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RESUMO

A infeccdo pelo virus Zika (ZIKV) tornou-se um grande problema de saude
pUblica ap6s a descoberta em 2016 de que um aumento alarmante no ndmero de recém-
nascidos com microcefalia no Brasil poderia estar associado a ocorréncia dessa doenca
viral durante a gravidez. A necessidade urgente de métodos simples de diagndstico que
permitissem um rastreamento rapido de casos suspeitos estimulou a busca de
dispositivos de baixo custo capazes de detectar sequéncias especificas de &cidos
nucléicos. O presente trabalho consistiu no desenvolvimento de filmes nanoestruturados
formados por bicamadas de polimeros conjugados para a detec¢do rapida por
fluorescéncia da presenca do DNA do virus Zika. Para isso, camadas alternadas de
polianilina (PANI) e polipirrol (PPY) foram inicialmente crescidas sobre a superficie de
folhas de polietileno tereftalato (PET). Os filmes obtidos foram entdo caracterizados por
MEV, UV-vis, FTIR-ATR e medidas do angulo de contato, e para sua utilizagdo como
supressores de fluorescéncia (“quenchers”) para o diagnostico da Zika foi usada um
cadeia simples de DNA, especifica para 0 ZIKV e marcada com um fluor6foro (ssDNA-
FAM). Para isso, a sonda ssSDNA-FAM foi imobilizada na superficie das peliculas
PANI-PPY/PET ou PPY-PANI/PET, do que resulta a extingdo da fluorescéncia.
Posteriormente, os filmes ao serem imersos em uma solucdo contendo o ssSDNA alvo
(fita de DNA complementar), ocorre a subsequente hibridizagdo da sonda imobilizada
no filme, com o seu alvo. Isso leva a uma alteracdo conformacional do DNA, que se
desprende do filme, ocasionando a recuperacdo da fluorescéncia. Na busca da
otimizacdo das propriedades dos filmes nanoestruturados, investigamos tanto a cinética
de imobilizacdo quanto a de hibridizacdo. Com isso, foi possivel identificar o tempo
necessario para que ocorra a saturacdo da interacdo entre o SSDNA-FAM e o filme (180
min) e também o tempo necessario para que aconteca a maxima hibridizagdo entre o
sSDNA-FAM e o DNA alvo (60 min). Com base nos parametros otimizados, estimamos
os limites de deteccdo como sendo 345 pmol/L e 278 pmol/L para os filmes PPY-
PANI/PET e PANI-PPY/PET, respectivamente. A simplicidade do procedimento, aliada
ao fato de que uma resposta positiva/negativa pode ser obtida em menos de 60 minutos,
sugerem que a proposta do uso desses filmes de bicamadas poliméricas é uma método
promissor para o desenvolvimento de testes rapidos de diagnostico molecular.

Palavras-chave: Polimeros intrinsecamente condutores. Virus Zika. Diagnostico
molecular. Fluorescéncia.



ABSTRACT

Zika virus (ZIKV) infection became a major public health problem after the
discovery in 2016 that an alarming increase in the number of newborns with
microcephaly in Brazil could be associated with the occurrence of this viral disease
during pregnancy. The urgent need for simple diagnostic methods that allow rapid
screening of suspected cases has stimulated the search for low-cost devices capable of
detecting specific sequences of nucleic acids. The present work consisted in the
development of nanostructured films formed by bilayers of conjugated polymers for the
rapid detection by fluorescence of the presence of Zika virus DNA. For this, alternating
layers of polyaniline (PANI) and polypyrrole (PPY) were initially grown on the surface
of polyethylene terephthalate (PET) sheets. The films obtained were then characterized
by MEV, UV-Vis, FTIR-ATR and contact angle measurements, and for their use as
guenchers for the diagnosis of Zika a single DNA strand specific for ZIKV, labeled with
a fluorophore (FAM-ssDNA). For this, the FAM-ssDNA probe was immobilized on the
surface of PANI-PPY/PET or PPY-PANI/PET films, resulting in a quenching of the
fluorescence signal. Subsequently, the films were immersed in a solution containing the
target sSDNA (complementary DNA strand), and the subsequent hybridization of the
immobilized probe with its target leads to a conformational change of the DNA chain,
which detaches from the film, causing fluorescence recovery. After investigating the
kinetics of immobilization and the kinetics of hybridization, we optimized the properties
of the nanostructured films. With this, it was possible to determine the time required for
saturation of the interaction between FAM-ssDNA and the film (180min) and the time
required for the maximal hybridization between FAM-ssDNA and target DNA (60 min).
The corresponding detection limits were estimated as 345 pmol/L and 278 pmol/L for
the PPY-PANI/PET and PANI-PPY/PET, respectively. The simplicity of the procedure
coupled with the fact that a positive/negative response can be obtained in less than 60
minutes suggests that the proposal of using these polymeric bilayer films represents a
promising methodology for the development of rapid molecular diagnostic tests.

Keywords: Intrinsically conductive polymers. Zika virus. Molecular diagnosis.
Fluorescence.
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1 INTRODUCAO

O virus da zika (ZIKV) que é transmitido pela picada do mosquito Aedes aegypti
(arbovirus), faz parte da familia Flaviviridae e do género Flavivirus, apresentando
associagao genética com outros do género Flavivirus também importantes, como o virus
da dengue, o da febre amarela e 0 do oeste do Nilo. A partir de 2016, um surto do virus
da Zika no Brasil, tornou-se um grande problema de saude publica, com a infeccdo viral
estando associada a casos graves de problemas neuroldgicos, como a sindrome
de Guillain-Barré em adultose a microcefalia em bebés nascidos de pacientes
infectadas. A necessidade urgente de métodos simples de diagnéstico de doencas
infecciosas que permitam um rastreamento rapido de casos suspeitos estimulou a busca
de dispositivos de baixo custo capazes de detectar sequéncias especificas de acidos
nucléicos. Ha alguns anos, o grupo de Polimeros N&o-convencionais (PNC), do
departamento de Fisica da UFPE vem desenvolvendo pesquisas em biossensores
poliméricos baseados em fluorescéncia. Um dos trabalhos recentes foi a investigacao de
um biossensor para o diagnéstico molecular utilizando filmes de polianilina (PANI) e
polipirril (PPY) crescidas em uma folha de PET, um método inicialmente desenvolvido
para a deteccdo de Leishmania infantum com resultados de deteccdo de 1.3 nM para
PANI e 1.1 nM para PPY. O presente trabalho foi voltado para o desenvolvimento de
filmes de bicamadas poliméricas (PANI-PPY/PET e PPY-PANI/PET) sobre folhas de
PET para o diagnostico molecular do ZIKV, e teve por objetivo melhorar as
propriedades do material, estabelecer o limite de deteccdo e examinar a viabilidade de
utilizacdo desses filmes em testes de diagnostico molecular com base em ensaios
fluorescentes.

