou seja, auséncia de enzimas, fundamentais nos processos metabolicos. Sendo
assim, dependem de estruturas celulares para processos de replicagdo, tornando-os parasitas
intracelulares obrigatérios [31,32].

O virus se utiliza do material biologico do hospedeiro para se reproduzir [33]. Por esse
motivo, mutagdes acontecem de forma ndo espontdnea e ndo relacionados a um processo
adaptativo. As mutagdes sdo essencialmente influenciadas pelo material genético e composi¢ao
celular do hospedeiro, e afetam tanto o material genético do virus quanto os chamados sitios
antigénicos, que sdo partes especificas do virus que causam uma reagao do sistema imune do
hospedeiro, também chamados de epitopo [34].

Apos o processo de infeccdo, o primeiro estadgio viral € a viremia, a qual consiste na
presenca do virus circulando na corrente sanguinea e tem como principal fungdo o processo de
alastramento e aloca¢@o do virus no organismo [35]. Em contraposto, o corpo humano apresenta
como resposta a imunidade contra infec¢des virais, a qual depende da atuagdo integrada da
imunidade inata e adquirida [36].

Os mecanismos envolvidos na resposta imune inata atuam imediatamente apds o
contato do hospedeiro com as particulas virais, entretanto ndo possuem habilidade de

discriminacao entre diferentes estruturas virais, sendo assim sao inespecificos e ndo apresentam
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resposta memorial [37]. A resposta inata, responsavel pela primeira defesa do organismo, ¢
constituida essencialmente de enzimas, peptideos antivirais e anticorpos IgM. Essas estruturas
apresentam também a funcdo de reconhecimento das estruturas antigénicas, denominadas
epitopos, para producdo e liberagdo de uma resposta lenta, mas especifica e memorial,
denominada imunidade adquirida, a qual ¢ constituida inicialmente de anticorpos IgG
especificos [37]. Na FIGURA 3 ¢ apresentada uma ilustragdo das estruturas dos anticorpos IgM

e IgG.

FIGURA 3: REPRESENTACAO DA ESTRUTURA DE ANTICORPOS PRODUZIDOS: IgG E IgM.
M
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FONTE: Adaptado de Britannica [38].
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A liberacao de anticorpos IgM consiste na produg¢do de anticorpos policlonais, os quais
sao anticorpos derivados de diferentes linhagens de linfécito B [37]. Sendo assim, eles sdo uma
mistura de imunoglobulinas (anticorpos — Ig), cada uma responsavel pelo reconhecimento de
um epitopo diferente. A existéncia de diferentes anticorpos, em uma Unica estrutura, torna a
resposta pouco eficiente, no quesito combate ao virus, entretanto possibilita um reconhecimento
rapido para ativacdo da resposta adquirida (resposta especifica) [37].

Ap6s a ativagdo da resposta adquirida, a liberagao de anticorpos IgG ¢ feita a partir de
reproducdo monoclonal. Anticorpos monoclonais sdo produzidos por um unico clone de
linfécito B, esses anticorpos apresentam-se iguais entre si em estrutura, propriedades fisico-

quimicas e bioldgicas, afinidade e especificidade, ligando-se sempre ao mesmo epitopo no
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antigeno, garantindo resposta eficiente e especifica contra o virus, como representado na
FIGURA 4 [39].

FIGURA 4: REPRESENTACAO DA ESTRUTURA BASICA DE UM ANTICORPO.
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FONTE: Adaptado de Britannica [40].

Apesar de existirem diferentes tipos e classes de anticorpos, a estrutura basica de um
anticorpo € constante, essencialmente composta por duas cadeias carbonicas, uma leve e
variavel e outra pesada invaridvel. A cadeia carbonica superior, leve (VL), € a por¢ao variavel
do anticorpo que possui funcdo de reconhecimento e interacdo com sitios antigénicos, sendo a
regido responsavel pela formagdo do imunocomplexo antigeno-anticorpo. Ja a cadeia pesada,
especificamente a “effector region” interage com os receptores da superficie de células ou

proteinas; esta propriedade permite aos anticorpos ativar o sistema imunolédgico [41,42].

1.3 HANTAVIRUS

De modo geral, o Hantavirus ¢ 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, diametro de
aproximadamente 100 nm, apresentam RNA viral de fita simples (fita unica), o qual ¢

trissegmentado com polaridade negativa, como representado na FIGURA 5 [43].
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FIGURA 5: REPRESENTACAO DA ESTRUTURA DO HANTAVIRUS.
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FONTE: Adaptado de Antti Vaheri et. Al. [44]

Os segmentos de RNA do Hantavirus sao divididos e denominados:

L (large — grande): codifica a transcriptase viral, enzima que tem como fung¢do
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 entao produz as proteinas codificadas
no material genético[45];

M (medium — médio): € o RNA que codifica as glicoproteinas do capsideo, que sdo um
conjunto de proteinas que formam o epitopo e protegem o material genético. O epitopo
¢ uma porgao de antigeno capaz de gerar resposta imune. E uma regido da estrutura do
antigeno que se liga aos receptores celulares, para adentrar o meio intracelular [46];

S (small — pequeno): responsavel pela codificagdo da nucleoproteina viral, a qual atua
no processo de alocagdo e protecdo mecanica do material genético viral. Estrutura
similar ao epitopo, podendo ativar o sistema imune [46].

Desde a primeira elucidacdo do Hantavirus e isolamento, em 1976, diferentes

Hantavirus foram encontrados e identificados ao longo do globo, com pelo menos 22 espécies



30

nocivas a saude humana. As variacdes mutagénicas sao encontradas em diferentes regioes

geograficas com patologias distintas, como representado na FIGURA 6 [47,48].

FIGURA 6: DISTRIBUICAO GEOGRAFICA DAS PATOLOGIAS ASSOCIADAS A INFECCAO POR
HANTAVIRUS.
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FONTE: Adaptado de C. Johnson L. et. Al [49].

Na regido da Eurdsia a infec¢do por Hantavirus causa, majoritariamente, febre
hemorragica com sindrome renal (FHSR) e nefropatia epidémica (NE). Por outro lado, na
regido das Américas causa a sindrome pulmonar por hantavirus (SPH) [50]. A taxa de
mortalidade associada aos casos de FHSR oscila de 1% a 12%, dependendo dos virus. A menor
taxa de mortalidade relaciona-se com a possibilidade de tratamento da FHSR por hemodidlise
e Ribavirina (medicamento antiviral). Embora o SPH apresente menor nimero de casos,
aproximadamente 200 casos por ano nas Américas, a taxa média de letalidade ¢ de 40%, que
estdo atrelados a falta de tratamento especifico [47,50]. No estado do Parana a variag¢do do virus
responsavel pelas contaminacdes ¢ denominada Hantavirus Araucdria [51].

Os casos notificados de infec¢ao por hantavirus estdo aumentando em muitos paises e
novas cepas de hantavirus tem sido cada vez mais comuns, o que constitui um problema de
saude publica de crescente preocupagdo. A infeccdo por hantavirus pode ser subestimada
devido a possibilidade de infec¢ao leve, costumeiramente assintomatica ou inespecifica, e
também devido a falta de diagndstico laboratorial simples e padronizado, especialmente em

paises subdesenvolvidos [52].
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Os sintomas iniciais da SPH consistem em dores musculares, de cabeca, febre e tosse.
Estagios posteriores incluem danos ao sistema respiratorio, 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 respiratdria seguida de choque
cardiogénico. As semelhancas clinicas encontradas na SPH e outras infecgdes virais tornam o
diagnostico da doenga por exames clinicos dificil, portanto, diagnosticos moleculares e
soroldgicos se fazem necessarios para a correta identificagdo do agente patogénico e tratamento
adequado [53].

Os vetores do hantavirus sao majoritariamente roedores silvestres. Dentre os modos
de transmissdo mais comuns, lista-se de forma decrescente em ocorréncia:

e Inalacdo de particulas virais aerossolizadas (transportadas pelo ar), proveniente de
excrementos ou saliva de roedores;

e Contato com mucosas ou feridas infectadas, inclusive entre humanos;

e Ingestdo de agua ou alimentos contaminados.

A infeccdo em humanos resulta em viremia de curto prazo e a resposta imune do
organismo libera anticorpos IgM e IgG contra o antigeno (FIGURA 7), sendo a deteccao destes
anticorpos um dos possiveis métodos para diagnostico do agente patogénico. Agentes
patogénicos virais apresentam reproducdo intracelular obrigatoria, que dificulta a deteccao
direta do virus em corrente sanguinea. Por esse motivo, ensaios soroldgicos que avaliam

anticorpos produzidos sdo de grande valia [54].
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FIGURA 7: REPRESENTACAO DA RESPOSTA IMUNOLOGICA CONTRA UMA INFECCAO VIRAL,
SENDO O PERIODO DE INCUBACAO CONTADO A PARTIR DA INFECCAO E O DIA 0 O PRIMEIRO
DIA DE PRODUCAO DOS ANTICORPOS.
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O diagnéstico da infecgao por Hantavirus ¢ comumente estabelecido por meio de
ensaios soroldgicos, classicamente pelo método de ELISA. Esse ensaio identifica anticorpos
IgM e IgG. A deteccdo de anticorpos € possivel logo no inicio da doenca, junto com o
aparecimento dos primeiros sintomas, permitindo o diagnostico. Os niveis de IgM indicam a
infeccdo pelo virus em um passado proximo, enquanto os niveis de IgG sdao detectdveis por
longos periodos de tempo, sendo esse o pardmetro utilizado para a realizagdo de estudos de
prevaléncia da doenca.

De modo geral, o Hantavirus araucdaria ¢ um agente etioldogico transmitido
principalmente por roedores selvagens para humanos. A infec¢do geralmente resulta em
sindrome pulmonar por Hantavirus, nas Américas, e febre hemorragica com sindrome renal, na
regido da Eurasia, com taxa de letalidade acima de 40%, devido a falta de tratamento especifico.
Portanto, o diagndstico precoce e o monitoramento ambiental tornam-se essenciais e, sendo

assim, os testes eletroquimicos do tipo POC mostram-se adequados para essa aplicacdo [56].
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1.4 SARS-CoV-2 e apatologia COVID-19

Em dezembro de 2019, em Wuhan, na China, foram relatados os primeiros casos de
pneumonia causados por agentes até¢ entdo desconhecidos. Apds o sequenciamento imparcial
de amostras de pacientes, foi descoberto um novo coronavirus, denominado SARS-CoV-2 [57].
A sequéncia do genoma revelou que o virus estd intimamente relacionado com a familia viral
CoV, relacionado a sindrome respiratéria aguda grave (SARS) [58]. Desde 1960, ja foram
descobertos 7 principais tipos de coronavirus que apresentam capacidade de infectar humanos,
quatro deles responsaveis por causar sindrome respiratoria leve e 3 deles sdo conhecidos por
causar sindrome respiratdria grave, composto juntamente com o SARS-CoV-2, o SARS-CoV
e 0 MERS-CoV (Sindrome Respiratoria do Oriente Médio) [59].

O SARS-CoV-2 ¢ um virus envelopado, com RNA de fita simples. O sequenciamento
metagenomico, baseado em RNA, foi utilizado para caracterizar todo o genoma, que apresenta
29.881 pares de base de comprimento (GenBank n° MN908947), codificando 9.860
aminoacidos. Fragmentos de genes expressam proteinas estruturais e ndo estruturais. Os genes
S, E, M e N codificam proteinas estruturais, enquanto proteinas nao estruturais sao codificadas

pela regido ORF [60]. A estrutura do SARS-CoV-2 esté representada na FIGURA 8.

FIGURA 8: ESTRUTURA BASICA DO SARS-CoV-2.
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FONTE: Adaptado de Yamamoto et. Al. [61].
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Durante a etapa de infecgao, as glicoproteinas S, que cobrem a superficie do SARS-
CoV-2, se ligam a enzima ACE2 da célula hospedeira, mediando a entrada das estruturas virais
através da interagao com o receptor. Uma vez que o virus entra na célula, o RNA viral ¢ liberado
e as proteinas sdo traduzidas do genoma do RNA. A partir disso, o0 RNA viral ¢ replicado e as
proteinas estruturais sdo sintetizadas, montadas e empacotadas na célula hospedeira, entdao o
virus replicado ¢ liberado para infec¢dao de novas células [60].

O SARS-CoV-2 ¢ um virus que atua majoritariamente por meio da transmissao de
secre¢do ou excre¢do contaminada, o que torna a transmissao do virus rapida. Em geral, os
acometidos podem sofrer desde resfriado e febre até graves crises respiratorias, exigindo
hospitalizagdo e intervengao profissional [62]. Os sintomas se desenvolvem de um a cinco dias
apos a infeccdo pelo virus e incluem dor de cabega, fadiga, febre, tosse, congestdo nasal,
dificuldades respiratorias, perda do olfato, perda do paladar e dores musculares [63].

Sendo assim, ¢ de grande importancia identificar e isolar os contaminados com o virus,
uma vez que isso diminui a probabilidade de contaminar outros individuos. Nesse sentido,
varios métodos de diagnosticos foram desenvolvidos e tornou-se fundamental ferramentas de
deteccdo do SARS-CoV-2 de alto desempenho, rapidas, precisas, sensiveis e seletivas.
Atualmente, ha trés principais testes existentes no mercado: (i) Os testes genéticos, baseados
no método de RT-PCR, cujo identifica regides especificas de genes virais por meio de técnicas
de amplificacdo de acidos nucleicos; (ii) os testes soroldgicos, que identificam os anticorpos
produzidos pelo sistema imunologico em resposta a infeccao viral; (iii) e os testes de antigeno
por ensaios de lateral flow [64].

Em crescente desenvolvimento, os métodos eletroquimicos, em especial os
imunossensores eletroquimicos, permitem o monitoramento do desenvolvimento tanto da
doenca quanto da produgdo de anticorpos e se apresentam como uma alternativa vidvel para
diagnostico de diversas espécies biologicas, como por exemplo: deteccao de troponina cardiaca
T [65]; hepatite [66]; biomarcadores para cancer [67]; amostras alimenticias [68,69]; bactérias
[70]; HIV [71]; Hantavirus [72,73]; e COVID-19 [74-76]. Nesse sentido, Biljana Mojsoska et.
Al. [77], relatou a constru¢do de um imunossensor eletroquimico para detec¢do de proteina S
do SARS-CoV-2 baseado na imobilizagdo de anticorpos em grafeno. A detec¢do da proteina
foi realizada pela inibi¢do do sinal da sonda de ferricianeto de potassio. O autor relata a detecgdo
de proteinas acima da concentragio de 20 ug mL’!', com ganhos em relacdo ao tempo de

montagem e analise frente as técnicas tradicionais.
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1.5 IMUNOSSENSORES ELETROQUIMICOS

A capacidade de avaliar condicdes fisioldgicas, rastrear a progressdo da doenga e
monitorar o tratamento sdo os principais objetivos no campo da pesquisa em saude. Isso explica
a grande demanda existente no desenvolvimento de novas estratégias para uma deteccao
confidvel e rapida do tipo POC [78-80]. Os imunoensaios costumam apresentar resultados
bastante satisfatorios e sdo a metodologia base da maioria dos dispositivos POC encontrados
comercialmente. Além disso, sdo costumeiramente utilizados como triagem para testes
laboratoriais complexos ou demorados, como ¢ o caso de ensaios por ELISA ou PCR. Sendo
assim, o estudo para a criacao de diferentes plataformas de detec¢do, para suprir a demanda por
medic¢des continuas ou de resposta rapida e estaveis utilizando pequenos volumes e amostras
de baixa concentracdo tem sido a forga que impulsiona a pesquisa em muitas areas da quimica
analitica [81,82].

Dentro dessa perspectiva, imunossensores com detec¢ao eletroquimica se adequam as
caracteristicas que preconizam os dispositivos do tipo POC devido a possibilidade de aplicagao
em sistemas miniaturizados de facil preparo e baixo custo [66,83,84]. Essencialmente, essa
classe de sensores utiliza anticorpos, ou antigenos, como elemento reconhecedor molecular com
o fim de formar um (imuno)complexo estavel, antigeno-anticorpo, detectavel. O atrativo deste
tipo de dispositivo ¢ a possibilidade de diagnostico e controle de doencas e agentes patogénicos,
in vivo ou in vitro [85].

A aplicacdo dos imunossensores depende de diversos aspectos, essencialmente
relacionados a condi¢des de confeccdo do dispositivo, ancoramento proteico, como por
exemplo a funcionalizagdo da superficie do material base utilizado para a imobilizagdo das
biomoléculas. De modo geral, o processo de imobilizagcdo de proteinas pode ser realizado por
intermédio de um grupo funcional carboxilico ou aminico. Esses grupos sdo ativados com um
agente de ligagcdo cruzada, gluteraldeido para grupos aminicos e EDC / NHS para grupos

carboxilicos, sendo o mecanismo de reacdao do tltimo apresentado na FIGURA 9 [86,87].

FIGURA 9: MECANISMO DE REACAO DE LIGACAO CRUZADA COM EDC / NHS.
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FONTE: Adaptado de Fischer [88].
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Inicialmente, o EDC atua interagindo com o grupo carboxilico e forma o intermediario
O-acylisourea. Esse intermedidrio apresenta baixa estabilidade e pode ser substituido por
aminas primarias, advindas de uma proteina, ou sofrer hidrolise e regenerar o acido carboxilico.
A fim de contornar a instabilidade do EDC, ¢ comum a utilizagdo do reagente NHS, ou Sulfo-
NHS, que apresenta estabilidade e mitiga a hidrolise. Nesse caso o NHS atua substituindo o
EDC e permite também a imobiliza¢ao de uma proteina através da substituigao por uma amina
primaria volumosa [89].

Outro fator determinante ¢ a orientacdo dos anticorpos ou antigenos e a densidade
superficial dos anticorpos, na plataforma de ancoramento. Nesse caso, a rota de imobilizagao
por reagentes de ligacao cruzada apresenta uma deficiéncia no quesito orientagdo, uma vez que
a ligacdo ocorre em aminas primarias de qualquer regido proteica, sendo assim as proteinas
podem se ligar em uma geometria que desfavoreg¢a a formagdo do imunocomplexo [90]. A
quantidade de proteinas ligadas na superficie pode ser modulada variando o tempo ¢ ou a
concentragdo durante a etapa de imobilizagdo e € crucial para evitar o efeito Hook, que consiste
na formagao de aglomerados de anticorpos interagindo entre si, ou proteinas. Esse efeito mitiga
a formacao do imunocomplexo e a detectabilidade em amostras mais concentradas [90,91].

Além disso, a arquitetura de imobilizagdo rege o alvo a ser detectado, com
possibilidades de arquiteturas andlogas ao ensaio ELISA. As principais arquiteturas estdo

representadas na FIGURA 10.

FIGURA 10: ESQUEMA DAS DIFERENTES POSSIBILIDADES DE ARQUITETURA PARA
IMUNOSSENSORES PARA DETECCAO DE ANTIGENOS OU ANTICORPOS.
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O ensaio direto consiste na imobilizacdo da proteina na superficie do dispositivo e
posterior adicdo de um anticorpo primario especifico. Essa abordagem ¢ normalmente utilizada
para detecgdo direta do antigeno, uma vez que o anticorpo primario ¢ conjugado com uma
enzima, cuja reacdo ¢ monitorada para deteccdo da interacdo antigeno-anticorpo [90,92]. O
ensaio indireto por sua vez utiliza o antigeno imobilizado como estrutura de reconhecimento
biologico e visa detec¢ao de um anticorpo, mas pode ser utilizado para deteccao de um antigeno.
Nesse caso, a detecgdo pode ser realizada através de um segundo anticorpo conjugado com uma
enzima, ou através da variagao de sinal de uma sonda redox [90,92]. Por fim, o ensaio sanduiche
consiste na utilizagdo de um anticorpo de captura imobilizado na superficie do dispositivo que
apresenta afinidade com o antigeno, seguido da adi¢ao de um segundo anticorpo especifico e
de um anticorpo conjugado a uma enzima. Essa arquitetura pode ser utilizada para deteccdo
tanto do antigeno capturado, quanto do anticorpo e apresenta maior sensibilidade e seletividade
quando comparado aos ensaios anteriormente descritos uma vez que se utiliza de dois
anticorpos para captura e detecgdo [90,92].