Essa dissertagdo estd estruturada em cinco capitulos. No primeiro capitulo, €
apresentado a introducdo, e no segundo é feita a revisdo bibliografica, onde s&o
apresentados conceitos fundamentais sobre biossensores, polimeros, fluorescéncia,
acidos nucleicos e Zika. O terceiro capitulo é dedicado a apresentacdo dos materiais e
métodos, onde sdo descritos os materiais utilizados, bem como, a metodologia aplicada
para a realizacdo dos ensaios. No quarto capitulo sdo apresentados os resultados e as
discussoes. E, por ultimo, tens a conclusao do trabalho e as discussdes das perspectivas

para uma continuidade futura.
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2 CONCEITOS BASICOS

Neste capitulo, apresentaremos alguns tdpicos importantes para o
desenvolvimento deste trabalho, tais como uma breve revisdo sobre biossensores,
polimeros em geral, e polimeros condutores, fluorescéncia, acidos nucleicos e, por

altimo, uma revisao sobre o virus Zika.

2.1 Biossensores

Os biossensores sdo definidos como dispositivos capazes de converter
informagdes bioquimicas em um sinal mensurdvel. O sistema de reconhecimento de
biossensores se baseia em interacfes bioquimicas estabelecidas entre o receptor
biologico imobilizado em um transdutor e o analito de interesse (OLIVEIRA et al.,
2013). Em 1963, Clark e Lyons apresentaram o primeiro dispositivo de
biossensoriamento, um biossensor eletroquimico que utilizava a enzima glicose oxidase
para determinar o nivel de glicose no plasma sanguineo (HARPER; ANDERSON,
2010).

Nos dias de hoje, os biossensores sdo classificados de acordo com o tipo de
deteccdo, que pode ser direta (sensor de detec¢do direta ou sistema ndo reticulado) ou
indireta (sensor marcado ou sistema reticulado). No primeiro caso, a interacdo bioldgica
é medida de modo direto utilizando um ligante ndo-catalitico, como receptores celulares
ou anticorpos. Ja na deteccdo indireta sdo utilizados anticorpos marcados ou elementos
cataliticos, como enzimas (CALIL; ROBERTO, 2011).

Para a obtencdo de bons biossensores sdo necessarias algumas caracteristicas
como a seletividade (habilidade de descriminar a espécie de interesse em meio a outras
espécies presentes), faixa de sensibilidade (capacidade de deteccdo do analito), tempo
de vida util, estabilidade operacional (resposta da variacdo do biossensor em funcéo dos
diferentes fatores) e pequeno tamanho (possibilitando simples instalacdo e
monitorizagdo) (DIAS, 2014). Os principais constituintes de um biossensor s&o um
componente biologico (receptor), o sistema de transducéo (transdutor) e um sistema de
processamento de dados e registro (Fig. 1).
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Figura 1 Composicdo de um biossensor e organizagdo dos seus componentes. (a) componente
bioldgico, onde é feita a deteccéo do analito-alvo; (b) transdutor, onde o sinal é convertido, e (c) sistema de
processamento de dados, onde o sinal de resposta é gerado.

O componente biologicamente ativo, o responsavel pela especificidade do
biossensor, possibilita a interacdo com o analito. A ligacdo entre eles gera uma resposta,
produzindo alteracbes em um ou mais parametros fisico-quimicos (como modificacdo
de pH, a transferéncia de elétrons, variacdo de massa, transferéncia de calor, liberagcdo
de gases ou ions). O elemento de reconhecimento biol6gico podem ser enzimas,
oligonucletideos, anticorpos, organelas, aptdmeros ou microrganismos, entre outros.

O transdutor é o componente que processa as alteracBes provocadas pela
interacdo entre o receptor e a molécula de interesse e as transforma em um sinal que
pode ser eletronicamente visualizado, amplificado e armazenado. O sistema de
processamento € responsavel por filtrar, amplificar e analisar o sinal transduzido,
transmitindo-o para um monitor ou armazenando-o em algum dispositivo. O biossensor
detecta quantitativa e/ou qualitativamente a resposta, produzindo um sinal elétrico cuja
intensidade depende da concentragcdo da molécula alvo (OLIVEIRA et al., 2013).

Os biossensores podem ser classificados de acordo com o receptor bioldgico,
tipo de deteccdo ou por uma combinacdo dos dois. Com base no elemento bioldgico
utilizado, o biossensor, pode ser biocatalitico (enzimas, células ou tecidos) ou por
bioafinidade (antigenos, anticorpos ou fragmentos de DNA). Com relacdo ao
mecanismo de transducdo, os biossensores podem ser eletroquimicos (amperométricos;
potenciométricos; condutimétricos — a depender do seu principio de medicéo),
piezoelétricos, 6ticos ou calorimétricos (DIAS, 2014; OLIVEIRA et al., 2013).

Os biossensores eletroquimicos se baseiam na medicdo da corrente produzida
por uma reacdo quimica entre espécies quimicas eletroativas. Os biossensores

eletroquimicos podem ser divididos em amperométricos (pela diferenca de corrente



16

elétrica decorrente da oxidacdo ou reducdo eletroquimica), potenciométricos (diferenca
de voltagem decorrente da diferenca de potencial entre o eletrodo indicador e o de
referéncia) ou condutimétricos (pela medida de mudanca da condutancia) (CALIL;
ROBERTO, 2011).

Por sua vez, o funcionamento de biossensores piezoelétricos se baseia na medida
de alteragdo de massa ou nas propriedades da propagagdo da onda ressonante devido a
sorcdo ou dessorcao de espécies quimicas. Para isso, sdo muito utilizados os cristais de
quartzo, pelo fato de serem eles muito sensiveis as variacGes de massa. Os biossensores
Gticos registram a variacdo da luminosidade (luminescéncia, fluorescéncia) decorrente
de uma reacdo quimica ou bioldgica. J& os biossensores calorimétricos medem a
mudanca de temperatura que acompanha reacdes bioquimicas entre uma substancia
biologicamente ativa e o analito (CALIL; ROBERTO, 2011; DIAS, 2014; MEDEIROS
etal., 2012a).

Essa diversidade de biossensores abre espaco para a utilizacdo de varios
materiais no biossensoriamento. Uma classe de materiais que vem atraindo interesse € a
dos polimeros conjugados, que podem ser utilizados como matrizes para a imobilizacédo
de biomoléculas, e assim servir como intermediarios nos processos de interacdo entre o
receptor e o analito e na transducdo do sinal. Esses polimeros sdo utilizados com o
intuito de melhorar a sensibilidade, o tempo de resposta e o limite de deteccdo dos
biossensores. Biossensores poliméricos sdo encontrados em uma diversidade de
aplicacdes, que vdo do diagnostico de doencas até a determinacdo de contaminantes na
agua (OLIVEIRA et al., 2013).

Dessa forma, os polimeros conjugados tém ganhado grande destaque na ciéncia
e tecnologia de sensores e biossensores. Suas principais caracteristicas responsaveis por
isso estdo associadas a essa grande diversidade de polimeros conjugados, que sao
materiais baratos e permitirem a realizacdo de analises relativamente rapidas ao se
ligarem a moléculas biologicas (MEDEIROS et al., 2012a). Exemplos de imobilizagdo
de moléculas bioldgicas em polimeros o uso através de enzimas como um biossensor
para glicose (MAZEIKO et al., 2013; YUAN; GAPONIK; EYCHMULLER, 2012), de
anticorpos (CUI et al., 2016), e de acidos nucleicos (LIU et al., 2013;
RADHAKRISHNAN et al., 2013; WANG et al., 2017; WILSON et al., 2012; ZHANG
et al., 2013), dentre outros.



17

2.2 Polimeros

Polimeros sdo macromoléculas compostas por muitas unidades (chamadas
meros) que se repetem, e que estdo ligadas entre si por ligacdes covalentes. O termo
polimero, que deriva do grego poli (muitos) e meros (unidades de repeticdo), foi criado
por Berzelius, em 1832, para indicar compostos de pesos moleculares maltiplos, em
contraposicdo ao termo isbmero, empregado para compostos de mesmo peso molecular,
porém de estruturas diferentes. Uma Unica unidade repetitiva é chamada monémero, que
¢ a unidade béasica que da& origem aos polimeros através de uma reacdo quimica
chamada de polimerizagdo (CALLISTER; RETHWISCH, 2007; CANEVAROLO JR.,
2006; MANO; MENDES, 2004).

Os polimeros podem ser de origem natural como 0s provenientes de plantas ou
de animais (como borracha, algoddo, 18, couro e seda) ou também proteinas, amido e
celulose (moléculas importantes dos sistemas bioldgicos) ou sintética, quando formados
a partir de pequenas moléculas organicas, como o polipropileno (PP), o poli(tereftalato
de etileno) (PET), o polietileno (PE) e o poli(cloreto de vinila) (PVC) (CALLISTER;
RETHWISCH, 2007; SPINACE; PAOLLI, 2005).

Os polimeros podem ser classificados de acordo com seu comportamento
térmico (termofixos ou termoplasticos), sua origem (naturais ou sintéticos), regularidade
espacial (isotaticos, sindiotaticos ou ataticos), natureza de unidade repetitiva
(homopolimeros ou copolimeros), tipo de cadeia (linear, ramificada ou reticulada) e
com a natureza da sintese (polimerizacao de adi¢do ou por condensacao) (CALLISTER;
RETHWISCH, 2007; CANEVAROLO JR., 2006).

Na década de 1920, Staudinger apresentou argumentos sugerindo que a borracha
natural e outros produtos de sintese seriam constituidos por moléculas de cadeias muito
longas, e ndo por agregados coloidais de pequenas moléculas, como se acreditava na
época. No entanto, apenas na iminéncia da Segunda Guerra Mundial, com a limitagéo
no suprimento do produto natural, ocorreu a necessidade da producdo da borracha
sintética; com isso, 0s polimeros sintéticos passaram a ser produzidos em maior
quantidade e variedade, passando a ser melhor investigada sua sintese, composicéo e
propriedades (CANEVAROLO JR., 2006; FAEZ et al., 2000; MANO; MENDES,
2004).

Atualmente, tanto do ponto de vista pratico quanto econémico, 0s polimeros

mais importantes sdo o0s sintéticos, que desde a segunda metade do século 20 passaram a
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ser a principal fonte da industria, criando um forte elo entre a quimica e a engenharia de
materiais. Tradicionalmente, os polimeros eram usados na industria elétrica como
isolantes. Logo, pela incorporacdo de fibras metélicas e negro de fumo na matriz
polimérica, foi possivel obter polimeros com menor resisténcia elétrica, que poderiam
ser utilizados em blindagem contra radiacGes eletromagnética. Esses polimeros foram
classificados como condutores extrinsecos. Por volta dos anos 70, o poliacetileno
dopado foi sintetizado sob a forma de filmes que apresentavam um comportamento
intrinsecamente eletroativo e condutividade elétrica da mesma ordem que a de alguns
metais, 0 que abriu novos horizontes para a comunidade cientifica (WAN;
GALEMBECK; GALEMBECK, 2001; ZOPPI; DE PAOLI, 1993).

2.2.1 Polimeros intrinsecamente condutores — PIC

Tem sido crescente, nos ultimos anos, o interesse pelas propriedades de
materiais poliméricos que possuam condutividade elétrica comparavel com a dos
metais, 0s assim chamados polimeros condutores. Esses polimeros intrinsecamente
condutores (PIC) sdo de natureza conjugada e formam uma classe de materiais que
conduzem corrente elétrica sem necessidade de incorporacdo prévia de cargas
(CALLISTER; RETHWISCH, 2007; FAEZ et al., 2000). Eles sdo formados por cadeias
de hidrocarbonetos que possuem duplas ligacbes alternadas, o que facilita a
deslocalizacdo dos elétrons através do sistema conjugado, e podem passar de isolante a
condutor atraves de processos reversiveis de oxidacdo e redugdo (FAEZ et al., 2000;
INZELT, 2008; ZOPPI; DE PAOLLI, 1993).

Esses polimeros condutores, que podem ser empregados em uma grande
variedade de aplicagGes, possuem baixa densidade e sdo altamente flexiveis, sendo
ainda faceis de serem produzidos. Eles tém encontrado uso em areas como eletrodos (de
baterias recarregaveis, sensores e capacitores), musculos artificiais (transdutores
mecanicos para robotica), LEDs (monitores e mostradores), protetor antiestatico
(microeletronica), anticorrosivos (tintas), células solares (fonte alternativa de energia)
(CALLISTER; RETHWISCH, 2007; FAEZ et al., 2000; HUMMELGEN; ROMAN;
LIMA, 1998).

Os PICs foram descobertos de maneira fortuita em 1976, no Instituto de
Tecnologia de Téquio, por H. Shirakawa. Na tentativa de sintetizar o poliacetileno (até
entdo produzido sob a forma de um pd preto), um estudante de Shirakawa obteve um
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filme prateado semelhante a uma folha de aluminio: acidentalmente, ele havia usado
uma quantidade 1000 vezes maior do catalisador. Shirakawa, em colaboragdo com A.G.
MacDiarmid e A.J. Heeger, constatou que apds a dopagem com iodo, o filme que era
prateado se transformava em uma folha metélica dourada, com sua condutividade
elétrica aumentada por varias ordens de grandeza (FAEZ et al., 2000). No ano 2000,
Shirakawa, MacDiarmid e Heeger ganharam o prémio Nobel de Quimica pela
descoberta dos polimeros condutores. Desde entdo muitos outros polimeros condutores
foram desenvolvidos.

Entre os polimeros intrinsecamente condutores, os mais estudados s&o o
poliacetileno, a polianilina, o polipirrol e o politiofeno, o poli(p-fenileno) e o poli(p-
fenileno vinileno), cujas estruturas e condutividades estdo representadas na Tabela 1
(MATTOSO, 1996). O poliacetileno tem o maior valor de condutividade dentre os
polimeros, igualando-se & do cobre, 10° Siemens/centimetro (S/cm).