Ainda, todos os imunoensaios podem ser competitivos, estratégia comumente usada
quando o antigeno € pequeno € apresenta apenas um epitopo ou ocupa somente um sitio de
ligacdo do anticorpo. O método consiste em marcar o antigeno purificado e ndo o anticorpo.
Entdo, o antigeno ndo marcado advindo da amostra e o antigeno marcado competem pela
ligacdo com o anticorpo de captura. A diminui¢do do sinal do antigeno purificado, previamente
registrado, indica a presenca do antigeno nas amostras [90,92].

A identificagdo/monitoramento das interagdes proteicas e consequente formacao do
imunocomplexo pode ser realizada de duas maneiras, com biomarcacdo enzimatica ou label-
free [93]. Para ensaios que envolvem marca¢do enzimatica, a interagdo antigeno-anticorpo ¢
mensurada mediante detecgdo do produto de uma reagdo enzimdatica. Como mostrado na

FIGURA 11.
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FIGURA 11: ESQUEMA DE UM IMUNOSSENSOR COM MARCACAO ENZIMATICA.
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Esse método de detec¢do geralmente se utiliza de um anticorpo secundario, um anti-
anticorpo, que apresenta especificidade de interagdo com o alvo. Esse anticorpo secundario €
marcado com uma enzima, normalmente Horseradish peroxidase (HRP), e através do
monitoramento da reagdo enzimatica ¢ realizada a detec¢do da interacao antigeno-anticorpo.

O método label-free envolve a detec¢ao da formagao do imunocomplexo, antigeno-
anticorpo por intermédio do sinal eletroquimico de uma sonda [94]. Essa abordagem simplifica
o processo de construcdo do dispositivo, diminui custos e tempo de preparo e analise,
comparado ao método biomarcado. Dentre os métodos de deteccdo possiveis para a
configuragdo label-free estao o uso de detectores piezoelétricos, espectroscopia de impedancia
eletroquimica, ou a deteccdo eletroquimica por alteragdo do sinal redox de uma sonda
eletroativa [95-97]. Estes métodos permitem o monitoramento da formacdo dos
imunocomplexos, antigeno-anticorpo, por meio da alteracdo das propriedades eletroquimicas

superficiais, sem a necessidade de um mediador enzimatico.

1.6 METODOS ELETROQUIMICOS PARA DETECCAO EM IMUNOSSENSORES
LABEL-FREE

A espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIS) ¢ uma técnica que pode trazer
informagdes sobre a superficie eletrédica. Sendo assim, modifica¢des superficiais podem ser
monitoradas e ser associadas com a presenga de biomoléculas ou conjugados antigeno e

anticorpo. A EIS pode ser entendida como uma perturbagao de um sistema eletroquimico ao
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qual ¢ aplicado um sinal alternado de potencial ou corrente, de amplitude pequena em uma
ampla faixa de frequéncia. A impedancia do sistema ¢ 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 anélogo da lei de Ohm (R = V I'!). Por meio da anélise da impedancia é
possivel investigar processos de interface, fazendo associagdo dos elementos elétricos a cada
evento relacionado as camadas superficiais (efeitos resistivos e capacitivos) e confronta-los a
um circuito equivalente. Sendo assim, a EIS possibilita a caracterizacdo da interface
estabelecida entre eletrodo e solugcdo de sistemas eletroquimicos [98]. Uma vez que a
constru¢do de imunossensores pode consistir na adi¢do de varias camadas de carater isolante
sobre a superficie de um eletrodo condutor, o procedimento pode ser observado facilmente pela
avaliacdo do perfil obtido pelos dados de EIS, ja que cada etapa da estruturagdo do dispositivo
resulta em uma mudanca no comportamento superficial [99].

As técnicas voltamétricas se baseiam na medida de uma corrente elétrica, em fungao
de um potencial aplicado [100]. Sao inumeras as possibilidades de voltametrias, sendo as
variacoes da técnica relacionadas a forma com que o potencial ¢ aplicado ao eletrodo de
trabalho. Na voltametria ciclica, por exemplo, ¢ realizada uma varredura linear de potencial em
relacdo ao tempo, no sentido direto e inverso [101]. O potencial ¢ variado de forma a atingir a
energia suficiente para promover uma reacdo de oxidacdo ou redug¢do de uma espécie
eletroativa, a reacao por sua vez gera uma corrente que pode ser mensurada, sendo a intensidade
da corrente do processo proporcional a concentragdo das espécies eletroativas em solucao
[86,102]. O processo de conversao redox depende também da area eletroativa do eletrodo e da
eficiéncia dessa superficie em promover a transferéncia eletronica para a espécie eletroativa
[102]. Assim, um bloqueio ou alteracao na superficie de um eletrodo reflete em uma variagao
na taxa de conversdo da espécie, alterando o sinal de corrente da espécie redox em solugao,

como representado na FIGURA 12 [102].
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FIGURA 12: ESQUEMA REPRESENTANDO A DETECCAO LABEL-FREE DE UM ANTICORPO PELAS
TECNICAS VOLTAMETRICAS E IMPEDIMETRICAS.
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Esse efeito permite o uso da técnica para analisar mudangas na superficie de eletrodos,
inclusive imunossensores label-free, pois a adicdo de material proteico ao eletrodo afeta
diretamente a resposta voltamétrica referente a conversao de uma sonda eletroquimica. Assim,
a varia¢ao do sinal voltamétrico de uma sonda eletroquimica ¢ proporcional ao bloqueio ou
ativacdo da superficie do eletrodo, devido a etapas de ancoramento proteico. Portanto, a
imobilizacdo de uma proteina ou formac¢ao de um imunocomplexo, por exemplo, diminuem a
intensidade de corrente da sonda, a qual pode ser relacionada com a quantidade de proteinas
que efetivamente se ligaram a superficie [103].

Os primeiros imunossensores eletroquimicos utilizaram eletrodos com superficie de
ouro, devido a sua biocompatibilidade. Entretanto, para imobilizagdo de proteinas em
superficies de ouro se faz necessario a utilizacdo de camadas auto-organizadas, uma vez que
ligacdes entre superficies metalicas e proteinas nao ocorrem de maneira espontanea [104].
Costumeiramente, as monocamadas auto-organizadas em superficies de ouro sdo formadas
através de estruturas organicas que apresentam um grupamento tiol, o qual se liga
espontaneamente a superficie de ouro, e um grupo carboxilico na outra extremidade da
molécula, que pode ser utilizado para ancoramento proteico através de reacdes de ligagdo
cruzada [86,105]. Entretanto a utilizacdo destas camadas promove o bloqueio da superficie
eletrddica, sendo assim prejudicam a etapa de transferéncia eletronica, uma vez que agem como
isolante na superficie eletroativa [106].

Alternativamente, diversos tipos de materiais € compostos podem ser utilizados para a

modificacao de eletrodos visando sobrepor a problematica das camadas auto-organizadas. Ha a
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possibilidade de utilizacdo de materiais termoplasticos, como acido polilatico (PLA), para
processos de ancoramento de biomoléculas, uma vez que essa classe de polimeros apresenta
grupos carboxilicos em suas extremidades. A aplicagdo dessa classe de materiais,
termoplasticos, para a constru¢do de biossensores garante uma abordagem simples e barata,
uma vez que podem ser impressos por FDM. A literatura j& relata algumas aplicagdes de
biossensores eletroquimicos enzimaticos construidos através da imobilizacdo proteica em
substratos condutores de PLA/grafeno, impressos por FDM [107,108].

Além disso, nanomateriais de carbono apresentam a possibilidade de serem
funcionalizados com grupos funcionais oxigenados, possibilitando ancoramento direto de
biomoléculas. Como ¢ o caso dos nanotubos de carbono [109], grafeno [110], quantum dots de

grafeno [111].

1.7 QUANTUM DOTS DE GRAFENO

Descritos pela primeira vez em 2004 por Xu et al.[112], os materiais 0D a base de
carbono sao classificados como nanodots e podem ser divididos em trés categorias principais:
nanodots de carbono, quantum dots de carbono e quantum dots de grafeno (GQD) [113,114].

Esses materiais apresentam diversas propriedades tunicas e dependentes
essencialmente do material precursor, tipo de sintese e tamanho [103], costumeiramente um
diametro inferior a 10 nm. Ao longo de sua estrutura, majoritariamente carbonacea, podem
também coexistir elementos como oxigénio e nitrogénio decorando o material e resultando em
uma superficie altamente funcionalizada [114-118].

Nesse sentido, GQDs sao fragmentos de folhas de grafeno com menos de 100 nm de
diametro [119]. Suas propriedades gerais se assemelham ao grafeno, como elevada area
superficial, abundancia de grupos funcionais e possibilidade de funcionalizagdo com grupos
inorgénicos, organicos ou biomoléculas [119]. Além disso, o confinamento quantico e o efeito
de borda afetam diretamente sua condutividade elétrica, levando a uma transferéncia de elétrons
com alta velocidade [120]. Portanto, o GQD apresenta potencialidade de aplicacao
eletroquimica em células de combustivel [121], supercapacitores [122], células fotovoltaicas
[123] e também na area de sensores eletroquimicos [111,124,125].

A aplicacdo do GQD em sensores eletroquimicos ¢ alicer¢ada no efeito sinérgico das
caracteristicas supramencionadas aliadas a uma ampla faixa de potencial, atividade catalitica e
baixa corrente de fundo [120]. O mecanismo de interagdo do GQD com um analito pode ocorrer

por interagao de borda, interagdo m-m ou por meio dos grupos funcionais. A modulagao da
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quantidade de grupos funcionais na superficie do GQD, rege a taxa de transferéncia de elétrons
e, consequentemente, a condutividade. Assim, a remog¢ao desses grupos leva a um aumento da
hibridizagdo sp? ao longo da cadeia carbonica, que culmina com a aumento da transferéncia
eletronica. Esta caracteristica permite modular a densidade dos grupos funcionais e a
condutividade do material. Tais propriedades garantem robustez e versatilidade para aplicacao
do material para fins de sensores eletroquimicos [126]. As possibilidades de aplicacao remetem
a sensores biologicos como aptassensores [127], deteccdo de biomarcadores como glucose
[128], progesterona [129], dopamina [130], acido ascérbico e acido trico [131] e aplicacdes
para deteccao de farmacos [132], amonia [125] e patulina [133]. Nesse sentido a FIGURA 13

ilustra possiveis aplicagdes do GQD em sensores eletroquimicos.

FIGURA 13: ILUSTRACAO DAS POSS{VEIS APLICACOES DO GQD EM SENSORES
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O processo de sintese do GQD pode ser dividido em duas principais rotas: top-down e
bottom-up (FIGURA 14), que ja sd@o bem descritas em literatura [134,135]. A metodologia de
sintese top-down parte de materiais bulk e consiste na fragmentacao desse material, como por
exemplo folhas de grafeno, nanotubos de carbono, grafite ou fibras de carbono. A fragmentacao
leva a formagao dos GQDs. A segunda rota sintética, bottom-up, parte de pequenas moléculas

como material de partida para sintese do GQD.

FIGURA 14: POSSIVEIS ROTAS SINTETICAS PARA OS GQDs.
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-

Material bulk Material em poé Nanoparticulas Aglomerados  Atomos

FONTE: Tese de doutorado de Chrischon Dieivase [136].

Apesar da estrutura altamente funcionalizada ainda se faz necessario a utilizacao de
agentes de ligagdao para mediar a ligacao de proteinas na superficie do GQD. Como ja descrito
anteriormente, uma das rotas mais exploradas ¢ utilizacdo de agentes de ligacao cruzada para
formag¢ao de uma ligacdo covalente entre a proteina e o dcido carboxilico ou amina do GQD.
Entretanto, outros materiais podem atuar como ponte entre superficie do GQD e a proteina,
como por exemplo os polihidroxialcanoatos, que ja sdo explorados como agente de carreador
de proteinas em vacinas, mas pouco explorados na constru¢dao de biossensores, especialmente

eletroquimicos.

1.8 POLIHIDROXIBUTIRATO

Os polihidroxialcanoatos (PHAs) sdo uma classe de poliésteres de origem microbiana
e constituem uma familia de polimeros termoplasticos. Eles sao produzidos por uma variedade
de microrganismos procaridticos sob condi¢cdes de nutri¢do desequilibradas, por esse motivo
sdo produzidos e utilizados para armazenamento de carbono e fonte de obtencdo de energia

[137]. Sdo diversas as possibilidades de estrutura quimica basica relacionados aos polimeros de
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PHA. A estrutura geral da unidade de repetigdo monomérica do PHA ¢ representada na

FIGURA 15.
FIGURA 15: ESTRUTURA BASICA DOS PHAs.
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Metil 4 Poli(3-hidroxibutirato)
Etil 5 Poli(3-hidroxivalerato)
Propil 6 Poli(3-hidroxihexanoato)

FONTE: O autor

Na estrutura basica do PHA, n representa o numero de repeti¢des da cadeia polimérica
e R representa um grupo funcional na estrutura, que varia de acordo com o tipo de PHA. Nesse
sentido, as unidades de PHA podem ser classificadas de acordo com a quantidade de carbonos
na estrutura monomérica: PHAs de cadeia curta e de cadeia média. O comprimento da unidade
de monomero desempenha um papel critico nas propriedades fisicas e quimicas do polimero
resultante e, portanto, € necessario o conhecimento prévio da estrutura quimica do mondémero
para direcionar propriedades especificas do material para sua aplicacdo. Os PHAs de cadeia
curta compreendem de 3 a 5 4&tomos de carbono. Como o poli(3-hidroxibutirato) (PHB) contém
um grupo metil em sua estrutura quimica, ¢ o representante mais proeminente do grupo
[138,139].

O PHB foi o primeiro isolado e caracterizado entre os PHAs. O PHB ¢ altamente
cristalino devido a sua estrutura de cadeia linear, podendo apresentar fases amorfas ao longo de
sua estrutura. Uma vez que se trata de um PHA, ele ¢ gerado como reserva de energia por
diversas linhagens de bactérias e a nivel industrial ¢ produzido por meio de fermentagdo
bacteriana. A sintese bacteriana desse polimero permite que ele seja encontrado como polimero
puro ou como parte de copolimeros e blendas [140]. Nesse sentido, existem trés rotas principais

de sintese de PHB, que j& sdo descritas em literatura: A primeira abordagem consiste na
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polimerizacao por abertura do anel de B-butirolactona mediado por enzima [141]. Outra
abordagem ¢ através do uso de plantas naturais ou transgénicas. Nesse caso, a biossintese de
PHB em células vegetais ¢ possivel devido a disponibilidade geral de acetil-CoA, o substrato
primario da biossintese de PHB, como ¢ o caso, por exemplo, de Linum usitatissimum L.,
também conhecido como linho [142,143]. A terceira abordagem de obtengao de PHB ¢ através
da fermentacao por bactérias, ja citada anteriormente. Esse processo ¢ o mais utilizado devido
a facilidade técnica e possibilidade de producdo industrial, uma vez que, quando em condig¢des
ideais de fermentagdo, ¢ possivel que mais de 90% do peso seco das células possa ser composto
de PHB [144]. Nesse caso, a sintese de PHB depende de uma sequéncia de reacdes enzimaticas,

centralizadas no acetil-CoA, o processo de sintese esta sumarizado na FIGURA 16.

FIGURA 16: ROTA SINTETICA PARA OBTENCAO DE PHAs.
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FONTE: O autor.
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Dentre as possibilidades de aplicagdes do PHB, além das classicas como bioplastico e
termoplastico devido a sua alta biodegradabilidade, destaca-se também aplicagdes clinicas,
relacionadas majoritariamente ao ancoramento de proteinas. De modo geral, imobilizacao de
proteinas em materiais funcionalizados a base de carbono tradicionalmente emprega reagoes de
ligagdo cruzada para ativar sua superficie e permitir uma ligagdo covalente entre a proteina e a
superficie do carbono. Como alternativa, os polihidroxialcanoatos (PHA) podem se ligar a
residuos proteicos e sao descritos na literatura desde 1925, mas poucos estudos exploram o
potencial de aplicagdo desses biopolimeros na preparagdo de biossensores eletroquimicos.
Além disso, o PHB permite a sintese de uma estrutura similar a uma micela (100 a 300 nm)
com um nucleo hidroféobico e superficie com dominios de ligagao que facilitam a interacdo e a

ligagdo de proteinas, como representado na FIGURA 17.
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FIGURA 17: REPRESENTACAO DA ESTRUTURA TIPO MICELA FORMADA PELO PHB EM
SOLUCOES AQUOSAS.
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FONTE: O autor.

Nesse sentido, a aplicagdo clinica do PHB reside majoritariamente como carreador de
proteinas em vacinas, exibindo proteinas decoradas ao longo de sua estrutura superficial [145—
147]. Da mesma forma, esse sistema de imobilizagdo de proteinas ¢ adequado para construgao
e aplicagdo de biossensores, porém ainda ¢ pouco explorado no desenvolvimento de
biossensores eletroquimicos [148,149].

Baseado nisso, foi proposto a utilizagdo do PHB em sinergia com o GQD para
modificagdo da superficie do eletrodo de trabalho de um SPE visando ancoramento do dominio
RBD da proteina spike do SARS-CoV-2, com a finalidade de formar uma camada seletiva a
interagdo com anticorpos contra essa proteina.

A presente tese tem como principal foco o desenvolvimento de sensores
eletroquimicos empregado plataformas descartaveis. Os dispositivos propostos visam o
desenvolvimento de imunossensores eletroquimicos label-free para doencgas virais emergentes
ou recorrentes, como € o caso do Hantavirus araucdria e do SARS-CoV-2, os quais foram
avaliados no quesito da potencialidade do dispositivo para ancoramento de proteinas,
bioafinidade e deteccao.

Os trabalhos de Hantavirus ¢ SARS-CoV-2 serdo apresentados separados em duas
sessdes com metodologia, resultados e conclusdes independentes, com uma conclusdo geral

apresentada ao final dos dois trabalhos.
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2 OBJETIVOS

A seguinte tese teve como objetivo a constru¢do de imunossensores eletroquimicos a partir de

materiais condutores carbonaceos.

2°SECAO

Construir um imunossensor label-free para detecgdo eletroquimica das nucleoproteinas do
Hantavirus araucaria utilizando o filamento condutor comercial Proto-Pasta® construido por

impressdo 3D baseada na deposi¢do de filamento fundido.
3“SECAO
Construir e avaliar um imunossensor eletroquimico para detec¢ao de anticorpos contra SARS-

CoV-2 baseado na imobilizagao do sitio de reconhecimento (Receptor-Binding Domain - RBD)

em quantum dots de grafeno (GQD) e particulas de polihidroxibutirato (PHB).
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2SECAO

IMUNOSSENSOR ELETROQUIMICO PARA DETECCAO DA PROTEINA N DO
HANTAVIRUS ARAUCARIA BASEADO NA IMOBILIZACAO DE ANTICORPOS EM
ELETRODOS IMPRESSOS POR FDM.