Tabela 1 Estrutura dos principais polimeros intrinsecamente condutores.

s Condutividade
Estrutura Quimica

(S.cm™)

Poliacetileno WEI/ 10° a 10°
n

H H
Polianilina
n
H H

AR E

Polipirrol - E \ m

600

n

Poli(p-
nene OO0~ 00

/o N
.. S s
Politiofeno » g ) g

Poli(p-fenil
O\I/ir;”:::))eno @ h @ / @ A @ ) '

Fonte: FAEZ et al., 2000
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Os PICs podem ser sintetizados por trés métodos de polimerizacéo, a quimica, a
eletroquimica e a fotoeletroquimica, sendo a primeira a mais utilizada na inddstria por
proporcionar uma grande quantidade de material. Durante a polimerizacao, ou por via
de reacOes de oxi-reducdo, defeitos estruturais méveis surgem naturalmente na cadeia
polimérica; esses defeitos sdo responsaveis pela condutividade, pois a oxidacdo ou
reducdo da cadeia remove ou adiciona elétrons causando os defeitos (FAEZ et al., 2000;
MEDEIROS et al., 2012b).

Quando elétrons sdo retirados/adicionados na cadeia, ha a formacdo de cargas
deslocalizaveis, com os contraions (dopantes) inseridos de modo a equilibrar a carga da
cadeia polimérica. Através da dopagem é possivel controlar a condutividade elétrica e
as propriedades eletroquimicas e eletrocrémicas dos PICs. Como nos semicondutores
inorganicos, a dopagem pode ser do tipo n (introducdo de um excesso de elétrons) ou do
tipo p (excesso dos buracos), mas ao contrario deles, os atomos ou moléculas dopantes
ndo substituem ou ocupam um lugar na estrutura covalente dos polimeros
(CALLISTER; RETHWISCH, 2007; MEDEIROS et al., 2012b; ZOPPI; DE PAOLI,
1993).

2.2.1.1 Propriedades da conduc¢éo dos polimeros conjugados

Por possuirem propriedades elétricas, magnéticas e Opticas semelhante a metais
e semicondutores, os polimeros intrinsecamente condutores sdao chamados também de
“metais sintéticos”. No entanto, um termo mais apropriado seria chama-los de
“polimeros conjugados”, porque sdo formados por cadeias contendo ligagdes CC duplas
e simples conjugadas, como mostrado na Tabela 1 (FAEZ et al., 2000).

Uma primeira explicacdo da condutividade elétrica desses polimeros toma como
base 0 modelo de bandas, semelhante ao caso dos semicondutores inorganicos. Na
linguagem da fisica do estado solido, quando um agregado de a&tomos forma um sélido,
o0 principio de exclusdo de Pauli é obedecido, de modo que dois elétrons de mesmo spin
ndo podem ocupar o mesmo nivel de energia, 0 que resulta no aparecimento de um
grande numero de estados de energia muito proximos. Isso da origem a formacéo de
bandas, isto é, faixas de energia permitidas. Em um semicondutor ou em um isolante, os
niveis de energia mais baixo sdo ocupados, formando a banda de valéncia (BV),
enquanto os de energia mais alta formam a banda de conducédo (BC), que é desocupada,
com o aparecimento da chamada faixa de energia proibida entre essas duas bandas, o
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chamado band gap (ou “hiato”), que determina as propriedades elétricas inerentes ao
material, se semicondutor ou isolante (FAEZ et al., 2000; MEDEIROS et al., 2012b;
ZOPPI; DE PAOLL, 1993).

Quimicamente, o orbital ocupado de mais alta energia (HOMO; highest
occupied molecular orbital) e o desocupado de mais baixa energia (LUMO; lowest
unoccupied molecular orbital) correspondem, respectivamente, aos limites superior da
banda de valéncia e inferior da banda de condugéo, (sendo E4 a diferenca entre eles)
(Fig. 2) (HUMMELGEN; ROMAN; LIMA, 1998).

N N

;

Energia
Energia
Energia

N gap Eg
gap
HOMO
Banda de Banda de Banda de
valéncia valéncia valéncia
Metal Semicondutor Isolante

Figura 2 Diagrama de energias com distribuicéo das bandas de valéncia e conducéo de metal,
semicondutor e isolante.

Assim, as propriedades elétricas de um material sdo determinadas pela estrutura
dessas bandas de energia. Se o band gap for nulo, e existir apenas uma Unica banda semi
preenchida, o material sera um condutor (metal). A diferenca entre semicondutores e
isolantes é o valor da energia de separacdo (band gap): para os semicondutores, o gap é
moderado (de ordem de alguns eV), enquanto que para 0s isolantes essa separagdo é
bem maior. No caso dos semicondutores, a promocéao de elétrons da banda de valéncia
para niveis desocupados se faz possivel, sendo fortemente dependente da temperatura
(MEDEIROS et al., 2012b; MELO, 1987).

Por si sd, o modelo de bandas ndo consegue explicar a condutividade dos
polimeros condutores, pois a condutividade ndo estaria ligada ao movimento de elétrons
desemparelhados, mas ao transporte eletrénico via defeitos estruturais na cadeia
polimérica. No caso da oxidacdo, quando acontece a remocdo de um elétron da cadeia,
ha a formacg&o de um cétion radical (chamado de pélaron) (Fig. 3b); a redistribuicdo de
elétrons 7 distorce a molécula localmente, com os anéis aromaticos passando para a

forma quinoide. Quando um segundo elétron € removido do pélaron, ocorre a formagéo
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de um bipdlaron (dication) (Fig. 3c). Estudos demonstram que o bip6laron é
termodinamicamente mais estavel do que dois pélarons préximos, devido a repulsdo
coulémbica de duas cargas confinadas em um mesmo sitio (FAEZ et al., 2000;
MEDEIROS et al., 2012b).

LUMo

HOMO

Figura 3 Esquema dos defeitos estruturais e da faixa proibida (gap) do polipirrol neutro (a), p6laron
(b) e bipolaron (c).

Muito embora exista uma grande diversidade de polimeros condutores, nesta
dissertacdo iremos tratar especificamente da polianilina e do polipirrol, os polimeros

base de nosso estudo.

2.2.1.2 Polianilina

A polianilina (PANI) é obtida pela polimerizagdo do mondmero anilina, cuja
férmula estrutural é mostrada na Figura 4. A PANI se constitui na classe especial dos
polimeros condutores que podem ser dopados por protonacdo (ou seja, incorporacdo de
prétons, sem a mudanca do numero de elétrons da cadeia polimérica) (MATTOSO,

1996). Este polimero e seus derivados vém ganhando grande destaque nos ultimos anos
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devido a sua estabilidade quimica e ambiental, boa processabilidade, facilidade de
polimerizagédo e dopagem, e o baixo custo de seu monémero. Estas propriedades fazem
da polianilina um polimero promissor para varias aplicacdes tecnoldgicas, sendo
inclusive, j& empregado ha muito tempo na inddstria (FRANCA; DALL’ANTONIA,
2007; MATTOSO, 1996).

NH,

Figura 4 Estrutura molecular da anilina.

Na literatura cientifica, a polianilina (conhecida como negro de anilina - aniline
black) foi descrita pela primeira vez em 1862 por H. Letherby, muito embora fosse
conhecida desde 1834, quando era usada, provavelmente, para tingir algoddo. No inicio
do século XX, varios quimicos organicos comecaram a investigar a constituicdo do
negro de anilina, e Green e Woodhead descreveram muitos aspectos da polimerizacao
oxidativa e os diferentes estados de oxidagéo da polianilina.

Depois de algumas décadas, alguns artigos foram publicados analisando o efeito
de &cidos sobre suas propriedades eletroquimicas e em sua condutividade, mas sem
progressos significativos. Tais avancos sé vieram a ocorrer apds o descobrimento dos
PICs, fazendo com que a polianilina fosse o primeiro polimero condutor a encontrar
aplicacdes comerciais (MEDEIROS et al., 2012b; NEVES, 1997).

Sua composicdo quimica (na forma ndo dopada) é representada por uma
estrutura geral formada, respectivamente, por y e (1-y) unidades repetitivas das espécies

reduzida e oxidada (Fig. 5).

@@%@@

itrogénio amina Nitrogénio imina "

Figura 5 Estrutura da polianilina na forma de base (ndo dopada).
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O valor de y pode variar continuamente entre 0 e 1. Quando y = 1, obtém-
se um polimero completamente reduzido, que apresenta apenas nitrogénios amina.
Quando y = 0, obtém-se um polimero completamente oxidado, que contém apenas
nitrogénios imina. A polianilina pode ocorrer em diferentes estados de oxidacdo, sendo
as principais a leucoesmeraldina (forma totalmente reduzida), a base esmeraldina e o sal
esmeraldina (formas parcialmente oxidadas), e a pernigranilina (forma totalmente
oxidada) (Tabela 2) (MAIA et al., 2000).

Tabela 2 Os quatro estados de oxidagdo mais importantes da polianilina: leucoesmeraldina,

esmeraldina (isolante e condutora) e pernigranilina.

Absorc¢ao
Estado de . .
Estrutura maxima Cor Caracteristica

Oxidacao

(nm)

H H H H
@} N—(@LN 1@N @\_&_ Isolante
Leucoesmeraldina - -n 310 Amarela  (completamente
reduzida)
r H H H H Condutora
-’O N ) &'@ &J"N 320,420,
Sal esmeraldina L ! ' O }. 800 Verde (parcialmente
oxidada)
[ C H 2 H C H C 'ﬁ} Isolante
-1 IN: N N N
- n 320,620 Azul

Base esmeraldina (parcialmente
oxidada)
Isolante

H H H H
Pernigranilina C ¥ C " C " C N}r 320,530 Pdrpura  (completamente

oxidada)

Fonte: FAEZ et al., 2000

A formula geral descreve apenas as estruturas basicas do polimero. No entanto,
quando a PANI é dopada por protonacao os nitrogénios iminicos e aminicos podem ser
total ou parcialmente protonados, a depender do pH da solucdo. Diferentemente dos
outros polimeros poliaromaticos, o estado completamente oxidado da polianilina nao é
condutor, mas o estado moderadamente oxidado se torna condutor, quando protonado.
O sal esmeraldina é a forma estrutural onde a polianilina alcanca os maiores valores de
condutividade (MAIA et al., 2000; MEDEIROS et al., 2012b).



25

A polimerizagdo é um processo onde unidades monoméricas se ligam, uma a
uma, para formar uma macromolécula linear. A polimerizacdo em cadeia acontece em
trés etapas: iniciacdo (geracdo do centro ativo), propagacdo (crescimento da cadeia e
transferéncia do centro ativo de mondmero em mondmero) e terminagdo
(desaparecimento do centro ativo) (CALLISTER; RETHWISCH, 2007). Na Figura 6

sdo mostradas os mecanismos da sintese eletroquimica da polianilina.
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Figura 6 Etapas de polimerizagéo eletroquimica e dopagem da polianilina (MEDEIROS et al.,
2012).
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A polianilina pode ser sintetizada através de oxidacdo quimica ou eletroquimica
em meio &cido, com a escolha do método a ser utilizado dependendo da aplicacéo
pretendida. A sintese quimica da polianilina pode ser realizada utilizando-se uma
variedade de agentes oxidantes (como 0 (NH4)2S20g), MnO,, Cr,04, H20,, K,Cr,07,
KCIO3) e meios &cidos. Alguns dos meios acidos utilizados sdo: inorgéanicos (HClI,
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H,SO4, H,PO4, HCIO,4, HPFg), poliacidos (poli(vinil sulfénico) - PVS e poli( estireno
sulfonico) — PSS) e &cidos funcionalizados (canforssulfonico - CSA e dodecilbenzeno
sulfénico - DBSA). O sistema mais utilizado é o persulfato de aménio em solucdes
aquosas de HCI com pH entre 0 e 2, por apresentar bom rendimento e condutividade ao
polimero sintetizado (Fig. 7) (FAEZ et al., 2000; FRANCA; DALL’ANTONIA, 2007).

H
|
n

Figura 7 Principal método de sintese da polianilina (FAEZ et al., 2000).

A sintese eletroquimica acontece pela oxidacdo anoddica da anilina em um
eletrodo de metal inerte como a platina ou o ouro, vidro condutor ou outros materiais,
como o carbono vitreo. Os métodos de eletropolimerizacdo mais utilizados sdo os de
corrente e potencial controlados. O eletrélito deve ser uma solucdo acida (HCI, H,SOq,
HNO; etc.) o que influencia em propriedades como condutividade, massa molar,
solubilidade do polimero produzido (MEDEIROS et al., 2012).

Devido a facilidade e a versatilidade dos métodos de sintese da polianilina (e de
seus derivados), ela pode ser preparada de modo a apresentar caracteristicas especificas,
dependendo do dopante escolhido efou das condigdes utilizadas (FRANCA;
DALL’ANTONIA, 2007). Quando a base esmeraldina (EB) (isolante) se encontra na
presenca de um acido de Bronsted (ou seja, uma espécie doadora de protons), ocorre a
formacdo de um sal de esmeraldina (ES). O acido comumente usado é o HCI, que
possui um alto grau de dissociacdo em meio aquoso, sendo portanto um &cido forte
(MEDEIROS et al., 2012b). A reacdo de protonacdo ocorre principalmente nos
nitrogénios iminicos da polianilina. Além da elevada condutividade elétrica (que pode
chegar a ser de ordem de 10> S.cm™, outra propriedade interessante da polianilina é a
capacidade de exibir diferentes colora¢des quando séo variadas as condi¢Ges de pH ou o
potencial elétrico. Em geral, a condutividade aumenta com o aumento na temperatura,
massa molar, umidade, nivel de dopagem e graus de cristalinidade e de estiramento
(FAEZ et al., 2000; MEDEIROS et al., 2012b).

Devido a essas propriedades da PANI encontrou uso em muitas aplicagdes
tecnoldgicas, como na blindagem eletromagnética (EL-SHAZLY; AL-TURAIF, 2012;
MUTHUKUMAR; THILAGAVATHI; KANNAIAN, 2015), e desenvolvimento de
supercapacitores (SALUNKHE et al., 2014; WANG et al., 2015), fotodetectores UV
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(WANG et al., 2016), celulas solares (GIZZIE et al., 2016; PARK et al., 2015),
musculos artificiais (ZHANG et al., 2018), dentre muitas outras.