3 MATERIAIS E METODOS

Na Tabela 1 sdo listados todos os reagentes utilizados.

TABELA 1 - LISTA DE REAGENTES UTILIZADOS.

49

Grau/
Reagente Procedéncia
Concentracio
Ferricianeto de potassio K3[Fe(CN)s] Vetec P.A.
Cloreto de potassio Merck P.A.
1-Ethyl-3-(3-
Sigma-Aldrich P.A.
dimethylaminopropyl)carbodiimide
(EDC)
Sulfo-N-Hydroxysulfosuccinimide ) )
Sigma-Aldrich P.A.
(Sulfo-NHS)
Fundacao Instituto Oswaldo
Albumina de soro bovino (BSA) 1,00 mg mL"!
Cruz
Fundacao Instituto Oswaldo
Anticorpo contra Hantavirus (HAb) 1,18 mg mL™!
Cruz
Fundacao Instituto Oswaldo
Nucleoproteina Hantavirus (Np) 0,40 mg mL"!
Cruz
Hidroxido de sodio Dinamica P.A.
Acido acético glacial Synth 99.8%
Acetato de sodio Synth P.A.
Soro Humano Comercial Sigma-Aldrich -

FONTE: O autor.
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3.1 IMPRESSAO 3D

Todas as pecas foram impressas com uma impressora 3D Graber i3 GTMax3D com
um Unico bico de extrusdo. A area de impressao possui largura de 200 mm, com profundidade
de 200 mm e altura de 190 mm, o que permite construir peg¢as com dimensdes adequadas para
o proposito desejado. Caracteristicas como temperatura do bico de extrusdo, da mesa e
velocidade foram empregadas segundo recomendacdo do fabricante para cada material
(filamento) utilizado.

e ABS: temperatura do bico de extrusao 220 °C, mesa de impressao 90°C,
velocidade 60 mm s! e preenchimento 80%;

e Proto-pasta: temperatura do bico de extrusdo 235 °C; mesa de impressao 60 °C,
velocidade 40 mm s™! e preenchimento 100% rectilinear.

Os projetos formato STL, utilizados para impressao, foram desenvolvidos no software
SketchUp 3D — 2019. O eletrodo de trabalho foi impresso com 1,0 cm de comprimento e 2,85
mm de didmetro, com geometria circular. Além disso, a area superficial do eletrodo foi
delimitada através da impressao de uma camada de 1,0 mm de polimero ABS em torno do
eletrodo de trabalho. Por fim, o contato elétrico foi realizado pela insercdo de um fio de cobre
no eletrodo impresso, o que garante o contato elétrico e fornece simplicidade técnica na conexao

com o potenciostato, o processo de construgdo esta ilustrado na FIGURA 18.

FIGURA 18: ESQUEMA DAS ETAPAS DE CONSTRUCAO DOS DISPOSITIVOS POR 3D E MATERIAL
IN NATURA.
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FONTE: O autor.
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As condicdes de impressao foram avaliadas e o dispositivo foi impresso com 100% de
preenchimento, a fim de nao restarem vacancias nas camadas e garantir homogeneidade ¢ uma
boa condutividade ao longo do material. Foi realizado também um comparativo com o
dispositivo ndo impresso, com as mesmas medidas geométricas e area delimitada através de um

tubo de PVC. A FIGURA 19 ilustra os dispositivos construidos.

FIGURA 19: FOTOGRAFIA DOS DISPOSITIVOS IMPRESSOS EM UMA IMPRESSORA 3D GTMAX
GRABBER I3.

FONTE: O autor.

3.2 MEDIDAS ELETROQUIMICAS

Todas as medidas eletroquimicas foram realizadas utilizando uma célula de trés
eletrodos, sendo o eletrodo de trabalho construido com Proto-pasta, contra eletrodo de platina
e eletrodo de referéncia Ag|AgCl (KC1 3,0 mol L') em um potenciostato/ galvanostato
pnAutolab tipo III da Metrohm Autolab (Utrecht, Holanda) controlado pelo programa NOVA
2.1.4. Para fins de caracterizagdo eletroquimica do polimero condutor Proto-pasta, o sistema
proposto foi inicialmente avaliado por voltametria ciclica (Cyclic Voltammetry - CV) utilizando
a sonda K3[Fe(CN)s] (2,0 mmol L) e eletrolito suporte KC1 (0,1 mol L) pH 7,0, com
velocidade de varredura de 50 mV s™'. Em seguida foram realizadas medidas de espectroscopia
de impedancia eletroquimica (EIS), com frequéncia variando de 0,01 Hz a 100 kHz, com
potencial equivalente ao potencial de pico anddico do [Fe(CN)s]*"* e 10 mV de amplitude de

potencial.
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3.3 PRE-TRATAMENTO DOS ELETRODOS

Prévio a aplicacdo do dispositivo proposto para medidas eletroquimicas, foram
realizadas duas etapas de tratamento: (i) Tratamento fisico que consiste na abrasao da superficie
do material com lixa d’agua (600 e 2000), com a finalidade de corrigir imperfei¢des da
impressdao e garantir uma superficie lisa e homogénea; (ii) Tratamento eletroquimico em
solugio de NaOH 0,5 mol L', empregando CV entre os potenciais de -1,2 a 1,2 V e velocidade
de varredura de 200 mV s e 15 ciclos [150,151].

3.4 CONSTRUCAO DO IMUNOSSENSOR

Primeiramente, para a constru¢do do imunossensor proposto, os eletrodos avaliados
foram submetidos a reacdo com EDC e NHS. Esta etapa foi realizada imergindo o eletrodo em
uma solugio de EDC e NHS, ambas na concentragio de 5,0 mmol L', em solugio tampio de
acetato de sodio 0,1 mol L' (pH 4,5) sob agitacdo constante. Posteriormente, 5,0 uL de uma
solugdo de anticorpo contra a proteina N do Hantavirus (HAb; 0,40 mg mL™") foram adicionados
diretamente na superficie do eletrodo, com uma incubag¢ao em temperatura controlada (4 °C por
60 min). Em seguida, foi adicionado, e incubado por 30 minutos, 5,0 pL de BSA (1,00 mg mL"
1), visando mitigar possiveis interagdes inespecificas através do bloqueio do EDC / NHS
residual.

A deteccdo da nucleoproteina do Hantavirus (Np) foi a etapa final, empregada apds a
constru¢do completa do imunossensor. Para tal, 5,0 uL. da Np foi adicionada a superficie do
imunossensor e incubado a 4 °C durante 1 hora.

Apos cada etapa de preparacdo do dispositivo, efetuaram-se lavagens com agua
deionizada para remover as biomoléculas que ndo se ligaram eficientemente a superficie do
eletrodo. Cada etapa da constru¢do do imunossensor foi avaliada através de medidas de EIS e
CV, na presenca da sonda [Fe(CN)e]*"*. A deteccdo foi realizada comparando os valores de
resisténcia de transferéncia de carga (R¢t) ou corrente de pico anddico (Ia) antes e apds a

incubagdo. A FIGURA 20 ilustra o processo de construgdo do imunossensor proposto.
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FIGURA 20: ESQUEMA DAS ETAPAS DE CONSTRUCAO DO IMUNOSSENSOR CONTRA PROTEINA
N DO HANTAVIRUS.
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FONTE: O autor.
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Com o objetivo de simular um ensaio clinico e verificar possiveis reacdes paralelas

com proteinas que nao sao derivadas do Hantavirus, avaliou-se uma amostra de soro humano

enriquecida com Np. Para isso, a amostra de soro humano comercial foi submetida a uma

diluigdo de 1:100, com 0,1 mol L' de PBS (pH 7,4) e, na sequéncia, enriquecida com Np até

atingir uma concentra¢io final de 120 pg mL. Os testes estatisticos t-student foram realizados

com 95% de confianga.
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3.6 CARACTERIZACAO POR ANALISES DE INFRAVERMELHO COM
TRANSFORMADA DE FOURIER (FTIR)

Os experimentos de FTIR tem como finalidade verificar os grupos funcionais
superficiais do composito e verificar a reacdo de EDC / NHS na superficie do material. Os
espectros de infravermelho foram obtidos com um espectrometro BOMEN, 64 varreduras de
4000 cm™ a 500 cm™!. As amostras foram previamente homogeneizadas em uma pastilha de

KBr e secas a 60 °C.

3.7 CARACTERIZACAO POR IMAGENS DE MICROSCOPIA ELETRONICA DE
VARREDURA (MEV) E DE TRANSMISSAO (MET)

As imagens de microscopia eletronica de varredura (MEV) obtidas para o polimero
condutor, PLA e negro de fumo foram realizadas com Microscopio Eletronico de Varredura de
Alta Resolucao FEI, modelo Quanta 450, com fonte de elétrons FEG (field emission gun), que
possui resolucao de 1,0 nm. Todas as imagens foram obtidas com uma aceleragao de voltagem
de 10 kV e com detectores de elétrons secundarios. As imagens foram obtidas com ampliagao
de 5 kx, 10 kx, 25 kx e 50 kx, no centro de microscopia eletronica da UFPR. O material foi
previamente dissolvido em acetona e adicionado ao porta amostras do MEV — stub.

As imagens de microscopia eletronica de transmissao (MET) realizadas no
microscopio JEOL, modelo JEM 1200, do centro de microscopia eletronica da UFPR. As
imagens foram obtidas com ampliacdo de 5 kx, 10 kx, 25 kx. O material foi previamente

dissolvido em acetona e adicionado ao porta amostras do MET — grid.

3.8 ANALISES TERMOGRAVIMETRICAS (TGA)

As curvas termogravimétricas dos materiais utilizados foram obtidas em um
equipamento TGA 4000 (Perkin Elmer). As amostras de 50 mg de cada material foram

analisadas utilizando ar sintético, com taxa de aquecimento de 5° C min’!, até 800 °C.

3.9 ESPECTROSCOPIA RAMAN

Os espectros Raman dos solidos foram obtidos em um equipamento Renishaw

acoplado a um microscopio Optico com resolugdo espacial de 1 um. O laser utilizado foi o de
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Ar" (514,5 nm) com poténcia de incidéncia de 2,5 mW, na regido de 130 a 2000 cm™'. As analises

de Raman foram realizadas no laboratorio GQM da UFPR.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 CARACTERIZACOES DO PROTO-PASTA

Inicialmente foi avaliado o comportamento térmico dos materiais PLA e Proto-pasta
(PLA Condutor), empregados na constru¢ao do dispositivo de andlise. Para isso, foram feitas
medidas termogravimétricas de ambos os materiais, tal como evidenciado na FIGURA 21. Este
estudo tem como finalidade tentar elucidar a composi¢ao do material condutor constituinte do

proto-pasta.

FIGURA 21: ANALISES DE TGA OBTIDAS PARA O PLA E O PROTO-PASTA. UTILIZANDO AR
SINTETICO, COM TAXA DE AQUECIMENTO DE 5° C.min"', ATE 800 °C.
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FONTE: O autor.

Com base nas analises de TGA observou-se uma diferen¢a no comportamento térmico
entre os dois materiais. Nesse caso, 0 PLA apresentou um evento expressivo de perda de massa
em aproximadamente 300 °C, referente a eliminacdo de grupamentos hidroxil e carboxil bem
como degradagdo térmica de sua matriz. Por outro lado, o Proto-Pasta, que ¢ essencialmente
constituido de PLA e negro de fumo apresentou dois eventos térmicos de perda de massa
expressiva, um também em 300 °C, possivelmente atrelado a decomposi¢cdo do PLA e outro

evento, seguido do anterior, iniciado em 350 °C com fim em 650 °C. O segundo evento de perda
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de massa esta possivelmente atrelado a combustiao do negro de fumo, com regides de perda de
massa em 400 °C relacionado a eliminacao de grupos oxigenados [152,153]. A partir da anélise
de TGA do Proto-pasta, mostra indicios que o filamento comercial apresenta materiais
carbondceos condutores com aproximadamente 30% de razdo de massa [154].

Para avaliar a superficie do material e corroborar com os resultados observados por
TGA, foram realizadas medidas de MEV do Proto-pasta e comparado com imagens obtidas
para negro de fumo e PLA, a fim de confirmar a estrutura do material, mostradas na FIGURA

22.
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FIGURA 22: IMAGENS REPRESENTATIVAS DE MEV OBTIDAS PARA NEGRO DE FUMO: (A), (B) E
(C), E PARA PROTO-PASTA SOLUBILIZADO EM MISTURA DE ETANOL E ACETONA (1:1): (D), (E) E
(F), NAS AMPLIACOES DE 5, 25 E 50K RESPECTIVAMENTE. (G), (H) E (I) FORAM OBTIDOS PARA
PLA COM AMPLIACOES DE 5, 10 E 25K RESPECTIVAMENTE.
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FONTE: O autor.

Nas imagens obtidas para negro de fumo e proto-pasta (FIGURA 22 A, B e C — Negro
de fumo; D, E e F — Proto-pasta), observa-se em ambos os casos estruturas amorfas, ausentes

de organizagdo que se repetem ao longo da amostra, bem como uma estrutura porosa [155]. As
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imagens obtidas para PLA, mostram uma superficie lisa, com baixo teor de irregularidades. As
FIGURAS 22 D-F apresentam so6lidos globulares interligados, em que a matriz polimérica do
PLA entrelacados e forma glébulos de Negro de Fumo (Carbon black), estes solidos esferoides
aparentemente possuem um tamanho disforme, com uma larga variagdo, isso pode estar
relacionado a dispersao do material em solvente, seguida da secagem para realizagao dos
ensaios. Os so6lidos globulares regulares sdo observados nas FIGURAS 22 A-C, que apresenta
as caracteristicas convencionais do Negro de Fumo, varios glébulos de tamanho homogéneo.
As FIGURAS 22 G-I mostra as imagens convencionais de matrizes poliméricas sem nenhum
copolimero, aglutinante ou 2° composto.

As particulas de negro de fumo sdao formadas por carbono elementar em arranjos de
estrutura amorfa com porgdes grafiticas. De modo geral, o tamanho médio das particulas de
negro de fumo pode variar de 3,0 a 100 nm, que podem se aglomerar formando agregados. A
temperatura de sintese ¢ um fator predominante para a estrutura do material, sendo que maiores
temperaturas de sintese aumentam o carater grafitico de organiza¢ao, devido a maior quantidade
de carbonos sp?, que culmina com ganho na condutividade do material. Por outro lado, menores
temperaturas favorecem a formagao de grupos oxigenados, preferencialmente nas bordas do
material. Nesse sentido, a temperatura de sintese permite modular a razdo condutividade /
grupos funcionais [156].

Os planos de borda sp?, os grupos funcionais oxigenados e a formagio de aglomerados
relacionam-se intrinsecamente com as propriedades eletroquimicas do negro de fumo e
dependem essencialmente da sintese do material. Os grupos funcionais superficiais podem ser
explorados na imobiliza¢do de proteinas [157].

Tendo em vista o observado por MEV, foram realizadas imagens de MET a fim de
comprovar as caracteristicas morfoldgicas observadas para o negro de fumo e proto-pasta, as

quais podem ser observadas na FIGURA 23.
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FIGURA 23: IMAGENS DE MET OBTIDAS PARA NEGRO DE FUMO: (A), (B) E (C), E PARA PROTO-
PASTA SOLUBILIZADO EM MISTURA DE ETANOL E ACETONA (1:1): (D), (E) E (F), NAS
AMPLIACOES DE 5, 10 E 25KX RESPECTIVAMENTE.

NEGRO DE FUMO PROTO-PASTA

FONTE: O autor.

As imagens de MET mostram que ¢ possivel observar semelhangas na morfologia para
as trés condi¢des de ampliacdo avaliadas. Sdo observados aglomerados, provenientes da
interacdo de agregados ramificados, de geometria essencialmente globular [158], para ambas
as amostras, o que evidéncia similaridade na estrutura do negro de fumo com o Proto-pasta,
como ja observado também em MEV. Nas maiores amplia¢des para o Proto-Pasta, nota-se um
involucro entre os globulos, decorrente da atuagdo do PLA como aglutinante no filamento e
prendendo o NF em suas redes poliméricas, que também confirmam as suposi¢des levantadas
nas imagens de MEV.

A técnica de espectroscopia de Raman fornece informagdes estruturais sobre materiais
carbondceos, como biochar, negro de fumo, grafeno, nanotubos de carbono, grafite, entre outros

[159]. Neste caso, a investigacdo de materiais a base de carbono baseia-se em propriedade
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eletronicas e vibracionais dos carbonos sp?, quando essas propriedades sdo investigadas juntas
¢ possivel obter um andlogo a “impressao digital” para o material [159]. Os espectros obtidos

para PLA, PLA Condutor (Proto-pasta) e negro de fumo sdo apresentados na FIGURA 24.

FIGURA 24: ESPECTROS DE RAMAN OBTIDOS PARA AMOSTRAS DE PLA, PLA CONDUTOR (PROTO-
PASTA) E NEGRO DE FUMO. COM RESOLUCAO ESPACIAL DE 1 uM, LASER DE Ar* (514,5 NM) COM
POTENCIA DE INCIDENCIA DE 2,5 MW, NA REGIAO DE 130 A 4000 cm™.
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—— Negro de fumo
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1000 1500 2000 2500 3000
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FONTE: O autor.

Os espectros Raman obtidos para as amostras de Proto-pasta (PLA-Condutor) e negro
de fumo, apresentam quatro bandas principais localizadas em aproximadamente 1300, 1500 e
2500 e 2850 cm, denominadas bandas D, G, G’ ¢ D+G respectivamente [160]. A posicao e
intensidade das bandas do espectro Raman fornecem informagdes referentes ao grau de
grafitizacdo da amostra sendo que deslocamentos para maiores nimeros de onda indicam
diminui¢do no grau de grafitizacdo e o alargamento das bandas indica uma maior
heterogeneidade ou desordem da estrutura [161,162].

A banda D refere-se a distor¢oes da estrutura grafitica, uma vez que esté atribuida a
vibragao simultanea de seis carbonos. Esse modo vibracional ndo é permitido segundo as regras
de selegdo, entretanto a existéncia de heteroatomos, defeitos ou vacancias na rede cristalina
torna este modo vibracional ativo no espectro de Raman. Sendo assim, essa banda ¢
frequentemente associada a falhas da estrutura grafitica (carbono sp?). A banda G, em

aproximadamente 1500 cm™, é associada a vibragdes C=C no plano. A razdo da intensidade das
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bandas D e G (Ip/lg) fornece informagdes sobre a presenca de defeitos ou cristalinidade da
estrutura do material. Nesse sentido, os trés materiais apresentaram razao das bandas Ip/lg
préximo de 1,0, sendo 1,04 para o PLA condutor (Proto-pasta), 1,00 para PLA e 1,02 para negro
de fumo, por consequéncia ndo ¢ possivel especular sobre a diferenca relacionadas aos defeitos
ou cristalinidade dos materiais.

As bandas G’ e D+G, em 2500 cm™ e 2850 cm™! respectivamente, sdo atribuidas a
bandas de ressonancia dupla, overtones da banda em 1300 cm™ e a combinagdes de vibracdes
na estrutura do negro de fumo [163]. Nesse sentido, a banda G’ esté relacionada com o segundo

harmdnico da banda D, a qual pode também estar atrelada a organizagao do material.

42 AVALIACAO DO TRATAMENTO BASICO E DA GEOMETRIA DE IMPRESSAO

Antes da avaliagdao dos dispositivos impressos, os eletrodos foram submetidos a um
tratamento fisico em lixa d’agua, visando homogeneizacdo da superficie e remocao de
imperfei¢des provenientes da impressao e posterior ativagao eletroquimica em NaOH. O efeito

da ativagao eletroquimica sobre o sinal da sonda esta mostrado na FIGURA 25.