2.2.1.3 Polipirrol

O polipirrol (PPY) é obtido pela polimerizagdo do mondmero pirrol, cuja
férmula estrutural esté representada na Fig 8. Assim como as polianilinas, o PPY e seus
derivados sdo um dos polimeros condutores mais estudados (MEDEIROS et al., 2012b).
Ele é particularmente promissor devido a sua boa estabilidade ambiental, facil sintese e
alta condutividade, quando comparado a muitos outros polimeros condutores
(CHOUGULE et al.,, 2011). O PPY permanece estdvel ndo apenas em condi¢des
ambientais normais, mas, se mantida inerte a atmosfera, suporta temperaturas elevadas,

devido a seu baixo potencial de oxidacdo.

Figura 8 Estrutura molecular do pirrol.

A sintese quimica do polipirrol foi realizada pela primeira vez por A. Angeli e L.
Alessandro, em 1916, usando o peroxido de hidrogénio como oxidante e uma solucéo
acida. No entanto, mais de 50 anos se passaram, até que em 1968 o primeiro artigo foi
publicado descrevendo sua sintese e suas propriedades condutoras. Essa sintese foi
realizada pelo método eletroquimico, usando eletrodos de platina e uma solucdo de
pirrol em &cido sulfdrico 0,1 N, do que resultou o primeiro filme de polipirrol estavel
(MEDEIROS et al., 2012b). Em 1979, também por via eletroquimica, Diaz e Kanazaw,
conseguiram obter filmes espessos de polipirrol que apresentavam boas propriedades
elétricas, forte adesdo a alguns metais e boa estabilidade, despertando assim o interesse
pelo estudo desse polimero ( DIAZ; KANAZAW, 1979).

Devido a essas boas propriedades e as melhorias associadas ao uso de solventes

organicos e eletrdlitos diferentes, a polimerizacdo eletroquimica se tornou o método
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mais utilizado na sintese do polipirrol. Na Fig. 9 € ilustrado o mecanismo de
polimerizacdo eletroquimica do polipirrol.

Oxidagéo do mondmero Formas de ressonéncia
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Figura 9 Mecanismo de polimerizacéo eletroquimica do pirrol (SILVA, 2010).

A polimerizacdo eletroquimica é iniciada com a oxidacdo do monémero pirrol a
radical cation (centro ativo) no anodo. A partir dai, 0s mondémeros vdo se juntando
através do acoplamento dos radicais e comeca o alongamento da cadeia. Quando a
cadeia atinge um determinado tamanho, ela se torna insollvel e comeca a precipitar
sobre o anodo, o eletrodo de trabalho. Os polimeros condutores sdo preparados,
eletroguimicamente na presenca de solvente adequado na presenca de eletrolitos e do
contra-anion de dopagem (SILVA, 2010). Os contra-ions que sdo incorporados a sintese
para que seja mantida a eletro-neutralidade do sistema, o que influencia fortemente as
propriedades do material, sendo possivel a modulacdo dessas propriedades conforme a
aplicacdo desejada (ARANTES et al., 2008).

O PPY também pode ser polimerizado quimicamente, sendo o cloreto férrico o
oxidante mais utilizado, (o persulfato de amonio pode ser também usado, assim como
na sintese da polianilina). Por sua vez, a escolha do solvente € limitada, uma vez que
este deve ser compativel com 0 mondmero e 0 agente oxidante. A sintese quimica é de
grande interesse, pois é mais facil de ser realizada em grande escala e resulta na
formacéo de pds ou dispersdes coloidais (MEDEIROS et al., 2012b).
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O mecanismo de conducdo do polipirrol também se baseia na criagdo de defeitos
conformacionais. Durante a sintese do polimero, a aplica¢do do campo positivo, leva a
formacgdo dos polarons e dos bipolarons. No estado de oxidacdo mais baixo ha a
formacéo dos pdlarons e bipolarons, enquanto que nos estados de oxidacdo mais altos
ha a formac&o dos bipdlarons, pois ocorre a retirada de um elétron do nivel polarénico,
0 que gera o bipdlarons (Fig. 10). Essas estruturas sdo responsaveis pela conducao
elétrica, pois levam ao aparecimento dos estados eletrdnicos no meio da banda proibida
de energia, 0 que facilita a passagem de elétrons da BV para a BC (MEDEIROS et al.,
2012b; SILVA, 2010).

a) H H H

Figura 10 Esquema dos defeitos estruturais do polipirrol neutro (isolante) (a) pdlaron (condutora) (b)
e bipdlaron (condutora) (c).

Juntamente com a polianilina, o polipirrol e seus derivados representam a classe
de PICs mais estudadas e investigadas para aplicacfes tecnoldgicas. O PPY encontra
aplicacdo em sensores eletroquimicos (DAI et al., 2016), dispositivos eletrocromicos
(DE PAOLI et al., 1999; DULGERBAKI; OKSUZ, 2016) e sensores de gas (NAVALE
et al., 2014; PARK et al., 2014; RAD et al., 2015). Ele pode ainda ser usado na
construcdo de supercapacitores (SHI et al., 2014), membranas funcionais (ZHAO et al.,
2015), e em revestimentos anticorrosivos (ARAVINDAN; SANGARANARAYANAN,
2016; PAN et al., 2016), entre outras aplicagdes.
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2.3 Fluorescéncia

Existem materiais que absorvem energia e a reemitem na forma de luz, no
evento conhecido como luminescéncia, que corresponde a emissdo de fotons na regido
ultravioleta, visivel ou infravermelho por uma espécie eletronicamente excitada. O
termo vem do latim lumen, que significa luz. A luminescéncia é conhecida também
como “luz fria”, por ndo requerer altas temperaturas e ndo produzir calor perceptivel, ao
contrario do caso da incandescéncia. De acordo com o modo de excitacdo, a
luminescéncia pode ser classificada em: fotoluminescéncia (absorcdo de luz),
radioluminescéncia (radiacdo ionizante), catodoluminescéncia (raios catddicos),
eletroluminescéncia (campo elétrico), quimioluminescéncia (processos quimicos) e
bioluminescéncia (processos bioquimicos) (Fig. 11) (CALLISTER; RETHWISCH,
2007; LAKOWICZ, 2006).
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Figura 11 Interages da luz com a matéria.

O termo luminescéncia foi introduzido em 1888 pelo fisico alemdo Eilhard
Wiedemann, para descrever todos os fenémenos de luz, exceto os relativos ao aumento
da temperatura, ou seja, os fendmenos incandescentes. Mas, antes da introducéo desse
termo, outra expressdo ja tinha sido usada, a fluorescéncia, por Gabriel Stokes, fisico e
matematico escocés, que em 1852 deu a primeira explicacdo para o fenémeno da

emissdo observando o efeito da luz ultravioleta sobre o quartzo (VALEUR, 2001).
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A fotoluminescéncia, que trata da emisséo de luz através da absorcdo de fétons,
pode ser dividida em fluorescéncia e fosforescéncia. A diferenca entre elas depende da
amplitude do tempo de atraso entre os fendmenos de absor¢do e remissdo, ou seja, da
duracdo da emissdo apOs o fim da excitacdo. Quando a emissdo de luz cessa
simultaneamente ao fim da excitacdo, ocorrendo em tempos inferiores a um segundo
(10% s, esse fendmeno é conhecido como fluorescéncia. Se esse tempo for mais longo
(10° a 10° s), o fendmeno sera descrito como fosforescéncia, onde a luz emitida
permanece apds o fim da excitacdo. Por um longo tempo depois da insercdo do termo
fluorescéncia, a diferenciacdo entre fluorescéncia e fosforescéncia foi fundamentada
dessa maneira (CALLISTER; RETHWISCH, 2007; LAKOWICZ, 2006).