FIGURA 25: VOLTAMOGRAMAS CICLICOS OBTIDOS PREVIO AO TRATAMENTO COM NaOH E APOS
O TRATAMENTO COM NaOH, SONDA K;[Fe(CN)g] 2,0 mmol L! ELETROLITO SUPORTE KCI 0,1 mol L-
"' pH 3,0.
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FONTE: O autor.
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Os tratamentos foram propostos segundo metodologia ja descrita em literatura [151],
que sugere que o processo de ativacao eletroquimica em NaOH remove parcialmente o PLA
superficial do dispositivo, através de uma reagdo de saponificagdo. Sendo assim, o negro de
fumo, o qual é o componente condutor do compdsito, fica com sua superficie mais disponivel,
efeito que leva a melhora os sinais redox das sondas eletroquimicas, como pode ser observado
na FIGURA 25.

Estudos eletroquimicos iniciais envolveram a verificagdo do efeito da orientacdo de
impressdo na resposta eletroquimica do composito. Para isso foram avaliadas trés
possibilidades de impressao: horizontal (1), vertical com a superficie do eletrodo sem tocar (2)
a mesa e vertical com a superficie do eletrodo tocando a mesa (3), descritos na FIGURA 26A.
Sendo que a impressdo (1) ndo apresentou resultados voltamétricos comparaveis. Os resultados

obtidos através da técnica de CV em K;3[Fe(CN)g] estdo sumarizados na FIGURA 26B.

FIGURA 26: (A) ESQUEMA DAS TRES GEOMETRIAS DE IMPRESSAO AVALIADOS. (B) RESULTADOS
DE CV, SUMARIZADOS, OBTIDOS PARA O MATERIAL IN NATURA E PARA AS IMPRESSOES (2) E
(3) (n = 3; + DP).
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FONTE: O autor.

Jé foi reportado em literatura [164] que o processo de impressao, por FDM, pode alterar
a homogeneidade e também a condutividade de materiais compositos. Os resultados obtidos
com o dispositivo impresso em orientacdo horizontal (1) mostraram alta resistividade, sem a
presenca clara dos pares redox da sonda, sendo assim foram suprimidos. Tal efeito pode estar
relacionado com a homogeneidade das camadas impressas ou, também, devido a diminuigdo
dos caminhos condutores ao longo do material. Por outro lado, os eletrodos impressos em
orienta¢do vertical mostraram um aumento na resposta eletroquimica (Ia) em comparagdo com

o eletrodo nao impresso, o qual pode estar relacionada com o aumento da area superficial, uma
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vez que o processo de impressao 3D cria ramificagdes entre as camadas e/ou devido a melhora
na condutividade do material por uma maior homogeneidade.

Uma vez que ambas as orientagdes verticais mostraram melhora nos sinais
eletroquimicos e similaridade na resposta, o dispositivo impresso com a superficie tocando a
mesa impressora foi utilizado para estudos posteriores. A escolha dessa posicdo de impressao
levou em consideragdo a superficie do eletrodo impresso, uma vez que a primeira camada de
impressao ¢ levemente pressionada contra o vidro da mesa de impressdo, a superficie ¢ mais
homogénea e lisa. Sendo assim, ha maior facilidade na corre¢do da superficie na etapa de

abrasdao mecanica.

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

Uma vez que a proposta do trabalho ¢ mostrar a funcionalidade do material para
ancoramento proteico visando sua aplica¢ao na constru¢ao de imunossensores eletroquimicos,
foram realizados estudos de FTIR do material a fim de investigar grupos funcionais superficiais
e, também, verificar a eficicia da reagdo com os ativadores de ligacdo cruzada EDC / NHS. Os

estudos de FTIR realizados estdo mostrados na FIGURA 27.
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FIGURA 27: ESPECTROS DE FTIR REALIZADOS PARA AS AMOSTRAS DE PLA, PROTO-PASTA E
PROTO-PASTA APOS A REACAO COM EDC/NHS. ENSAIO REALIZADO EM PASTILHA DE KBr, 64
VARREDURAS DE 4000 cm™ A 500 cm™.
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FONTE: O Autor.

A partir da analise dos espectros de FTIR (FIGURA 27) realizados para PLA, que ¢ o
aglutinante do material composito, e Proto-pasta, antes e apos a reagdo com EDC / NHS. Foi
possivel observar na amostra de Proto-pasta uma banda alargada centrada em 3000 cm™!, o qual
pode ser atribuida ao estiramento O-H proveniente de acidos carboxilicos. Outra caracteristica
dominante é a presen¢a de uma banda na regido 1750 cm™!, que pode ser atribuida a absor¢io
do estiramento assimétrico de carbonilas proveniente de acidos, uma vez que a banda se
apresenta intensa e bem definida. A regido cuja absor¢do acontece no comprimento de onda de
1600 a 1300 cm™ corresponde a absor¢io de grupos O-H, C-O e C-H. Os resultados anteriores
sugerem a possibilidade de aplicacdo dos grupos oxigenados para reagdo com EDC / NHS
visando posterior substituicdo para ancoramento proteico. Tendo em vista isso, foram
realizados FTIR de amostras de Proto-Pasta apos a reagdo com EDC / NHS.

As principais diferencas observadas no FTIR, FIGURA 27, ap6s a reagdo com EDC /
NHS sio a banda na regido de 3000 cm™ que se desdobra em duas, possivelmente em virtude
da sobreposicao das bandas de estiramento N-H, provenientes do EDC / NHS, as quais

absorvem nessa regiao causando entdo o desdobramento. Além disso, percebe-se uma alteracao
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nas bandas da regido 1750-1300 cm™, que pode estar relacionado, também, com a sobreposicio
das bandas provenientes do material com EDC / NHS, uma vez que correspondem a frequéncia
de deformacdo de aminas primarias e, por fim, ¢ possivel perceber uma diminuigdo aparente
(qualitativa) da banda em 1750 cm™, a qual é caracteristica de estiramento C=0. Tais evidéncias
sugerem que houve a ligacdo dos agentes de ligacdo cruzada nos grupos carboxilicos

superficiais [165,166].

44 CONSTRUCAO E CARACTERIZACAO VOLTAMETRICA DO IMUNOSSENSOR
ELETROQUIMICO PARA DETECCAO DA PROTEINA N DO HANTAVIRUS

Estudos iniciais se concentraram na verificagdo da viabilidade de aplicagdo do Proto-
pasta para ancoramento proteico, explorando os grupos funcionais oxigenados presentes na
extremidade do PLA e do negro de fumo. A etapa de ativagdo superficial com os agentes de
ligacdo cruzada EDC e Sulfo-NHS foi realizada pela simples imersao do eletrodo em solucao
contendo os modificadores em solucdo tampio acetato 0,1 mol L' e pH 4.2, sob condi¢do de
agitacdo durante 15 minutos. Essa condicao ja ¢ descrita em literatura e favorece a formagao do
reativo aminico sulfo-NHS [165,167]. Neste caso, o produto da reacao (sulfo-NHS) apresenta
baixa estabilidade, e por consequéncia pode ser facilmente substituido por aminas primarias

proveniente de proteinas [168], como mostrado na FIGURA 28.

FIGURA 28: MECANISMO DE REACAO DO EDC + NHS E ANCORAMENTO DO ANTICORPO CONTRA
O HANTAVIRUS NOS GRUPOS CARBOXILICOS DO PROTO-PASTA.

@ Conjugado estavel
u . GTL Anticorpo + Proto-pasta

xH/

Hidrolise ©
Proto-| pasta Wb @,Lml
H o-AcyIlsourea S:}
Intermediario | .!g“ @,

EDC e, (instavel) > ~ o
N Sulfo-NHS Ester Amina primaria
L\ Hn}‘:é Amino-reativo (anticorpa)
0 (estavel a seco)

Sulfo-NHS

FONTE: Adaptado de Fischer [88].

A verificacdo das etapas de ancoramento e viabilidade do dispositivo foram avaliadas

através do perfil da sonda eletroquimica [Fe(CN)s]*"*, visto que é um composto que apresenta
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seu perfil voltamétrico conhecido e difundido na literatura para avaliagdo de processos de
ancoramento e caracterizagao eletroquimica de biossensores [169-171]. A FIGURA 29 ilustra

a construgdo e cada etapa de caracterizacgao eletroquimica do dispositivo.

FIGURA 29: ESQUEMA DAS ETAPAS ENVOLVIDAS NA CONSTRUCAO DO IMUNOSSENSOR
CONTRA HANTAVIRUS NA SUPERFICIE DO PROTO-PASTA.
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FONTE: o autor.

A primeira etapa consiste na modificagdo dos grupos oxigenados acidos com os
reagentes de ligagdo cruzada EDC + NHS. Na etapa 2, os grupos EDC/NHS sao substituidos
por aminas primarias volumosas, por exemplo proteinas, nesse caso anticorpos contra
hantavirus. Em seguida (etapa 3), os grupos EDC + NHS residuais, ndo substituidos pelos
anticorpos, sdo bloqueados utilizando uma proteina inerte, nesse caso BSA. Esse bloqueio dos
sitios residuais garante que a interacdo com a superficie do dispositivo acontega
majoritariamente através da interacdo com os anticorpos. Os anticorpos por sua vez apresentam
seletividade de interagdo com as NP e essa interacdo culmina com a formag¢dao de um
imunocomplexo HAb-Np (etapa 4).

Como ja mencionado anteriormente, o Hantavirus foi utilizado como prova de conceito
para imobilizagdo de proteinas e deteccdo eletroquimica de patologias virais no dispositivo
proposto. Apos a verificacdo, por FTIR, da reagdo de EDC / NHS na superficie do composito,
proto-pasta, as proximas etapas envolveram a caracterizacdo eletroquimica de cada etapa da
constru¢ao do imunossensor proposto, sendo que as etapas foram avaliadas através das técnicas
de CV e EIS, com a sonda Fe(CN)¢*"*. Os resultados obtidos através da técnica de CV e EIS
estao apresentados na FIGURA 30 e 31.
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FIGURA 30: (A) VOLTAMOGRAMAS CICLICOS OBTIDOS PARA CADA ETAPA DA CONSTRUCAO DO
IMUNOSSENSOR UTILIZANDO PROTO-PASTA IMPRESSO, VELOCIDADE DE VARREDURA DE 50 mV
s, SONDA K;[Fe(CN)s] 2,0 mmol L' E ELETROLITO SUPORTE KCl 0,1 mol L. (B) RESULTADOS DE
CV SUMARIZADOS (n = 3; + DP).
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FONTE: O autor.

A FIGURA 30 apresenta os resultados obtidos através da técnica de CV e representa o

comportamento voltamétrico da sonda Fe(CN)e>"*

ao longo de cada etapa de imobilizagdo e
incubagdo. A etapa de imobilizacdo do anticorpo contra Hantavirus, representada por HADb,
consiste na adi¢io do HAD, 0,4 mg mL! e incubado a 4 °C por 1 hora. Através do comparativo
da resposta obtida para o eletrodo base, sem modificacao, e a imobilizagdo do HAD ¢ possivel
observar um aumento da intensidade dos picos redox, Al,. = 8.33 nA, apds a inser¢do do HAb.
O efeito se repete ao longo de replicatas e sugere-se que tenha relacdo com a imobilizagdo do
HAD na superficie do dispositivo e também uma contribuic¢ao parcial de EDC / NHS que nao
foi substituido [172].

Com o fim de garantir que ndo haja EDC / NHS residual, passivo de interagdo
inespecifica com outras proteinas, o dispositivo foi incubado com BSA (1,0 mg mL™). A adigio
de BSA (5 pL) e incubagdo por 30 minutos em temperatura ambiente, visa substituir o EDC /
NHS que ndo reagiu com o HAb. Isso, consequentemente, garante a seletividade do dispositivo
frente a outras biomoléculas, uma vez que somente antigenos que possuam epitopo com
afinidade de interagdo com o anticorpo, nesse caso Np, podem interagir com a superficie do
eletrodo. A etapa de ancoramento do BSA, representada na FIGURA 30 por BSA, apresenta
reducdo na intensidade do sinal redox da sonda indicando substitui¢ao dos grupos EDC / NHS.

Uma vez que o BSA apresenta carater isolante, ele atua atua reduzindo a superficie eletroativa
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do dispositivo, contribui com impedimento estérico e prejudica a difusao da sonda, resultando
na diminuicao da corrente mensurada.

A ultima etapa consistiu na detec¢do da Np (antigeno, 120 pg mL™) através da interagio
antigeno-anticorpo. A interacdo HAb-Np leva a formagdo do imunocomplexo, o qual ¢ uma
macromolécula que atua na superficie do dispositivo bloqueando sitios eletroativos e causando
efeito de impedimento estérico. Sendo assim, a formacao do imunocomplexo leva diminui¢ao
do fator condutividade do dispositivo, devido ao efeito isolante. Além disso, ha a interacao da
sonda com a superficie do eletrodo que ¢ dificultada, em decorréncia do bloqueio espacial,
como consequéncia dos dois efeitos observa-se uma queda na intensidade de corrente dos picos
redox da sonda, que pode ser atribuido a Np, como mostrado na FIGURA 30 - Np.

Os estudos mostraram comportamento eletroquimico similar ao dispositivo nao
impresso, mostrados no Anexo 1, durante os processos de ancoramento, mas com maiores
alteragdes de Ipa. O observado pode estar relacionado com a alteragdo da condutividade do
material devido ao efeito de temperatura para fusdo do filamento na extrusora, sendo assim
especula-se uma alteragdo na organizagao das cadeias poliméricas do PLA bem como melhor
incorporagdo ¢ homogeneidade do negro de fumo na matriz. Ainda, a impressao 3D pode levar
a um aumento da area superficial, devido a criacdo de rugosidades, esse ganho de area culmina
com o aumento da corrente e com maior disponibilidade dos grupos superficiais para
ancoramento proteico.

A caracterizagao do processo de ancoramento no eletrodo impresso também foi avaliada
pela técnica de EIS, visando confirmar o perfil e os resultados obtidos por CV. Os resultados

obtidos estao representados na FIGURA 31.



70

FIGURA 31: MEDIDAS DE IMPEDANCIA ELETROQUIMICA OBTIDAS PARA O PROTO-PASTA APOS
CADA ETAPA ENVOLVIDA NA CONSTRUCAO DO IMUNOSSENSOR, UTILIZANDO A SONDA
K;3[Fe(CN)s], 2,0 mmol L' EM KCI 0,1 mol L', 10 mV DE AMPLITUDE. (B) RESULTADOS DE EIS
SUMARIZADOS (n = 3; = DP).
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FONTE: O autor.

Os dados de EIS obtidos, representados no diagrama de Nyquist — FIGURA 31, mostram
a relag@o entre impedancia (resisténcia a transferéncia de carga) para cada etapa de construcao
do imunossensor. Entdo, uma alteracdo na resisténcia do sistema indica uma mudanga na
superficie do eletrodo, em virtude do processo de ancoramento das proteinas, HAb, BSA e Np.
Através da simulagdo do circuito equivalente, Ret, mostrado na Figura 31 B, foi possivel calcular
a resisténcia do sistema para cada etapa da construcao do dispositivo, sendo elas: 2,05 kQ para
o branco do eletrodo, 1,00 kQ apds a etapa de inser¢do do HAb, que sugere a imobilizagdo e
corrobora com resultados obtidos por CV. Para o BSA por sua vez, foi constatado um aumento
de resisténcia para 3,63 kQ, devido a substituicdo do EDC / NHS residual e por se tratar de uma
molécula isolante. A deteccdo da Np, que consiste na confirmagdo da formacdo do
imunocomplexo HAb-Np, gerou um incremento no valor de Rt de 3,63 kQ (HAb-BSA) a 7,39
kQ (HAb-BSA-Np), que sugere a formacao do complexo, devido a efeitos ja supramencionados
de efeito isolante na superficie e impedimento estérico. A partir dos estudos de caracterizagao
foi possivel observar uma correlacdo entre cada etapa de construg¢do do dispositivo e os dados
obtidos, seja por CV ou EIS, indicando sucesso no processo de ancoramento das biomoléculas

assim como a detecg¢do da Np.
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4.5 RESPOSTA ELETROQUIMICA DO IMUNOSSENSOR

Visando verificar o desempenho analitico do imunossensor proposto, foi avaliada a

variagdo de concentracdo de Np adicionada a superficie do dispositivo, através verificagdo do

3-/4-

comportamento voltamétrico da sonda Fe(CN)s""™, em termos de Ipa, empregando a voltametria

ciclica. Os resultados obtidos sdo mostrados na FIGURA 32.

FIGURA 32: (A) VOLTAMOGRAMAS CICLICOS OBTIDOS PARA DIFERENTES CONCENTRACOES DE
Np, K[Fe(CN)¢] 2,0 mmol L' E 0,1 mol L' KCI, 25 mV s'. (B) CURVA DE CALIBRACAO OBTIDA
ATRAVES DOS DADOS DE CV, I, VS Cxp (n = 3, = DP).
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FONTE: O autor.

A FIGURA 32A mostra os voltamogramas ciclicos representativos obtidos para a
detecco de Np, com concentragdo variando de 30 a 580 ug mL™!. A partir da analise dos dados
de CV foi possivel observar uma dependéncia da resposta eletroquimica, Ip. da sonda, com a
variacao da concentracdo de Np, indicando uma barreira cinética para a transferéncia de elétrons
a medida que a concentragdo de Np aumenta, que estd possivelmente ligado com a formacao
do imunocomplexo antigeno-anticorpo (HAb-Np), uma vez que este age como um isolante na
superficie do dispositivo. [96,173,174]

A FIGURA 32B, obtida através dos dados de CV e representa a variagdo do I,a com o
aumento da concentra¢do de Np, mostra dependéncia linear da concentra¢do de Np na faixa de
30 ug mL! a 240 ug mL! representada pela equacdo de reta Al / pA = 1,925 + 0,0875 * Cp.
Ainda, a curva analitica possibilitou o calculo da sensibilidade do dispositivo, sendo essa igual
20,1047 pA pg' mL com um LD calculado de 21.48 pg mL™! (3*DPpranco/coeficiente angular).
Apesar do dispositivo proposto ndo apresentar resposta linear para concentragdes acima de 240

ug mL!, ainda apresenta aplicabilidade como sensor qualitativo para altas concentragdes de
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antigeno, uma vez que a eficacia de imunossensores depende essencialmente da seletividade da

formac¢do do imunocomplexo, independente da concentragao.

4.6 TESTE DE SELETIVIDADE DO DISPOSITIVO PROPOSTO

Antes da aplicagao do imunossensor em amostras de soro fortificado, foram realizados
estudos para comprovar a seletividade dos anticorpos contra a proteina VP2 da doenga de
Gumboro. A VP2 ¢ uma proteina do nucleocapsideo do virus infectious bursal disease virus,
que apresenta estrutura similar a proteina N do Hantavirus, sendo assim foi utilizada como
potencial interferente no sistema proposto. Para avaliar a seletividade do sensor, a resposta EIS
e CV do imunossensor desenvolvido foi testada na presenca de 5,0 uL de proteina VP2 (0,60
mg mL).

374 apos a incubagdo

As medidas de EIS e CV foram registradas na presenca de Fe(CN)s
das proteinas (60 min a 4 °C). Os experimentos foram realizados na presenga de VP2, Np e uma

mistura de Np e VP2, os dados obtidos estao resumidos na FIGURA 33.

FIGURA 33: (A) TESTE DE SELETIVIDADE DO DISPOSITIVO PARA PROTEINA VP2, DADOS DE EIS
SUMARIZADOS (n = 3, + SD). (B) TESTE DE SELETIVIDADE DO DISPOSITIVO PARA PROTEINA VP2,
DADOS DE CV SUMARIZADOS (n = 3, + SD).
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FONTE: O autor.

Neste estudo, HADb representa a resposta do imunossensor, HAb-VP2 apos incubagao
de 5 pL de proteina VP2 (600 ug mL '), e subsequente uma mistura de Np (590 pg mL™") e VP2
(600 ng mL™") representado por HAb-Np+VP2. Os resultados dos estudos de EIS e CV
mostraram que o imunossensor, HAb, ndo apresentou variagcdo de sinal significativa (teste #-

student p > 0,05), apds a incubagdo com os interferentes (HAb-VP2), sendo este um indicativo



73

de que a proteina VP2 nao interage eficientemente com a superficie do imunossensor. Ainda,
como comparativo foram registrados os sinais referentes a deteccdo de Np e da mistura em
concentragdes semelhantes. A Variagdo de sinal obtida, tanto por EIS quanto CV, foi
semelhante para incubagdo da Np e da mistura, efeito que sugere que somente a Np interage
com a superficie do dispositivo. Sendo assim, sugere-se que 0 Imunossensor se apresenta
seletivo a Np do Hantavirus, quando em contato com VP2, efeito esperado uma vez que os
anticorpos utilizados sdo IgGs contra Np do Hantavirus araucaria, sendo assim sdo seletivos a
interacdo e formagao do imunocomplexo com a nucleoproteina do Hantavirus araucéria. Entao,
0 sensor apresentou uma boa seletividade permitindo que fosse utilizado para a deteccdo de Np

em amostra de soro humano fortificado.

4.7  AMOSTRAS DE SORO HUMANO

Por fim, foi realizado a simulagdo de um imunoensaio utilizando amostras de soro
humano comercial enriquecidas com Np (antigeno), uma vez que a matriz apresenta proteinas
e outras biomoléculas que podem interagir com a superficie do dispositivo de maneira nao
especifica. Para isso, a amostra de soro humana foi incubada sobre a superficie do eletrodo a 4
°C por 1h, e entdo realizado as medidas de EIS e CV em 2,0 mmol L' de K3[Fe(CN)s], o mesmo
procedimento foi realizado com soro diluido 100x que foi enriquecido com Np até concentracao

de 120 pg mL"!. Os resultados estdo sumarizados na FIGURA 34.

FIGURA 34: (A) TESTE DO SORO FORTIFICADO COM NP OBTIDO ATRAVES DE DADOS EIS (n =35, +
DP). (B) TESTE DO SORO FORTIFICADO COM NP OBTIDOS POR MEIO DE DADOS CV (n =5, + DP).
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FONTE: O autor.
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A resisténcia equivalente calculada, através dos dados de EIS obtidos (FIGURA 34A),
mostra um aumento significativo apés a adi¢do do soro enriquecido com Np. E possivel
observar uma variagdo pequena do Re¢ entre o imunossensor e o soro humano de 1,49 kQ, que
ndo ¢ significativa ao nivel de 95% utilizando o teste estatistico t-Student (tcaicuiado 1,73 < terisico
2,31), o que pode estar relacionado com a interagdo nao especifica de proteinas ou outras
bioestruturas presentes na matriz. Entretanto, a medida de soro enriquecido mostrou maior
variagdo do R (5,02 kQ). Essa variacao sugere a formacdo do imunocomplexo, uma vez que
apresentam diferenca significativa com 95% de confianca (tearcutado 2,58 > teriico 2,31) cuja
consequéncia € o bloqueio da superficie do dispositivo.

O mesmo estudo foi avaliado pela técnica de CV, sumarizado na FIGURA 34B, e
concorda com o resultado obtido por EIS, uma diminui¢ao do /p: da sonda em 15,01 pA, como
consequéncia da formag¢ao do imunocomplexo com diferenca significativa (tearcutado 2,92 > terisico
2,31, 95% de intervalo de confianga). Além disso, a variagdo de 15,01 pA corresponde a
concentrag¢io da curva analitica de 120 pg mL!, valor da amostra enriquecida. Sendo assim,

ambas as técnicas mostraram potencialidade na diferenciacao dos soros.
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5 CONCLUSOES PARCIAIS

A manufatura 3D por FDM permite uma abordagem simples, rdpida e barata de preparo
de projetos e prototipos, com possibilidades inesgotaveis de arquitetura. Além disso, os
filamentos condutores comerciais oferecem Otimas alternativas para o desenvolvimento de
sensores e biossensores eletroquimicos. Nesse trabalho, foi realizado com sucesso a construcao
de um imunossensor para detec¢do de Np do Hantavirus Araucaria utilizando um filamento
condutor comercial (composito de negro de fumo e PLA). Ap6s tratamento em solucao alcalina,
o material permitiu a preparagdo de um imunossensor utilizando EDC/NHS combinado com
grupos carboxilicos naturalmente presentes na superficie do filamento, evidenciado pelos
estudos de FTIR. Verificou-se, também, que as propriedades de superficie, assim como os
grupos de oxigenados, se mostraram adequados para ancoragem de proteinas por formagdo de
ligacdes covalentes. O dispositivo mostrou potencialidade na detec¢do da proteina N do
Hantavirus na faixa de 30 a 240 pg mL ! apresentando sensibilidade de 0,1047 pA pg™!' mL com
um LD calculado de 21.48 pg mL!. Além disso, a resposta do dispositivo proposto foi seletiva
para amostras de soro humano diluidas 100x e permitiu a detec¢do de anticorpos em amostras
de soro enriquecidas. Portanto, a plataforma proposta, que tinha como finalidade prova conceito
da aplicagdo 3D para construgdo de biossensores, pode ser estendida para outros biossensores

eletroquimicos.
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3°SECAO

IMUNOSSENSOR ELETROQUIMICO PARA DETECCAO DE ANTICORPOS
CONTRA PROTEINA S DO SARS-CoV-2 BASEADO NA IMOBILIZACAO DO RBD
DO VIiRUS EM UMA INTERFACE DE QUANTUM DOTS DE GRAFENO E
POLIHIDROXIBUTIRATO.
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6 MATERIAIS E METODOS

6.1 MATERIAIS E REAGENTES

Todos os reagentes utilizados eram de grau analitico ou de alta pureza. N-(3-
dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimidacloridrato (EDC), N-hidroxisuccinimida (NHS),
Ferricianeto de Potassio K3[Fe(CN)s] e acido citrico foram adquiridos da Sigma Aldrich. O
tampao fosfato salino, pH 7,4, foi preparado utilizando cloreto de sodio, cloreto de potéssio,
fosfato de potassio monobasico e hidrogenofosfato dissodico, todos da Sigma Aldrich. A
albumina de soro bovino (BSA) e anticorpo contra febre Amarela (FA - 0,16 mg mL™") foram
fornecidos pelo Laboratério de Virologia Molecular do Instituto Carlos Chagas —
FIOCRUZ/PR. O PHB, 2,2,2-trifluoroetanol e a membrana de celulose (12 kDa) foram obtidos
da Sigma Aldrich.

Os eletrodos impressos (SPE) foram obtidos pelo laboratorio do professor Craig E.
Banks da Manchester Metropolitan University. Os eletrodos de trabalho e contra-eletrodo
foram feitos com uma tinta condutora de grafite, uma tinta Ag|AgCl foi utilizada para a
construcao do eletrodo de pseudo-referéncia. O conjunto final foi suportado sobre um substrato
de poliéster com eletrodos e contatos elétricos delimitados por uma tinta isolante. O substrato

de poliéster ¢ flexivel e apresenta resisténcia mecanica.

6.2 SINTESE DO GQD

A sintese do GQD foi realizada conforme descrito por Gevaerd et al.[175], baseado na
pirdlise do acido citrico. Em uma primeira etapa, o acido citrico (m ~ 1,00 g) ¢ pesado em um
béquer e aquecido em chapa de aquecimento a 200° C. Durante o tempo de sintese, o solido ¢
liquefeito, tornando-se incolor e subsequentemente torna-se amarelo claro, o que indica o inicio
dos processos de pirdlise e carbonizacdo e, ao final da reagcdo o liquido torna-se laranja,
indicando a formacdo dos GQDs. O processo todo de formacdo dos GQDs foi de
aproximadamente 20 minutos. A segunda etapa da rota consiste na adi¢do do liquido laranja em
uma solucdo de NaOH (0,250 mol L), gota a gota sob agitacio vigorosa, obtendo-se assim a
solugdo de grafeno quantum dots. Ao final da reagdo, os GQDs sdo armazenados sob
refrigeragdo e ao abrigo de claridade. Prévio ao uso, a solugao de GQD ¢ neutralizada com uma

solugdo de HC1 0,1 mol L', aproximadamente 1:1 GQD: HCI.
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6.3 SINTESE DAS PARTICULAS DE PHB

As particulas de polihidroxibutirato foram produzidas pelo Nucleo de Fixagdo de
Nitrogénio (NFIX), Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da Universidade
Federal do Parana (UFPR), liderado pelo professor Dr. Marcelo Mueller dos Santos. A sintese
foi realizada pelo método de nanoprecipitacao[176]. 10 mg de PHB foram dissolvidos em 10
ml de TFE (2,2,2-trifluoroetanol) com agitagdo a temperatura ambiente. A solucdo foi dialisada

através de uma membrana de celulose (12 kDa) contra 2 L de 4gua destilada por 24 h.

6.4 EXPRESSAO E PURIFICACAO DO RBD DA PROTEINA SPIKE DO VIRUS
SARS-COV-2

A sintese do RBD com dominio de ligagdo para PHB foi realizada Nucleo de Fixacao
de Nitrogénio (NFIX), Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da Universidade
Federal do Parana (UFPR), liderado pelo professor Dr. Marcelo Mueller dos Santos.

A sequéncia de aminoacidos, entre os residuos 319 a 541, da proteina Spike do SARS-
CoV-2 (NCBI, Gene ID: 43740568) foi imobilizada no Substrate-Binding Domain (SBD) da
PHA depolimerase de Alcaligenes faecalis [177] seguido de uma marcagdo com 6-histidinas no
C-terminal. A Twist Bioscience (South San Francisco, CA, EUA) sintetizou, sob demanda, o
pET29-RBD-SBD-6His. O marcador de 6-histidinas foi usado para purificar a proteina por
cromatografia de afinidade contra fons de niquel (Ni**). O dominio SBD introduzido interage
com o PHB como descrito em literatura [177].

E. coli BL21(DE3) carregando o pET29-RBD-SBD-6His foi cultivado em 80 mL de
Lysogeny Broth[178] a 37°C e 160 rpm de agitacdo orbital até ODeoo de 0,4. Entdo, a cultura
foi dividida em 8 tubos e centrifugada a 5.000 rotagdes a 4°C por 10 minutos. O sobrenadante
foi descartado e o pellet foi ressuspenso em 1 mL de Tampao Tris-HCI 50 mmol L' pH 8,0,
150 mmol L' de NaCl e sonicado 5 vezes (10 s de sonicagdo, 10 s repouso) em banho de gelo.
Apos centrifugagdo (12.000 x g, 4°C, 10 min), a fragdo soluvel foi descartada e os corpos de
inclusdo foram lavados 3 vezes com 1 mL de Tampdao Tris-HCI 50 mmol L' pH 8,0, 0,5 %
Triton X-100, 1 mol L' de ureia). Os corpos de inclusdo lavados foram dissolvidos com 1 mL
de ureia 8 mol L! a temperatura ambiente, pipetando e dispensando 10 vezes. A solugdo ndo
era totalmente translicida apds solubilizagcdo com ureia, no entanto, havia RBD-SBD soluavel

suficiente para seguir a etapa de refolding.
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Um volume de 1,0 mL do RBD-SBD desnaturado foi transferido para uma membrana
de celulose de 12 kDa e dialisado contra 2 L de tampdo Tris-HCI, 50 mmol L', pH 9,0, 150
mmol L' de NaCl por 24 h em temperatura ambiente. A solugdo dialisada foi centrifugada
(12.000 x g, 4°C, 10 min), e o sobrenadante foi purificado em um HiTrap Chelating com coluna
de Ni**. O RBD-SBD foi eluido em Tampao Tris-HCI, 50 mmol L' pH 9,0, 150 mmol L' de
NaCl, 200 mmol L' imidazol. O imidazol remanescente foi removido por dialise[179]. Por uma

questdo de clareza o RBD-SBD ser4d nomeado, a partir daqui, somente como RBD.

6.5 MEDIDAS ELETROQUIMICAS

As medidas de voltametria ciclica (CV) foram realizadas com velocidade de varredura
de 50 mV s e a voltametria de pulso diferencial (DPV) foram realizadas com amplitude de
pulso de 150 mV e velocidade de varredura de 5 mV s™!. Para as medidas foi utilizado o SPE
em um Potenciostato/Galvanostato PGSTAT204. Os experimentos foram conduzidos em PBS
0,1 mol L, pH 7,4, como eletrdlito suporte e 2,0 mmol L' da sonda (K3[Fe(CN)s]). A
performance do imunossensor proposto foi avaliado pela supressao da corrente de pico anodico

apos cada etapa de modificagcdo do SPE.

6.6 CARACTERIZACAO MORFOLOGICA E ESTRUTURAL

As imagens de microscopia eletronica de varredura (MEV) foram realizadas em um
Microscopio eletronico de varredura de alta resolu¢ao FEI, Felmi ZFE - modelo Quanta 450,
que possui resolucdo de 1,0 nm. Todas as imagens foram obtidas com aceleracdo de 10 kV e
detector de elétrons secundarios. A andlise quimica elementar (EDS) foi realizada com um
detector Apollo X SDD que apresenta resolugdo de 131 eV.

Os espectros de infravermelho foram obtidos com um espectrdmetro BOMEN,
realizando 64 varreduras de 4000 cm™ a 500 cm!'. As amostras foram previamente

homogeneizadas em pastilhas de KBr e secas.

6.7 CONSTRUCAO DOS IMUNOSSENSORES PARA DETECCAO DE AbS

Primeiro, o GQD foi eletrodepositado na superficie do SPE. Esta etapa foi realizada por
voltametria ciclica em valores de potencial entre -1,4 ¢ 0,0 Va 50 mV s™! (3 a 10 ciclos). Depois,

2,0 uL da solugdo de particulas de PHB (1,0 pg mL™! - prévio a otimizaco) foram adicionados
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diretamente ao eletrodo de trabalho e seco a 37 °C. Apds essa etapa, 2,0 uL do RBD (0,47 nug
mL! - prévio a otimizagdo) foram adicionados (e incubado a 37 °C em atmosfera saturada de
agua, a partir daqui todas as incubagdes foram realizadas nessa condi¢ao. Todos os tempos de
incubacdo foram avaliados, variando de 15 a 60 minutos. Apos cada etapa de incubacao os
eletrodos foram lavados trés vezes em PBS para remover as proteinas em excesso e nao ligadas.
Os sitios ndo ocupados pelo RBD no PHB foram bloqueados utilizando 2,0 uL. de BSA (1,0 mg
mL™) incubados por 15 minutos a 37 °C. Finalmente, a deteccdo dos anticorpos IgG (1,0 ug
mL™!) contra 0o RBD do SARS-CoV-2 (AbS) foi realizada incubando 2,0 pL da solugio de AbS.
Cada etapa envolvendo a construgdo do sensor foi avaliada por VC, -0,32 0,6 V, 50 mV 57!, 3
ciclos utilizando 2 mmol L' da sonda Ks[Fe(CN)s]. A FIGURA 35 representa o esquema geral

para cada etapa envolvida na constru¢dao do sensor proposto.

FIGURA 35: ESQUEMA DAS ETAPAS DE CONSTRUCAO DO IMUNOSSENSOR PARA DETECCAO DO
ANTICORPO CONTRA RBD DO SARS-COV-2.
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FONTE: O autor.

O dispositivo construido utilizando a rota por EDC / NHS foi construido utilizando
solugdo dos constituintes na concentragdo de 1,0 / 1,2 mg mL! respectivamente. Para isso, o

GQD foi eletrodepositado e em seguida 2,0 uL da solucdo contendo EDC e NHS foram



81

inseridos na superficie do dispositivo e reagidos por uma hora a 37 °C, em uma atmosfera
saturada em agua para evitar a secagem. Em sequéncia, as etapas de imobilizacdo foram
realizadas utilizando 1h de incubagdo para o RBD, 15 minutos para BSA e 1h para AbS. Para
fins de comparativo, as concentracdes utilizadas foram as mesmas dos ensaios com PHB. Apos
cada etapa foi realizada lavagem trés vezes por imersao em PBS.

O ensaio utilizando a mistura de PHB+RBD+BSA consistiu na utilizagao de 1,0 mL de
PHB (1,0 pg mL™"). Na solugdo de PHB foi adicionado o RBD, concentragio final de 0,47 ug
mL!, e agitado em geladeira durante uma hora. Em sequéncia, 100 pL da solugdo de BSA (1,0
mg mL™!) foram adicionados e agitados por mais 15 minutos. Apds essa etapa, o SPE foi
modificado com GQD seguido do dropcasting da mistura, a qual foi seca em estufa a 37 °C.
Por fim, 2,0 uLL de AbS (1,0 pg mL) foram incubados na superficie do dispositivo durante uma
hora a 37 °C.

6.8 SELETIVIDADE, CURVA ANALITICA E AMOSTRA

As amostras de soro humano positivas e negativas para anticorpos contra SARS-CoV-
2 foram obtidas de um hospital local. A utilizagdo de amostras humanas foi avaliada e aprovada
pelo Comité de Etica em Pesquisa, protocolo nimero 30342520.5.0000.0008. As amostras de
soro foram diluidas 1000x em PBS 0,1 mol L' pH 7.4.

Para avaliagdo da seletividade do dispositivo, também foram utilizadas amostras de soro
negativo diluidas 1000x em PBS e enriquecidas com anticorpos AbS e IgGs contra febre
amarela (FA) (0,47 e 1,6 pg mL™! de concentragdo final, respectivamente).

As curvas analiticas foram realizadas em PBS 0,1 mol L' e amostra de soro negativo
diluido 1000x em PBS com concentragio final de AbS variando de 25 pg mL™! a 50 ng mL™..

Os testes estatisticos z-student ¢ ANOVA foram realizados com 95% de confianca.
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7 RESULTADOS E DISCUSSOES
7.1 SINTESE E CARACTERIZACAO DO GQD E PHB

A sintese do GQD foi realizada conforme descrito por Gevaerd et al.[175], baseado na
pirdlise do acido citrico. As particulas sintetizadas foram inicialmente avaliadas através de
imagens de MET, com a finalidade de avaliar a morfologia e tamanho médio de particulas. As

imagens obtidas estdo representadas na FIGURA 36.

FIGURA 36: IMAGENS DE MET OBTIDAS PARA AS PARTICULAS DE GQD OBTIDAS COM
AMPLIACAO DE 10 KX.

FONTE: O autor.

A partir das imagens de MET, FIGURA 36, ¢é possivel observar que as particulas de
GQD sintetizadas apresentam geometria circular uniforme e dispersao homogénea ao longo da
amostra. A partir da contagem das particulas obteve-se um tamanho médio de 60 + 30 nm.