Mas, por volta de 1929, Francis Perrin dava inicio as discussdes sobre a
fosforescéncia propondo a presenca de um estado metaestavel antes da emissdo das
espécies excitadas. Em 1935, o Professor Alexander Jablonski explicou os processos
que ocorrem entre a absorgéo e a emisséo de luz. O diagrama Perrin-Jablonski (Fig. 12)
¢ apropriado para visualizar de forma simples esses processos: absorcdo de fotons,
conversdo interna, fluorescéncia, cruzamento intersistema e fosforescéncia. Esse
diagrama € empregado em uma diversidade de formas, para demonstrar 0s varios
processos moleculares que podem ocorrer em estados excitados (LAKOWICZ, 2006;
VALEUR, 2001; VALEUR; BERBERAN-SANTOS, 2011).

As linhas horizontais indicam os niveis vibracionais de um determinado estado
eletronico. O diagrama mostra os diferentes niveis de energia para uma molécula
fotoluminescente. O nivel Sy representa o estado singleto fundamental, j4 0 S; e S, s@o
estados singletos excitados, e T; o estado tripleto. E chamado de estado singleto aquele
em que a multiplicidade (M=2S+1) ¢ igual a 1. Isso acontece quando um dos dois
elétrons de spins opostos é promovido a um orbital molecular de energia superior e seu
spin ¢, em principio, inalterado, de modo que o nimero quantico total de spin (S = Xsi,
com si = + % ou — % ) permanece igual a zero. J& quando o elétron é promovido para
um orbital de energia superior e tem seu spin alterado, ou seja, 0s dois elétrons tém
spins paralelos, o nimero quantico total do spin é 1 e a multiplicidade é 3 (Fig. 13).
Esse estado € chamado de estado tripleto porque corresponde a trés estados de mesma
energia (VALEUR, 2001).


https://www.sinonimos.com.br/insercao/

32

Conversao interna

€ | — = = —

Cruzamento T,
intersistemas

Fosforescéncia

Absorg¢do
Fluorescéncia

SO A A A

Figura 12 Diagrama simplificado de Perrin-Jablonski. As linhas tracejadas se referem aos processos
nao radiativos e as linhas continuas aos processos radiativos (LAKOWICZ, 2006).

Quando h& a absorcdo de fotons, ocorre uma transicdo do estado fundamental
para um estado excitado. O excesso de energia pode ser dissipado através de dois tipos
de processos, 0s radiativos e ndo radiativos, como a emissdo de luz ou a perda de calor,
respectivamente. A absorcdo ocorre de modo rapido (10™ s) se comparado com os
outros processos (VALEUR, 2001).
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estado estado estado
fundamental excitado excitado
singleto tripleto

Figura 13 Distingdo entre os estados singleto e tripleto (VALEUR, 2001).

A converséo interna é uma transi¢do nao radiativa entre dois estados de mesma
multiplicidade de spin. Em solugdo, o excesso de energia vibracional se dissipa
imediatamente, como resultado das colisbes entre as moléculas excitadas e as do
solvente. Esse processo é chamado de relaxamento vibracional. Ja a conversdo interna

(CI) se da pela passagem de um estado eletronico de mais alta energia com nivel



33

vibracional mais baixo para um estado eletronico de mais baixa energia, sem emissao de
radiagéo (S;>Sy).

No cruzamento intersistemas (CIS) ha a transicdo entre dois niveis vibracionais
de mesma energia pertencentes a estados eletronicos de diferentes multiplicidades.
Como exemplificado na Figura 11, a transicdo pode ocorrer do estado S; para o estado
T1, um nivel vibracional isoenergético. O CIS pode ser tdo rapido (10" — 10 s) que
pode chegar a competir com outras vias de desexcitacdo de S; (fluorescéncia e
conversdo interna S1->S0) . O cruzamento entre estados de multiplicidades diferentes é
proibido, mas em moléculas contendo &tomos pesados as interagdes spin-Orbita ficam
mais fortes e a mudanca de spin é favorecida (VALEUR, 2001).

A fosforescéncia e a fluorescéncia sdo exemplos de transi¢cGes radiativas. A
fosforescéncia é a emissdo de luz através do estado tripleto, cujo o elétron do orbital
excitado tem seu spin invertido, para o estado singleto, envolvendo estados de diferentes
multiplicidades. A transi¢do T1>Sg €, em principio, proibida, mas pode ocorrer devido
ao acoplamento spin-orbita; portanto, a taxa de emisséo correspondente é lenta (10° a
10° s%). Geralmente, em temperatura ambiente, a fosforescéncia ndo é observada em
solucBes liquidas devido a competicdo com outros processos de desativagdo, tais como
processos nédo radiativos e supressores (LAKOWICZ, 2006).

Na fluorescéncia, depois de excitados, os elétrons retornam ao estado
fundamental emitindo luz, em um processo que envolve estados de mesma
multiplicidade de spin (S1=>So). Salvo algumas excecdes, a emissdo de fluorescéncia
ocorre a partir do primeiro estado singleto excitado (S;) e suas caracteristicas
independem do comprimento de onda de excitacdo. Analisando o diagrama de Perrin-
Jablonski, percebe-se que a energia de absorcdo é maior que a energia de emissdo, uma
observacgdo empirica feita por Stokes, precedente ao diagrama, onde pode ser constatado
que comprimento de onda de emissdo deve ser maior que o comprimento de onda de
absorcéo (VALEUR, 2001).

Vaérios parametros fisicos e quimicos influenciam a emissdo de fluorescéncia de
uma molécula, tais como polaridade, pH, potencial elétrico, ligagdes de hidrogénio,
pressdo, viscosidade, temperatura, ions, supressao (VALEUR, 2001). A fluorescéncia é
uma técnica muito empregada na biotecnologia, citometria de fluxo, em diagnosticos
médicos, sequenciamento de DNA, forense, imagem celular e andlise genética
(LAKOWICZ, 2006).
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2.3.1 Fluoréforos

Os fluoréforos sdo moléculas fluorescentes que absorvem energia em um
comprimento de onda especifico, sendo parte dessa energia emitida em um
comprimento de onda mais longo. Quando a molécula absorve energia, os elétrons séo
excitados e a energia do féton é transferida para o fluoréforo; o retorno dos elétrons ao
estado fundamental ocasiona a emissdo de fluorescéncia (CUNHA; CARVALHO;
DODE, 2015; FERREIRA et al., 2014).