Tendo em vista o observado por MET, foram entdo realizados espectros de FTIR do
GQD, com a finalidade de observar possivel residual do precursor na sintese e também avaliar
grupos funcionais do GQD, uma vez que a finalidade do material ¢ ancoramento proteico. Em

paralelo as particulas de PHB sintetizadas também foram avaliadas por FTIR, visando também
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avaliar os grupos funcionais superficiais e possiveis alteragdes ou contaminagdes no processo

de formagao das particulas. Os espectros obtidos estao representados na FIGURA 37.

FIGURA 37: ESPECTROS DE FTIR REALIZADOS PARA AS AMOSTRAS DE GQD E PHB, AMOSTRA
HOMOGENEIZADA EM PASTILHA DE KBr, 64 VARREDURAS DE 4000 A 500 cm™.
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FONTE: O autor.

A amostra de GQD apresenta duas bandas intensas em 1600 e 1400 cm™' que estdo
relacionados ao estiramento C-O e C=0 de grupos carboxilicos e cetdnicos. Ainda ¢ possivel
perceber bandas em 1300 cm™ e 1150 cm™ que sdo frequentemente atribuidas a estiramento C-
H e vibracio de alongamento de C-O. Por fim, a banda alargada e centrada em 3300 cm! refere-
se a estiramento -OH de moléculas de 4gua intercaladas ou adsorvidas. Esses grupos sdo
frequentemente encontrados em literatura, quando trata-se da sintese de GQD a partir da pirolise
incompleta do 4cido citrico, sendo assim os resultados sdo concordantes com os reportados em
literatura [111,180,181]. Ainda, ndo se percebe a presenga de acido citrico remanescente da
sintese em comparagdo com o ja reportado em literatura [111,180,181].

A amostra de PHB, por sua vez, também apresenta a banda centrada em 1600 cm™ que

¢ atribuida ao estiramento C=0 e apresentou uma banda centrada em 1083 cm™!, devido a
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estiramento C-O de grupos éster, esses grupos estao relacionados com a polimerizagao do PHB
através dos grupos carboxilicos. Na regido de 1000 cm™ e 900 cm™ encontram-se as bandas
referentes aos estiramentos de C-OH de alcoois e C-H de olefinas respectivamente, sendo que

o espectro obtido coincide com os resultados ja reportados em literatura [182—185].

7.2 CONSTRUCAO E CARACTERIZACAO DO IMUNOSSENSOR

Tendo em vista os resultados observados por FTIR e MET, o material sintetizado se
mostrou uma possivel alternativa como modificador da superficie de SPE, visando auxiliar
processos de ancoramento proteico, uma vez que a presenca de grupos oxigenados na superficie
do GQD pode criar uma interface de interagdo entre o PHB, que ¢ altamente funcionalizado, e
a superficie do eletrodo de trabalho, cuja superficie ¢ majoritariamente constituida de grafite.
Sendo assim, a primeira etapa avaliada foi a inser¢do do GQD na superficie do SPE. Esse
processo foi realizado por intermédio da reduc¢do das nanoparticulas na superficie do eletrodo

de trabalho, através de um procedimento de eletrodeposicao, representado na FIGURA 38.

FIGURA 38: VOLTAMOGRAMAS CiCLICOS OBTIDOS PARA ETAPA DE

ELETRODEPOSICAO DO GQD.
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E/V vs (Ag/AgCl)

FONTE: O autor.
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O voltamograma obtido, FIGURA 38, mostra um evento de reducdo em
aproximadamente -1,0 V (vs Ag/AgCl), o qual ¢ caracteristico da redugdo de grupos oxigenados
em superficies a base de grafeno. A medida que ciclos voltamétricos consecutivos sio
realizados se percebe uma diminui¢do da intensidade do pico catodico. O efeito se relaciona
com as etapas que envolvem a deposicao do GQD, sendo elas: a organizacdo do GQD na
superficie do eletrodo, a diminuicdo da quantidade de grupos oxigenados superficiais
disponiveis e passiveis de redugdo e, consequentemente, menor disponibilidade do material
para ser reduzido. A redugdo dos grupos funcionais nessa etapa € necessaria para a modificagao
do eletrodo, entretanto os grupos oxidados sdo essenciais para a posterior imobilizagao do PHB,
sendo esse um dos parametros estudados posteriormente na constru¢do do imunossensor. O
perfil voltamétrico obtido ja ¢ amplamente descrito em literatura e sugere entdo a modificacdo
do eletrodo com o GQD depositado [186,187].

A redugdo dos grupos funcionais presentes no GQD, na etapa de eletrodeposicao,
acarreta a diminui¢ao da quantidade de grupos funcionais polares, incidindo na diminui¢ao da
solubilidade do material, que resulta na formagdo de um filme na superficie do eletrodo
[188,189]. Baseado nisso, a confirmacdao da deposi¢do do GQD na superficie do SPE foi

realizada através de imagens de MEV. As imagens obtidas estdo representadas na FIGURA 39.
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FIGURA 39: IMAGEM DE MEV OBTIDAS PARA A SUPERFICIE DO SPE EM AMPLIACAO DE 15 KX.
(B) IMAGEM DE MEV OBTIDAS PARA A SUPERFICIE DO SPE EM AMPLIACAO DE 15 KX. (C)
IMAGEM DE MEV OBTIDAS PARA A SUPERFICIE DO SPE APOS A ELETRODEPOSICAO DO GQD, EM
AMPLIACAO DE 50 KX. (D) IMAGEM DE MEV OBTIDAS PARA A SUPERFICIE DO SPE APOS A
ELETRODEPOSICAO DO GQD, EM AMPLIACAO DE 50 KX.
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FONTE: O autor.

As imagens de MEV, FIGURA 39, (A) e (B) representam a superficie do SPE sem
modificacdo com GQD. A superficie do SPE ndo modificado apresentou caracteristica porosa
e rugosa, como esperado uma vez que a matriz constituinte ¢ majoritariamente grafite. A
FIGURA 39, (C) e (D), representam a superficie do SPE apds a etapa de eletrodeposicao do
GQD e conseguinte modifica¢do do eletrodo. Nessas imagens ¢ possivel perceber a formacao
de aglomerados de folhas de grafeno, que se repetem ao longo da superficie e confirmam a
eletrodeposicdo do GQD. Entretanto, a partir das imagens ndo foi possivel confirmar a
formacao do filme continuo e homogéneo, devido a morfologia disforme da superficie do SPE.

A superficie do SPE modificada com GQD foi entdo utilizada para constru¢do do
imunossensor. A utilizacdo do PHB em sinergia com o GQD para modificagao da superficie do
SPE visa ancoramento do dominio RBD da proteina spike do SARS-CoV-2, com a finalidade

de formar uma camada seletiva a interagdo com anticorpos contra essa proteina.
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Para isso, 2,0 pL da solucdo de PHB (1,0 pg mL™!") foram adicionados a superficie do
eletrodo pela técnica de dropcasting e secos a 37 °C. Em seguida, foram adicionados 2 pL do
RBD (0,47 ug mL™!) e incubados a 37 °C durante uma hora em atmosfera saturada em agua,
para que a solu¢do das proteinas ndo secasse na superficie do dispositivo, a partir daqui todas
as incubagoes sao realizadas na mesma condi¢do. Os sitios remanescentes, inespecificos que
ndo se ligaram ao RBD, foram entdo bloqueados com BSA (1 mg mL™), utilizando 2,0 pL e
incubado durante 15 minutos. Por fim, foi realizada a detec¢do do anticorpo através da
incubacdo de 2,0 pL de uma solucio de anticorpos IgG, 1,0 pg mL™!, durante uma hora. Cada
etapa de construgio foi avaliada por CV utilizando ferricianeto de potassio (2 mmol L) como
sonda e tampdo fosfato salino, 0,1 mol L' e pH 7,4, como eletrélito suporte. Os dados obtidos

estdo registrados na FIGURA 40.

FIGURA 40: (A) VOLTAMOGRAMAS CICLICOS OBTIDOS PARA CADA ETAPA DE CONSTRUCAO DO
IMUNOSSENSOR, UTILIZANDO SONDA Kj[Fe(CN)s] 2,0 mMOL L', PBS COMO ELETROLITO
SUPORTE E VELOCIDADE DE VARREDURA DE 50 MV S°'. (B) GRAFICO DE BARRAS CONSTRUIDO
PELOS DADOS DE VOLTAMETRIA CICLICA, UTILIZANDO A INTENSIDADE DE PICO ANODICO DA
SONDA PARA CADA ETAPA DE CONSTRUCAO DO DISPOSITIVO.
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FONTE: O autor.

A FIGURA 40A mostra o comportamento voltamétrico registrado usando a sonda redox
K3[Fe(CN)s], apos cada etapa de construcao do imunossensor. O CV obtido em sequéncia a
eletrodeposicdo do GQD evidencia maiores intensidades de sinal redox tanto nos processos de
redu¢do quanto de oxidacao. O sinal anddico se intensificou de 10,33 pA a 13,50 pA (47=3,17
1A) como resultado da deposi¢do do GQD na superficie do eletrodo de trabalho, que atua

contribuindo nos processos redox da sonda devido a maior condutividade, area superficial e
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possivelmente area eletroativa. Observa-se também a diminui¢do da separagao entre os picos
catodico e anddico que sugere um ganho em cinética e reversibilidade do processo.

Em sequéncia, o PHB foi adicionado por dropcasting de 2,0 uL (8,33 pg mL!) e seco
a 37 °C. Comparando o comportamento do PHB com o eletrodo modificado com GQD, a Ia
aumentou de 13,09 para 15,15 pA (471 = 2,06 pA), sugerindo que o PHB foi imobilizado com
sucesso na superficie do eletrodo. O efeito esta possivelmente relacionado com a inserc¢ao das
particulas de PHB na superficie do SPE, as quais atuam possibilitando um rearranjo do GQD,
expondo uma maior area de eletroativa, que resulta em uma melhor interag¢do da superficie. com
a sonda durante as reacdes redox, e consequentemente ¢ registrado um aumento do Ipa. A
proxima etapa consistiu no ancoramento RBD sobre PHB.

Uma vez que as particulas poliméricas interagem e se ligam espontaneamente (self-
assemble) com as proteinas expressas que apresentam o dominio SBD-RBD, a simples adi¢ao
e incubagdo permite a formagao de uma ligacao entre o polimero ¢ a proteina. O mecanismo de
interagdo ainda ndo ¢é claro, mas essa interagdo ja ¢ descrita em literatura [177]. Essa etapa
consistiu na adi¢do e incubagdo de 2,0 pL da solugdo de RBD (0,47 ug mL!) na superficie do
E.T., a incubagao foi realizada em atmosfera saturada de agua a 37 °C, inicialmente durante
uma hora. Essa condi¢@o de atmosfera saturada em agua permite que a incubagao seja realizada
a 37 °C, pois evita que a solucdo proteica seque na superficie do dispositivo, efeito que pode
causar desnaturacdo das proteinas. Além disso, o aumento de temperatura, bem como
estabilidade, favorece a cinética de ligagdo entre o RBD ¢ o PHB sem comprometer a
conformagdo da proteina. Apods a incubagdo, o eletrodo foi lavado 3 vezes por imersdao em
solugdo de PBS e, em seguida, o excesso de PBS foi seco e as medidas de CV foram realizadas.

Ap6s a imobilizagdo do RBD, o voltamograma registrado apresenta diminuicdo da
intensidade de pico catodico e anodico, Al,a = -2,36 pA. O RBD bloqueia a superficie e, sendo
assim, atua como isolante que compromete a area eletroativa. Ainda, o arranjo geométrico da
proteina pode atuar acrescentando um impedimento estérico, e consequentemente, prejudicando
o0 acesso da sonda a superficie do eletrodo de trabalho. Sendo assim, a diminui¢do da corrente
observada pode ser atribuida a imobilizagao do RBD na superficie do dispositivo.

O préximo passo consistiu em bloquear sitios ativos remanescentes que ndo foram
ocupados pelo RBD. Nessa etapa, foi utilizado BSA como agente de bloqueio, uma vez que se
apresenta como proteina inerte. Para isso, 2,0 pL de BSA (1,0 mg mL™") foram adicionados e
incubados a 37 °C durante 15 minutos, em atmosfera saturada de dgua, lavado 3 vezes em PBS
por imersdo, seco e entdo realizadas as medidas de CV. O BSA se liga aos sitios ativos

remanescentes ¢ faz com que a interacdo de proteinas-alvo com a superficie do dispositivo
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ocorra majoritariamente através de interagao ou ligagdo com o RBD ancorado na superficie.
Entdo, o BSA se faz essencial para a constru¢do de uma camada seletiva na superficie do SPE.
O processo de ancoragem foi avaliado pela diminuicdo da intensidade do I,a (41 = 2,45 pA),
pois o BSA, andlogo ao RBD, atua como isolante elétrico, bloqueia os sitios eletroativos e
ocasiona um impedimento geométrico.

A deteccdo dos anticorpos IgG (1,0 ng mL™") contra o dominio RBD (AbS) é baseada
na interacdo dos anticorpos (analito) e o RBD ancorado na superficie do eletrodo. A intera¢ao
antigeno-anticorpo leva a formagao do imunocomplexo RBD-AbS. O complexo RBD-ADS cria
um efeito isolante e impedimento estérico, que afeta a interagdo entre a sonda redox e a
superficie do eletrodo, levando a uma diminui¢do do sinal faradaico. Entdo, como esperado as
medidas de CV mostraram uma redu¢do de I,a de 2,32 pA, conforme mostrado na FIGURA
40B - AbS.

O processo de ancoramento foi entdo confirmado através de imagens de MEV acoplado
com EDS. Sendo as etapas de ancoramento do PHB ¢ RBD avaliadas e mostradas na FIGURA

41 e 42 respectivamente.
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FIGURA 41: IMAGEM DE MEV OBTIDA PARA A SUPERFICIE DO SPE MODIFICADO COM GQD E PHB,
MAGNITUDE DE AMPLIACAO DE 3,22 KX. (B) MAPEAMENTO QUIMICO PARA ATOMOS DE
OXIGENIO OBTIDO PARA IMAGEM DE MEV REPRESENTADA EM (A). (C) MAPEAMENTO QUIMICO
DE ATOMOS DE NITROGENIO OBTIDO PARA IMAGEM DE MEV REPRESENTADA EM (A).
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View field: 85.9 pym | Det: SE 20 ym
SEM MAG: 3.22 kx | Date(m/dly): 08/11/21 Performance in nanospace
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FONTE: O autor.

A partir das imagens de MEV ¢ possivel perceber que as particulas de PHB se
apresentam como estruturas esférica. As particulas se apresentam diretamente ligadas a
superficie do dispositivo, ¢ observado também a formacao de aglomerados. Observa-se também
estruturas cristalinas brancas e quase simétricas que sao atribuidas ao NaCl advindo do PBS,

mesmo apds sucessivos enxagues com agua ainda sao observados os cristais.
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O mapeamento quimico de a&tomos de oxigénio, FIGURA 41 B, apresenta um acumulo
de atomos de oxigénio com posi¢ao sobreposta as particulas de PHB, oriundo da estrutura do
PHB. Entretanto, especula-se que a interagdo do PHB com a superficie ocorra com maior
afinidade pelas regides nas quais 0 GQD foi depositado, nesse caso o acumulo de oxigénio seria
uma soma da contribuicdo do GQD com o PHB. O mapeamento quimico de atomos de
nitrogénio, FIGURA 41 C, ndo mostrou nenhum padrao de deposic¢ao de nitrogénio nessa etapa,
que era esperado uma vez que nenhum dos constituintes modificadores apresenta nitrogénio em
sua composi¢do. A partir disso foi avaliado o processo de ancoramento das proteinas na

superficie do PHB, também por MEV EDS, representado na FIGURA 42.

FIGURA 42: IMAGEM DE MEV OBTIDA PARA A SUPERFICIE DO SPE MODIFICADO COM GQD, PHB
E RBD, MAGNITUDE DE AMPLIACAO DE 10 KX COM MAPEAMENTO QUIMICO PARA ATOMOS DE
OXIGENIO E NITROGENIO SOBREPOSTO A IMAGEM.

FONTE: O autor.

A imagem de MEV apresentada na FIGURA 42 foi focalizada e centralizada em uma
particula de PHB, da qual foi entdo realizado o mapeamento quimico para dtomos de oxigénio
e nitrogénio. Nesse caso, o registro da imagem com mapeamento ocorreu apos a etapa de
incubagdo, e consequentemente ancoramento, do RBD. Andlogo ao verificado no mapeamento
anterior, o acimulo de oxigénio, que ¢ registrado como pontos azuis na imagem, ocorre

majoritariamente na superficie da particula. Por outro lado, o mapeamento para dtomos de
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nitrogénio, registrado como pontos verdes, mostrou também um acimulo sobre a superficie do
PHB, que esta relacionado com o ancoramento do RBD na superficie do biopolimero. O
resultado reforca o observado nos dados obtidos por voltametria que sugerem o ancoramento
do RBD na superficie do PHB.

A partir disso, verificou-se a influéncia do GQD no processo de construgdo e avaliagao
do dispositivo. Uma vez que o ancoramento das proteinas ocorre mais pronunciadamente na
superficie do PHB, o seguinte estudo visa verificar a necessidade da utilizacdo do GQD, tanto
no processo de constru¢do da camada seletiva quanto como amplificador de corrente. Os
resultados obtidos de comparativo do dispositivo com e sem GQD estdo representados na

FIGURA 43.
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FIGURA 43: (A) DADOS DE VOLTAMETRIA CICLICA SUMARIZADOS PARA CADA ETAPA DE
CONSTRUCAO DOS IMUNOSSENSORES — COM E SEM GQD. (B) VOLTAMOGRAMAS CICLICOS
OBTIDOS UTILIZANDO O IMUNOSSENSOR CONSTRUIDO SEM GQD EM ENSAIO UTILIZANDO
AMOSTRA DE SORO NEGATIVO, SONDA K;[Fe(CN)s] 2,0 mmol L', TAMPAO PBS PH 7,4 COMO
ELETROLITO SUPORTE E 50 mV s' VELOCIDADE DE VARREDURA. (C) VOLTAMOGRAMAS
CICLICOS OBTIDOS UTILIZANDO O IMUNOSSENSOR CONSTRUIDO SEM GQD EM ENSAIO
UTILIZANDO AMOSTRA DE SORO POSITIVO, SONDA Ki[Fe(CN)s] 2,0 mmol L', TAMPAO PBS PH 7.4
COMO ELETROLITO SUPORTE E 50 mV s VELOCIDADE DE VARREDURA.

10, — (A)
.
I
<
=
~
P
5]
I
PHB PHB RBD RBD BSA BSA ABS ABS
GQD GQD GQD GQD
—  PHB-RBD-BSA 8 — PHB.RBD-BsA
4 | Soro negativo Soro Positivo
4
To <o
~ <
-4 41
N ®) | 8
04 -02 00 02 04 06 0,4 02 0,0 02 04 0,6
E/V vs (Ag/AgCl) E/V vs (Ag/AgCl)

FONTE: O autor.

A FIGURA 43A representa a variagdo de corrente de pico apds cada etapa de
construgdo para os dois imunossensores preparados. A partir dos resultados € possivel observar
que os dois dispositivos apresentam perfil de resposta semelhante para as etapas de construgao,
essencialmente a diminui¢do da Ip. a cada etapa de imobilizagdo proteica. As principais
diferencas entre os dois dispositivos residem em trés principais caracteristicas:

(1) Menor desvio padrao para cada etapa de construgdo do dispositivo com GQD;

(2) Alpa do sinal PHB-RBD para o dispositivo com GQD ¢ mais pronunciado;
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(3) Maior diferenca de Al entre a etapa BSA-ABS para o dispositivo com GQD.

O menor desvio padrao se relaciona com uma melhor acomodacdo do PHB na
superficie do dispositivo quando ha GQD depositado. O efeito acontece em virtude da interagao
dos grupos funcionais presentes na superficie do GQD com o PHB, que ¢ rico em grupos
oxigenados. A melhor acomodac¢do do PHB permite que mais RBD seja ancorado e permanega
estavel na superficie, o que acarreta em uma maior magnitude de variagdo da Ip., 46% em
relacdo ao Al,a sem GQD, para a etapa de ancoramento do RBD, uma vez que a proteina atua
bloqueando a area eletroativa e inserindo um fator geométrico de impedimento estérico. Por
fim e alicer¢ado pela melhor acomodagdo do PHB e também maior quantidade de RBD
superficial, a deteccdo do AbS mostra um maior Al,: quando comparado ao dispositivo sem
GQD, 1,70 £0,24 pA e 1,00 + 0,24 nA respectivamente. O efeito sugere que mais AbS interage
com a superficie e forma o imunocomplexo RBD-AbS.

O dispositivo construido sem GQD também foi avaliado frente a amostras reais de soro
positivo e negativo, com e sem anticorpos respectivamente. O estudo tem a finalidade de
verificar a formagao e estabilidade da camada seletiva na superficie do SPE, na auséncia do
nanomaterial, FIGURA 43B e C. A leitura de ambas as amostras evidéncia um problema na
camada seletiva. A FIGURA 43B mostra um aumento da corrente faradaica apos a incubagao
do soro negativo, o que pode estar associado a lixiviacdo do PHB e, consequentemente, dos
componentes do imunossensor (PHB-RBD-BSA). Por outro lado, a amostra de soro positivo,
que apresenta AbS, ndo mostrou variagdo do sinal da sonda apds a incubacdo da amostra.
Apesar de ndo apresentar lixiviagdo como no soro negativo, o sinal obtido sugere que os
anticorpos nao interagiram suficientemente com a superficie do dispositivo, seja por adsor¢ao
ou formacao do imunocomplexo. O efeito relaciona-se com ineficiéncia da formagao da camada
seletiva na superficie do dispositivo, provavelmente devido a baixa quantidade de PHB e RBD
imobilizada.

Para fins de comparacao, o processo de ancoramento das proteinas RBD e BSA, assim
como detec¢ao do AbS, foram avaliados pela tradicional e bem descrita rota de imobilizagao
intermediada pela reacdo de ligacdo cruzada utilizando os reagentes EDC e NHS [190]. O
mecanismo dessa reacdo consiste na ativagdo dos grupos carboxilicos superficiais, que sao
advindos da matriz do GQD. Inicialmente, o EDC interage com os grupos carboxilicos
superficiais formando o intermedidrio o-acilureia. Esse intermediario apresenta baixa
estabilidade, podendo ser substituido por aminas primarias volumosas, que nesse caso sao

provenientes das proteinas adicionadas, RBD e BSA. Em virtude da baixa estabilidade, a
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superficie ativada ¢ passiva de hidrolise, que culmina com a regeneracdo dos grupos
carboxilicos “livres”.

Com a finalidade de mitigar o processo de hidrélise ¢ utilizado o NHS em associagdo
com o EDC. O NHS atua com mecanismo analogo a proteina e substitui o EDC. Agora, a
superficie ativada com NHS minimiza a hidrolise e ainda, mesmo ativado com NHS, pode ser
substituida por uma proteina, cuja substitui¢do permite a formagao de uma ligagcdo covalente
entre a superficie dos grupos carboxilicos e a proteina inserida. Os resultados voltamétricos

obtidos para a rota de imobilizagdo com EDC/NHS estao representados na FIGURA 44 A e B.

FIGURA 44: (A) VOLTAMOGRAMAS CICLICOS OBTIDOS PARA CADA ETAPA DE CONSTRUCAO DO
IMUNOSSENSOR ATRAVES DA ROTA COM EDC/NHS, UTILIZANDO SONDA K;3[Fe(CN)s] 2,0 mmol L-
', PBS COMO ELETROLITO SUPORTE E VELOCIDADE DE VARREDURA DE 50 mV s°'. (B) GRAFICO
DE BARRAS CONSTRUIDO PELOS DADOS DE VOLTAMETRIA CIiCLICA, UTILIZANDO A
INTENSIDADE DE PICO ANODICO DA SONDA PARA CADA ETAPA DE CONSTRUCAO DO
DISPOSITIVO.
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FONTE: O autor.

As etapas de construcdo do dispositivo, de maneira geral, apresentaram um
comportamento eletroquimico semelhante ao PHB para cada etapa de ancoramento proteico.
Ap0s a etapa de reagdo com EDC NHS observa-se um aumento da corrente faradaica, que se
relaciona com a interacdo eletrostatica da sonda com superficie ativada, efeito que ja foi
observado em outros dispositivos propostos em nosso laboratorio de pesquisa [83,111,191] e
também na literatura [172].A imobilizagdo do RBD, mostrou uma diminui¢do da intensidade
de pico anddico da sonda, que sugere a imobilizagdo uma vez que a proteina contribui com
impedimento estérico e bloqueia a superficie eletrodica. O mesmo comportamento ¢ observado

para imobiliza¢do do BSA, pelo mesmo motivo.
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Quando ¢ observada a resposta, na etapa de deteccdo de AbS usando a estratégia
convencional com EDC/NHS, o dispositivo mostrou apenas 12% de reducao de I,a enquanto a
abordagem de imobiliza¢ao usando PHB mostrou uma diminuigdo de I,. de 23% para a mesma
concentragio de AbS (0,47 ug mL™). Isso indica uma maior sensibilidade para detec¢io de AbS
quando o RBD estéd ancorado no PHB, o que pode ser atribuido a maior eficiéncia no processo
de ancoragem, significando que mais RBD esta ligado e disponivel para interagir com o AbS.

Além de apresentar maior sensibilidade frente a rota de imobilizacdo com EDC/NHS, o
PHB ainda apresenta maior versatilidade de uso, visto que a imobilizacao das proteinas pode
ser realizada na superficie do PHB prévio a etapa de dropcasting na superficie do eletrodo, o
que permite que somente uma etapa de ancoramento seja efetuada. Assim, avaliou-se a
construg¢do do imunossensor explorando essa abordagem de imobilizagdo de etapa tnica. Para
demonstrar esta caracteristica, uma mistura de PHB, RBD e BSA foi preparada sob as mesmas
condigdes de concentragao e tempo utilizadas em estudos prévios com PHB. Inicialmente, a
dispersdo de PHB foi diluida até a concentraco final de 0,83 ug mL™!, em seguida 2,0 puL da
solucao estoque de RBD foram adicionados, resultando numa concentragdo final de 0,47 pg
mL™" de RBD e agitado por uma hora a 4 °C. Em seguida, o BSA foi adicionado (2 uL; 1,0 mg
mL) e agitado durante 15 minutos também a 4 °C. Essa mistura foi entdo inserida sobre a
superficie do eletrodo de trabalho para formacao da camada seletiva do imunossensor.

A constru¢do do dispositivo foi avaliada por VC, no qual GQD foi previamente
eletrodepositado, seguido da adi¢ao da mistura PHB-RBD-BSA por dropcasting e secagem a
37 °C (aproximadamente 30 minutos). Os resultados obtidos estdo sumarizados na FIGURA

45.
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FIGURA 45: (A) VOLTAMOGRAMAS CICLICOS OBTIDOS PARA CADA ETAPA DE CONSTRUCAO DO
IMUNOSSENSOR ATRAVES DA ROTA DE IMOBILIZACAO DA MISTURA, UTILIZANDO SONDA
K;3[Fe(CN)s] 2,0 mmol L', PBS COMO ELETROLITO SUPORTE E VELOCIDADE DE VARREDURA DE 50
mV s'. (B) GRAFICO DE BARRAS CONSTRUIDO PELOS DADOS DE VOLTAMETRIA CICLICA,
UTILIZANDO A INTENSIDADE DE PICO ANODICO DA SONDA PARA CADA ETAPA DE
CONSTRUCAO DO DISPOSITIVO.
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FONTE: O autor.

Os voltamogramas ciclicos mostram um aumento do Ip. apds a eletrodeposi¢cao do GQD,
como esperado e ja observado em estudos anteriores. Apos o dropcasting da mistura observa-
se uma diminui¢ao do Ip.. Essa diminuicdo estd associada a imobilizacdo da mistura e seus
constituintes proteicos, que bloqueiam parcialmente a superficie eletroativa. Por fim, a deteccao
do AbS mostra diminui¢do da corrente faradaica (Al,a = 3,08 nA), que sugere a formacao do
imunocomplexo com o RBD superficial, cujo resultado ¢ comparavel com a deteccao do AbS
no dispositivo construido através das etapas separadas (Alpa = 2,94 pA).

Portanto os estudos mostraram que o PHB apresentou potencialidade para ancoramento
das proteinas RBD e BSA, assim como permitiu a disponibilidade do epitopo da proteina RBD
para interacdo com o AbS e consequentemente formag¢do do imunocomplexo. Os ensaios
eletroquimicos mostraram maior sensibilidade na deteccao do AbS utilizando a plataforma com
PHB frente a rota com EDC NHS, além de possibilitar o ancoramento prévio a inser¢ao no
dispositivo, o que possibilita a constru¢do do imunossensor em uma Unica etapa. Tendo em
vista isso, os parametros de construcao do dispositivo foram avaliados visando melhorar a
resposta obtida para deteccdo do AbS em termos de reprodutibilidade, estabilidade e

sensibilidade.
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7.3  OTIMIZACAO DOS PARAMETROS DE CONSTRUCAO DO IMUNOSSENSOR

Como ja mencionado no topico anterior, o método proposto foi otimizado, visando
aumentar a sensibilidade, reprodutibilidade e viabilidade do sensor. Portanto, foram avaliados
parametros envolvendo a construcao do sensor como eletrodeposicao do GQD, modificagao
com PHB e imobilizacdo do RBD (tempo e concentragdo).

Inicialmente a eletrodeposicdo do GQD foi avaliada tendo em vista o processo de
ancoramento e estabilidade da superficie das proteinas, tendo em vista que hd uma
contraposicao entre a redug¢ao dos grupos oxigenados e sua disponibilidade para ancoramento.
Entdo, o estudo teve como base o Alpa da sonda para detec¢do da formagdao do imunocomplexo,
ou seja, o sinal do imunossensor construido e a variagdo apds a inser¢ao e detecgdo do AbS, os

resultados obtidos estdo sumarizados na FIGURA 46.

FIGURA 46: GRAFICO DE BARRAS SUMARIZANDO OS DADOS DE VOLTAMETRIA CICLICA PARA
DETECCAO DO ANTICORPO COM DIFERENTES CICLOS DE ELETRODEPOSICAO DO GQD,
UTILIZANDO A INTENSIDADE DE PICO ANODICO DA SONDA.
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FONTE: O Autor.
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O estudo avaliou trés, cinco e dez ciclos de eletrodeposicao do GQD, no qual se observa
que com trés ciclos de eletrodeposicdo ha uma limitagao relacionada ao intervalo util de
detecgdo. Além disso, apesar de haver uma diferenca visual entre o sinal do imunossensor ¢ a
deteccao do AbS, nao ha diferenca estatistica no nivel de 95% (teritico 2,776 > 2,611 tcalculado)-
Sendo assim, especula-se que com trés ciclos a deposi¢ao do GQD ainda ¢ pouco homogénea
e em decorréncia disso percebe-se também maiores barras de estimativa de desvio padrao para
a medida de “branco” do imunossensor, que estd relacionado com uma variagdo na quantidade
de material bioldgico ancorado, devido a falta de homogeneidade de deposi¢do do GQD
[126,129,192].

No outro extremo, dez ciclos, observa-se diferenga significativa entre as duas médias ao
nivel de 95% (tcatcutado 3,171 > 2,776 teritico), que confirma a detecgdo do AbS nessa condigao.
Entretanto, as barras de desvio padrdo (+ DP) sdo aproximadamente duas vezes maior que
aquelas registradas com cinco ciclos. O efeito pode estar atrelado a reducdo dos grupos
oxigenados superficiais do GQD, durante o processo de eletrodeposi¢do, uma vez que a maior
quantidade de ciclos de eletrodeposicao implica na diminui¢ao da quantidade de grupos
funcionais oxigenados superficiais, os quais participam ativamente no processo de adsor¢ao do
PHB na superficie do eletrodo [126,129,192]. Por fim, com cinco ciclos foram registrados os
melhores resultados tanto relacionados ao intervalo util de detec¢do quanto ao menor DP, que
sugere um balango entre a deposi¢do homogénea do GQD e a quantidade de grupos funcionais
adequadas para um ancoramento estavel do PHB na superficie do eletrodo de trabalho. Portanto,
cinco ciclos de deposi¢ao do GQD foram considerados como a condi¢do 6tima e utilizados para
estudos posteriores.

Em seguida, a concentracdo do PHB adicionado foi avaliada, visto que ele atua criando
uma interface de ancoramento entre a superficie do eletrodo de trabalho e a biomolécula
adicionada. Para isso, a quantidade de PHB na superficie do dispositivo dita quanto de cada
biomolécula serd ancorada na superficie do dispositivo. O estudo avaliou diferentes diluigdes
da suspensdo de particulas de PHB na faixa de 5 ug mL™! a 0,05 pg mL!. Para cada dilui¢io
estudada o dispositivo construido foi avaliado passo a passo por VC com a finalidade de
comparar o efeito da concentracdo do PHB no ancoramento do RBD, BSA e detec¢dao do AbS.

Os resultados obtidos estdo sumarizados na FIGURA 47.
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FIGURA 47: GRAFICO DE BARRAS SUMARIZANDO OS DADOS DE VOLTAMETRIA CICLICA
OBTIDOS PARA CADA ETAPA DE CONSTRUCAO DO DISPOSITIVO COM DIFERENTES
CONCENTRACOES DE PHB.
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FONTE: O autor.
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A maior concentracio de PHB estudada (5 pg mL™) apresentou comportamento
voltamétrico ja observado para a ancoragem RBD, uma diminuicao de Ip.. No entanto, o excesso
de PHB gerou, indiretamente, um bloqueio da superficie apds a imobilizacdo do BSA. Como
consequéncia, ndo houve variacdo significativa da corrente faradaica entre a leitura realizada
da superficie com BSA e apos incubagdo na presenca do AbS, sugerindo que ndo houve
formacao do imunocomplexo.

A condigio 6tima de concentragio de PHB foi obtida utilizando 0,50 ug mL™' de PHB,
uma vez que apresentou sinal estdvel e bem definido para cada etapa de imobilizagdo e com a
maior magnitude de variacdo de Iy, para a deteccdo do AbS (Alpa = 3,74 pA), que representa
uma queda de 46% do Ip. registrado na etapa do BSA. Concentra¢des mais baixas de PHB

mostraram 0 mesmo comportamento eletroquimico, mas com variacdes de corrente menos
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expressivas nas etapas de imobilizagdo, principalmente no que se refere a Alp, registrado para
o RBD. O efeito sugere que menos proteina foi imobilizada e como consequéncia a
sensibilidade de detec¢ao do AbS ¢ menor. Nesse caso, a deteccdo do AbS registrou uma queda
do Ia de 18% e 25% em relagdo ao sinal obtido na etapa do BSA, para 0,1 e 0,05 ug mL" de
PHB respectivamente. Portanto, 0,50 pg mL™' de PHB foi definido como a condigfo ideal de
concentracdo e aplicado para estudos posteriores.

Uma vez verificada a condigao 6tima de concentracao de PHB, a concentracao de RBD
foi avaliada, uma vez que essa proteina atua como elemento de reconhecimento bioldgico e ¢
fundamental para a detec¢do seletiva dos anticorpos IgG contra o virus da covid. A quantidade
de RBD adicionada dita quanto do PHB estar4d decorado com a proteina e efetivamente estara
disponivel para interagir com o AbS. Sendo assim, a concentragdo de RBD afeta diretamente a
sensibilidade e seletividade do método proposto. A concentragdo de RBD foi avaliada de 4,7
ug mL'a 0,11 ug mL! levando em consideragio todas as etapas de montagem do dispositivo,

as quais foram avaliadas por CV e estdo sumarizadas na FIGURA 48.

FIGURA 48: GRAFICO DE BARRAS SUMARIZANDO OS DADOS DE VOLTAMETRIA CIiCLICA
OBTIDOS PARA CADA ETAPA DE CONSTRUCAO DO DISPOSITIVO COM DIFERENTES
CONCENTRACOES DE RBD.
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FONTE: O autor.
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A partir da analise estatistica dos dados voltamétricos obtidos, ndo se observa diferenga
significativa de I,a nos voltamogramas registrados para o RBD, baseado no teste de ANOVA
com 95% de confianga pcalculado 0,1368 > 0,05 p. Entdo, a escolha da condicao 6tima levou em
considera¢do majoritariamente o Alp, entre as etapas RBD e BSA. Nesse caso, a diminui¢do da
corrente referente a imobilizagdo do BSA pode fornecer indicios de quanto RBD esta
efetivamente imobilizado na superficie do dispositivo, visto que menores variagdes de corrente
atrelados a imobilizacdo do BSA indicam menor quantidade de BSA imobilizado, ou seja
menos sitios ativos livres apds a imobilizacdo do RBD. Além disso, a maior variacdo do I, para
a etapa de deteccao de AbS sugere maior sensibilidade de detec¢do, sendo esse também um
parAmetro avaliado. Assim, seria esperado que a maior concentragio de RBD (4,7 ug mL™)
fornecesse a maior sensibilidade para deteccdo do AbS e uma menor contribuicdo do BSA.
Entretanto, isso ndo foi observado, sendo a contribui¢do do BSA para o bloqueio da superficie
eletroativa comparavel com o resultado obtido para 0,23 pg mL™!, o que sugere que o RBD nio
estd interagindo eficientemente com a superficie do PHB devido ao excesso de concentragio,
possivelmente devido ao efeito Hook [193,194]. Por outro lado, os resultados obtidos utilizando
a concentragio de 0,47 pg mL™' de RBD mostraram a menor contribui¢io do BSA, em termos
de bloqueio da superficie eletroativa, e a maior varia¢do de Iy, para deteccdo do AbS, que esta
relacionado com uma melhor acomodac¢do do RBD na superficie do dispositivo. Sendo assim,
0,47 ng mL! de RBD foi utilizado como concentra¢io 6tima para estudos posteriores.

Em seguida, foram estudados os tempos de incubagao das proteinas. Uma vez que a
finalidade do sensor sugerido ¢ a aplicagdo como POC, o desenvolvimento desses dispositivos
preconiza baixo tempo de ensaio associado a um baixo custo e consequentemente
acessibilidade. Portanto, os ensaios relacionados a otimizagdo de tempo visam minimizar o
processo de montagem do dispositivo bem como detecg¢ao dos anticorpos. Inicialmente o tempo

de incubacao do RBD foi avaliado, os resultados estdo sumarizados na FIGURA 49.
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FIGURA 49: GRAFICO DE BARRAS SUMARIZANDO OS DADOS DE VOLTAMETRIA CICLICA
OBTIDOS PARA CADA ETAPA DE CONSTRUCAO DO DISPOSITIVO COM DIFERENTES TEMPOS DE

INCUBACAO DO RBD.
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FONTE: O autor.

O estudo do tempo de incubacao do RBD, FIGURA 49, nao apresentou diferenca na
resposta voltamétrica no intervalo de tempo estudado para nenhuma das imobilizagdoes (RBD e
BSA), assim como ndo houve variacdo significativa no Alp, para detec¢cdo do AbS, portanto 15

minutos de incubagdo foi utilizado em estudos posteriores.
O tempo de incubagao do AbS foi avaliado com tempos de incubagao para formagao do

imunocomplexo RBD-AbS de 15 a 60 minutos. Os resultados observados estdo sumarizados na

FIGURA 50.
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/FIGURA 50: GRAFICO DE BARRAS SUMARIZANDO OS DADOS DE VOLTAMETRIA CICLICA
OBTIDOS PARA A DETECCAO DO AbS COM DIFERENTES TEMPOS DE INCUBACAO PARA
FORMACAO DO IMUNOCOMPLEXO.
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FONTE: O autor.

O estudo do tempo de interagdo do anticorpo com o imunossensor, FIGURA 50,
mostrou que tempos menores que 60 minutos ndo apresentam variagdo estatistica significativa
do Ipa (ANOVA 95% Pealculado 0,1690 > 0,05 p) para a deteccdo do AbS, indicando que nao ha
interacdo suficiente nesse tempo, limitada provavelmente pela cinética de formagdo do
imunocomplexo na condi¢do estudada. Tempos maiores que 60 minutos ndo foram avaliados
tendo em vista a premissa dos sensores tipo POC que ¢ a reducao dos tempos de ensaio. Nesse
sentido, a reducdao dos tempos de incubagdo para desenvolvimento de sensores que visam
diagnostico ainda ¢ uma barreira a ser quebrada. Uma vez otimizado todos os pardmetros de
construgdo do dispositivo, foi avaliado o desempenho analitico do imunossensor para deteccao

de AbS.

7.4 DESEMPENHO ANALITICO E ESTUDOS SOBRE O EFEITO DE MATRIZ

Para avaliar como o sensor otimizado responde a diferentes concentragdes de anticorpos
alvo, o imunossensor proposto foi submetido a incubagdo com anticorpos IgG contra o RBD
do SARS-CoV-2 entre 25 ug mL! e 50 ng mL! diluidos em solugio de PBS. Além disso, para
verificar o efeito da matriz bioldgica (soro sanguineo) na resposta voltamétrica, o mesmo

conjunto de experimentos foi realizado usando uma amostra de soro humano negativo (para
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anticorpos IgG anti-RBD) enriquecida com diferentes concentragdes de AbS, os resultados

foram obtidos pela técnica de DPV e estao resumidos na FIGURA 51.

FIGURA 51: CURVAS ANALITICAS CONTRUIDAS ATRAVES DOS DADOS OBTIDOS POR DPV PARA
CONCENTRACAO DE AbS VARIANDO DE 10 pg mL"' A 100 ng mL"' NAS MATRIZES DE PBS E SORO
NEGATIVO ENRIQUECIDAS.

100 Soro Humano

Solucao de PBS

90

-Al' | %

70

o 10 100
C /;,tgmL'1

AbS
FONTE: O autor.

Para ambos os estudos, observou-se uma relacao entre a diminui¢ao do sinal faradaico
e a concentragio de AbS de 100 ng mL™" até 10 pg mL™!. Além disso, as medidas registradas
com AbS na concentragio de 25 pg mL™! ndo mostraram varia¢io no sinal voltamétrico. Esse
comportamento pode estar relacionado ao efeito Hook, que ¢ um fendmeno pelo qual a eficacia
dos anticorpos em interagir e formar um imunocomplexo ¢ prejudicada quando a concentracdo
de um anticorpo ou antigeno ¢ muito alta. Assim, a formagao do imunocomplexo ¢ minimizada
com concentracdes mais altas [193,194]. A curva de correlacdo obtida em solu¢dao de PBS
mostrou maior sensibilidade a detec¢ao de AbS em comparagao com a amostra de soro humano
fortificada, baseado nas equagoes (Alsoro (%) = 86.47 — 9.80 log(Cavs) € (Alpps (%) = 78.86 —

12.89 log(Cabs) € o LOD foi definido como a menor concentragdao detectavel, 100 ng mL"
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! Nesse sentido, observou-se uma sensibilidade menor com o uso de soro humano quando
comparado a solucao de PBS.

A avaliagdo do efeito de matriz na resposta analitica de imunossensores eletroquimicos
¢ crucial para aplicacdo visando diagnodstico, pois a complexidade da matriz pode levar a
interacdes inespecificas resultando em um sinal falso-positivo. O desempenho analitico sugeriu
pequeno efeito da matriz na resposta voltamétrica, o que nao foi considerado um inconveniente
para o imunossensor, uma vez que a amostra bioldgica utilizada ¢ uma matriz muito complexa.

A combinacdo do GQD com o PHB como plataforma para ancorar proteinas e/ou outros
componentes bioldgicos deve ser destacada, pois ¢ uma forma rapida e vidvel de construir
imunossensores. O desempenho geral e o tempo de montagem do sistema GQD-PHB sao
comparaveis com a literatura, que ressalta a competitividade da aplicagdo quando comparada a
metodologias bem estabelecidas. A Tabela 1 resume outros trabalhos destinados a detec¢ao do
COVID utilizando estratégias conhecidas e ou bem definidas para montagem dos

1IMunossensores.
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7.5 SELETIVIDADE DA RESPOSTA DO IMUNOSSENSOR E ANALISE DAS
AMOSTRAS DE SORO

A seletividade ¢ um dos principais requisitos para que um imunossensor seja
viavel, visto que resultados falsos positivos sdo comuns e um obstaculo a ser superado na
maioria dos métodos de deteccao e diagndstico em matrizes biologicas. A seletividade do
sensor proposto foi testada em matriz de soro negativo enriquecida com anticorpos contra
a febre amarela (FA), o resultado obtido foi comparado com a detec¢cdo dos anticorpos
Anti-S na presenca de anticorpos contra FA. Além disso, o dispositivo proposto foi
avaliado frente a diferenciagdo de amostras de soro positivo e negativo. Os resultados

obtidos estao representados na FIGURA 52.

FIGURA 52: (A) RESULTADOS OBTIDOS POR DPV SUMARIZADOS PARA O ENSAIO DE
SELETIVIDADE EM AMOSTRA DE SORO NEGATIVO ENRIQUECIDA COM AbS e FA. (B) DPV
REPRESENTANDO A DETECCAO E DIFERENCIACAO DOS SOROS POSITIVO E NEGATIVO. (C)
RESULTADOS OBTIDOS POR DPV SUMARIZADOS PARA O ENSAIO DE DETECCAO E
DIFERENCIACAO DE AMOSTRAS DE SORO NEGATIVO E POSITIVO.
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FONTE: O autor.
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Conforme observado na FIGURA 52A, ndo ha diferenga estatistica, no nivel de

95%, entre o sinal obtido antes e ap6s a incubac¢do do soro enriquecido com anticorpos
de controle (FA) (teaicutado - 1,243 < 2,776 - teriico). O resultado observado € um indicativo

de que a camada seletiva ndo interagiu de maneira inespecifica com os constituintes do
SOro negativo, assim como com os anticorpos contra a FA.

Também foi realizada a avaliagdo do soro negativo fortificado com AbS na
presenca de FA. O ensaio mostra uma diminui¢do da corrente faradaica, proporcionada
essencialmente pela interacdo dos AbS com o RBD da camada seletiva. Sendo assim
sugere-se que os anticorpos contra FA ndo apresentam competi¢do ou interferéncia
significativa na deteccdo dos AbS em matriz de soro sanguineo humano. Assim, foi
possivel verificar que o sensor proposto apresentou pouca interacdo com a matriz da
amostra, que aliado a seletividade, permitiu a diferenciacdo de 0,50 pg mL™! de anticorpos
especificos contra a proteina RBD do SARS-CoV-2 na matriz da amostra negativa.
Apesar do nimero de anticorpos nas amostras depender do sistema imunoldgico do
paciente e da cronologia da doenca, variando em uma ampla faixa, o sistema GQD-PHB-
RBD pode auxiliar na avaliagao de uma resposta imunogénica.

Uma vez que o sensor proposto mostrou potencialidade de aplicagdo foram
avaliadas amostras de soro humano positivas e negativas (1000x diluidas). A Fig. 52B
mostra medidas representativas de DPV realizadas usando o imunossensor proposto. De
modo geral, as medidas de amostras de soro negativas nao alteraram o sinal redox,
enquanto as amostras de soro positivas para COVID-19 diminuiram o Ip.. Amostras de
soro negativo, de modo geral, ndo mostraram diferenga estatistica no nivel de 95%, em
relacdo ao sinal em branco (tcaicutado < teriico). NO entanto, a amostra 2- mostrou uma
diferenca estatistica (teaiculado 2,35 > teriico 2,306), indicando um teste falso positivo.

As amostras de soro positivo evidenciaram diferenca estatistica entre o sinal do
branco e a amostra (tcuculado > teriico 2,306) para todas as amostras analisadas,
diferenciando claramente os positivos dos negativos. Nesse caso, das oito amostras de
soro analisadas apenas um falso positivo foi obtido € nenhum falso negativo foi
registrado. Assim, cerca de 87,5% das amostras investigadas forneceram resultados
adequados, mas um conjunto de amostras mais significativo deve ser avaliado para

determinar a eficacia do dispositivo e sua confiabilidade como um dispositivo POC.
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8 CONCLUSOES PARCIAIS

Embora descoberto em 1925, o PHB ainda ¢ pouco estudado e aplicado no
desenvolvimento de biossensores, em especial eletroquimicos. Esse material possui
grande potencial para o desenvolvimento de dispositivos POC, pois apresenta baixo
custo, facil obtencdo e pode ser escalado para producdao industrial. Além disso, a
possibilidade de adicionar dominios de ligagcdo para interagao especifica com o PHB e
produzir micro e nanoestruturas torna o material muito versatil. No presente estudo, o
PHB apresentou melhores resultados do que a tradicional reagdo para imobilizagdo de
proteinas - EDC/NHS. O sensor proposto mostrou seletividade contra anticorpos de Febre
Amarela e possibilitou diferenciar amostras de soro negativas e positivas com resultados
comparaveis aos da literatura. Além disso, foi possivel imobilizar proteinas diretamente
no PHB, prévio a adsor¢do no SPE, que indica possibilidade de uma redugao drastica nos
tempos de construgdo do dispositivo. O GQD apresentou papel fundamental na
constru¢do do imunossensor proposto uma vez que criou uma interface adequada a
criacdo da camada seletiva na superficie do SPE, que garantiu seletividade do dispositivo

frente as amostras reais e a febre amarela.
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9 CONCLUSOES GERAIS

Os imunossensores eletroquimicos apresentam grande potencialidade para o
desenvolvimento de dispositivos POC, devido ao baixo custo e acessibilidade. Entretanto,
ainda € necessario o desenvolvimento de plataformas mais simples, com menores tempos
de preparo e ensaios de detec¢do, para que seja competitivo frente aos métodos atuais ja
estabelecidos. Nesse sentido, sdo diversas as pesquisas relacionadas a novos eletrodos,
que sejam mais robustos e baratos, como ¢ o caso do Proto-pasta impresso por FDM.
Assim como, novas plataformas para ancoramento de proteinas, que atendam aos
requisitos de acessibilidade e simplicidade técnica, como o aqui reportado GQD e PHB.
Os dispositivos se mostraram adequados ao proposito de deteccdo das proteinas
estudadas, mas ainda existe uma lacuna relacionado a viabilidade de aplicagdo desses
sensores em situagdes clinicas rotineiras que remete a menores tempos de preparo e
incubagdo, construcdo da camada seletiva e preparo de amostras. A construcdo de
dispositivos mais robustos, que permitam a utilizacdo de amostras sem dilui¢do por
exemplo, ainda ¢ um desafio que barra a aplicacdo dos imunossensores eletroquimicos

em sistemas clinicos.
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ANEXOS 1

AVALIACAO DO FILAMENTO IN NATURA — NAO IMPRESSO

A avaliagdo de cada etapa do imunossensor utilizando o filamento ndo impresso
foi realizada empregando-se voltametria ciclica e espectroscopia de impedancia
eletroquimica. O sistema de detec¢do consiste em uma célula eletroquimica convencional
de trés eletrodos, utilizando Proto-pasta (ndo impresso — in natura) como eletrodo de
trabalho, contra-eletrodo de platina e referéncia prata-cloreto de prata. Os resultados

obtidos podem ser observados na FIGURA Al.

FIGURA Al: (A) VOLTAMOGRAMAS CICLICOS OBTIDOS PARA CADA ETAPA DA
CONSTRUCAO DO IMUNOSSENSOR UTILIZANDO FILAMENTO PROTO-PASTA IN NATURA —
NAO IMPRESSO COMO ELETRODO DE TRABALHO, VELOCIDADE DE VARREDURA DE 50 mV
s, SONDA K;3[Fe(CN)g] 2,0 mmol L' E ELETROLITO SUPORTE KC1 0,1 mol L. (B) RESULTADOS
DE CV OBTIDOS SUMARIZADOS (n = 3; + DP).

20

(B)

—

L

0,4 -0,2 00 0,2 0,4 06 0,8 Branco HAb BSA  Np
E IV vs (Ag/AgCI 3,0 mol L* KCI)

FONTE: O Autor.

O estudo voltamétrico representado na FIGURA Al trata essencialmente da
potencialidade de aplicagdo do filamento proto-pasta tanto para proposito de sensor
eletroquimico, sendo utilizado como eletrodo de trabalho, quanto para imobilizagdo de
proteinas para montagem do imunossensor para detec¢do da proteina N do Hantavirus
Araucaria. Nesse sentido, o branco do dispositivo mostrou perfil voltamétrico
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caracteristico da sonda [Fe(CN)s o que indicou a viabilidade de utilizagdo do material
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como eletrodo de trabalho. A partir disso o imunossensor foi construido e avaliado etapa
a etapa.

Apos a ativacao dos grupos carboxilicos, foi realizada a imobilizagao do anticorpo
contra o hantavirus araucaria (HAb), feita a partir de incubagdo (4 °C por 60 min.),
utilizando 5,0 uL da solu¢do estoque dos anticorpos (1,18 mg mL™"). Como se trata de
uma reacao de substituicdo (ligacdo cruzada), especula-se que o anticorpo se liga aos
grupos carboxilicos provenientes das bordas do PLA e do negro de fumo. Os
voltamogramas obtidos para essa etapa de ancoramento estdo representados na FIGURA
A1l - em vermelho (HAD).

A partir da comparacao dos voltamogramas obtidos observa-se um aumento da
intensidade de corrente (47=2,53 pA) para ambos os processos redox apos a imobilizagao
do HAb, efeito que sugere que o anticorpo foi imobilizado. E reportado em literatura
[203], que a superficie do anticorpo contra o hantavirus apresenta densidade de carga
positiva, efeito que justifica a maior magnitude de variagdo da intensidade de pico do
Fe(CN)s>”*. Uma vez que esta sonda apresenta carga negativa, ocorre possivelmente
interagdo eletrostatica da superficie positiva do anticorpo com o Fe(CN)¢** e por
consequéncia se observa processos redox de maior intensidade.

Para garantir que ndo existam sitios inespecificos na superficie do eletrodo, ou
seja, EDC/NHS nao substituido pelo anticorpo, realizou-se o ancoramento da albumina.
Para isso, foi utilizado 5,0 pL de uma solucdo de BSA 1,0 mg mL!, em tampdo fosfato
0,02 mol L' e pH 7.4, a qual foi adicionada a superficie do eletrodo e incubada a
temperatura ambiente. O voltamograma obtido (FIGURA A1 —representados como BSA
na cor verde) para essa etapa de ancoramento mostra uma diminui¢ao da intensidade dos
processos redox, quando comparado ao sinal obtido para HAb, que pode ser atribuido ao
bloqueio da superficie remanescente de Proto-Pasta ativado com EDC/NHS, bem como
bloqueio da superficie eletroativa, uma vez que se trata de uma estrutura proteica nao
condutora.

Por fim, verificou-se a interagdo da nucleoproteina do hantavirus (Np) com o
anticorpo. A Np foi adicionada a superficie do eletrodo, utilizando 5,0 uL da solucdo
estoque (0,4 mg mL!) incubada a 4 °C por 1h. Analisando os voltamogramas obtidos,
FIGURA A1l - HAb-Np em azul, pode-se observar uma diminuicdo da intensidade de
corrente, que pode estar relacionado fundamentalmente com a interagdo da Np com o

anticorpo levando a formag¢do do imunocomplexo HAb-Np. O imunocomplexo, por sua
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vez, possivelmente bloqueia a superficie do eletrodo promovendo passivacdo da
superficie eletroativa, dificultando a difusdo da sonda até a superficie do eletrodo e
diminuindo transferéncias de elétrons. Como consequéncia, observa-se a diminuicdo da
intensidade dos sinais redox.

O processo de construcdo do imunossensor proposto também foi investigado
empregando EIS utilizando a sonda K3[Fe(CN)s]. Os resultados representativos estdo

apresentados na FIGURA A2.

FIGURA A2: (A) MEDIDAS DE IMPEDANCIA ELETROQUIMICA OBTIDAS PARA O PROTO-
PASTA IN NATURA —NAO IMPRESSO, APOS CADA ETAPA ENVOLVIDA NA CONSTRUCAO DO
IMUNOSSENSOR, UTILIZ ANDO A SONDA Kj[Fe(CN)s], 2,0 mmol L' EM KC1 0,1 mol L', 10 mV
DE AMPLITUDE. (B) RESULTADOS DE EIS SUMARIZADOS (n = 3; + DP).
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. HAb
. BSA
. N
~ ~
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7' kO Branco HAb BSA

FONTE: O Autor.

A partir dos dados obtidos por EIS, foi possivel construir os diagramas de Nyquist
(FIGURA A2) obtidos para cada etapa de montagem do imunossensor, com as mesmas
etapas descritas anteriormente. A partir do diagrama ¢ possivel verificar o mesmo padrao
de perfil obtido na voltametria ciclica, para a EIS. Observou-se uma diminui¢ao da
resisténcia a transferéncia de cargas (Rct) apos a imobilizagdo do anticorpo, de 2,72 kQ
(branco) para 1,70 kQ (HAD), que indica maior taxa de transferéncia de elétrons entre o
dispositivo e a sonda, possivelmente atrelado ao efeito de intera¢do eletrostatica da
superficie dos anticorpos com a sonda. O processo de ancoramento da BSA (FIGURA 26
—BSA, em verde) bloqueou sitios do dispositivo, aumentando a resisténcia para 2,22 kQ.
Por fim, a interacdo HAb-Np (FIGURA A2 — HAb-Np em azul) mostrou um acréscimo

de resisténcia a transferéncia de carga para 4,47 kQ, atrelado ao bloqueio da superficie
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devido a formagao do imunocomplexo. O estudo mostrou a potencialidade de aplicacdo
do filamento condutor para utilizagdo em ancoramento de proteinas e construcao de

IMUunNoSsSensores.
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ANEXOS 2

DISCIPLINAS CURSADAS
SIGLA DISCIPLINA CREDITOS CARGA CONCEITO
HORARIA

QUIM- SEMINARIOS D2 1 15H A
7039

QUIM- SEMINARIOS D1 1 15H A
7038

QUIM- PRATICA DE DOCENCIA EM 1 30H A
7024 QUIMICA

QUIM- QUIMICA AMBIENTAL 4 60H A
7025

QUIM- NOVAS TENDENCIAS NO 4 60H B
7046  TRATAMENTO DE RESIDUOS

PRPPG-  ESCRITA ACADEMICA EM 4 60H A
7000 INGLES

PRPPG- METODOLOGIA DE PESQUISA 4 60H A

7005 CIENTIFICA
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