Algumas caracteristicas devem ser respeitadas para que compostos organicos
sejam fotoluminescentes, como por exemplo, rigidez estrutural, planaridade, e a
existéncia de ligagdes m conjugadas. Geralmente, a fluorescéncia ocorre a partir da
presenca de grupos funcionais aromaticos e/ou anéis condensados (MOTA et al., 2015).

A absor¢do de energia na faixa do ultravioleta distante pode acontecer em
compostos organicos que apresentam ligacdes duplas. J& os compostos com ligacdes
conjugadas absorvem energias menores e em comprimento de onda maior. Entdo,
guanto maior o numero de ligacBes conjugadas, menor serd a energia absorvida que
pode chegar ao comprimento de onda do visivel (FERREIRA et al., 2014). Alguns
compostos fluorescentes tipicos (fluor6foros) sdo mostrados na Fig. 14.
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Figura 14 Estruturas dos principais fluoroforos.

Um fluoroforo muito conhecido é a quinina, que esta presente na agua ténica.
Muitos outros também sdo encontrados no cotidiano, como no brilho verde ou

vermelho-alaranjado de anticongelantes, devido a tragos de fluoresceina ou rodamina,
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respectivamente. A rodamina é frequentemente usada, juntamente com a piridinal, em
lasers de corantes. JA& 0 POPOP é utilizado em coquetéis de cintilacdo e o laranja de
acridina é constantemente utilizada como corante de DNA. Alguns outros compostos
aromaticos polinucleares também séo fluorescentes, como o antraceno e o perileno, que
sdo usados para inspecionar a poluicdo ambiental associada ao derramamento de 6leo
(LAKOWICZ, 2006).

A fluoresceina é um dos corantes fluorescente mais importantes. Ela foi
descoberta em 1871 por A. Von Baeyer, através da condensacédo do anidrido ftalico com
resorcinol, em meio acido com ZnCl,, e tem inimeras aplicaces (BATISTELA, 2007;
LAKOWICZ, 2006).

A 6-carboxifluoresceina (6-FAM), reagente fluorescente derivado da
fluoresceina, € um dos corantes mais comuns (e mais simples) utilizados na sintese de
oligonucleotideos. Esse corante € utilizado em PCR em tempo real, na marcacdo de
primers, em sequenciagdo e anélise de fragmentos, devido ao alto rendimento quéantico
(0,9) e sua facil deteccdo via instrumentos de fluorescéncia mais comuns, pelo fato de
sua absorbancia/emissdo estar na regido visivel do espectro (492/517 nm,
respectivamente) (STEPAKQV et al., 2015).

2.3.2 Supresséo de fluorescéncia

A supressé@o (ou “quenching”) de fluorescéncia ¢ a redug@o de sua intensidade,
que pode acontecer por diversos mecanismos, COmo supressdo estatica, supressao
colisional ou dindmica, transferéncia de energia e transferéncia de elétrons, entre outros.
A supressdo estatica acontece quando o fluoréforo forma um complexo ndo fluorescente
com o supressor. Ao absorver a luz, esse complexo retorna instantaneamente ao estado
fundamental, sem emisséo de fotons (FERREIRA et al., 2014).

Na supresséo colisional, a desativacdo do fluoréforo no estado excitado acontece
devido ao contato com alguma molécula inibidora em solucéo, e ele retorna ao estado
fundamental. As moléculas tém suas propriedades quimicas inalteradas nesse processo,
ou seja, sem que ocorra nenhuma reacdo fotoquimica. Nesses dois tipos de supressao, ha
a necessidade de contato entre o fluoroforo e o supressor para que ocorra a inibicao de
fluorescéncia (VALEUR, 2001).

Dois diferentes mecanismos sdo responsaveis pela extincdo de fluorescéncia

quando ha certa distancia entre o fluoréforo e a molécula considerada de supressao, a
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transferéncia de energia de ressonancia de Forster (FRET) e a transferéncia de elétrons
fotoinduzida (PET). Para que ocorra uma transferéncia de energia, se faz necessario a
interacdo entre uma molécula doadora (D) e uma molécula receptora (R). No FRET,
acontece a transferéncia de um doador para um receptor, o fluoréforo. J& para o caso do
PET, é preciso que ocorra uma interacdo (tipo van der Waals) para haver a extingdo
eficiente a uma dada separacdo entre D e R que deve estar na escala subnanométrica
(DOOSE; NEUWEILER; SAUER, 2009).

Essa transferéncia pode ocorrer quando o espectro de emissdo da molécula
doadora se sobrepfe ao espectro de absor¢do da molécula receptora (Fig. 15). Desse
modo, as transi¢des vibracionais do D tém aproximadamente a mesma energia que as
transicbes do R. Esse é um processo nédo radiativo, que ndo envolve a emissdo e nem a
reabsorcéo de fotons.

Esse fendbmeno corresponde & chamada transferéncia de energia de ressonancia
de Forster (FRET), que pode acontecer através de varios mecanismos de interacao,
como interacdes couldmbicas e/ou devido a sobreposicdo orbital intermolecular. As
interacdes couldmbicas, consistem em interacdes do tipo dipolo-dipolo de longo
alcance. Ja a sobreposicdo orbital intermolecular abrange a troca de elétrons e as
interacbes de ressonédncia de carga de curto alcance (VALEUR, 2001). Para que
aconteca uma maior eficiéncia do fenébmeno FRET é necessario que o doador e 0
receptor atendam a algumas condic@es, tal como uma consideravel sobreposicao entre o
espectro de emissdo dos doadores ao espectro de absorcdo do aceitador. Para isso, 0
doador e o receptor devem estar relativamente préximos um do outro, isto é, a distancia
de separacdo entre eles deve situar-se na faixa de 1-10 nm, quando o rendimento
quantico do processo se torna razoavelmente alto (SZOLLOSI; ALEXANDER, 2003).

DOADOR RECEPTOR

| | | |
abs. em. abs. em.

Comprimento de onda

Figura 15 Esquema de nivel de energia de moléculas doadoras e receptoras mostrando as transigdes
acopladas (VALEUR, 2001).
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No fendmeno PET, um complexo entre o doador e o receptor de elétrons é
formado. Quando acontece a transferéncia de elétrons, o sensor estd no seu “estado
desligado” e, com a excitacdo do fluoréforo, ocorre a transferéncia de elétrons do
receptor para o fluoréforo; desse modo, a excitagdo do fluoréforo deve proporcionar a
reducdo do receptor e a oxidagao do doador. No “estado ligado”, a excitagdo do receptor
(fluordforo) resulta em fluorescéncia, com o que o PET € impedido, devido a ligacéo do
analito (A) ao doador. Essa ligacédo entre o analito e o doador faz com que a ocorréncia
da PET ndo seja mais termodinamicamente favorecida (Fig. 16). Para esse processo, 0
fluoréforo excitado pode ser o doador ou o aceitador de elétrons, a depender do
potencial de oxidacdo e reducdo de cada um. J& no FRET, os fluor6foros sdo sempre 0s
doadores (DE SILVA; MOODY; WRIGHT, 2009; LAKOWICZ, 2006).

(a) (b)
PET

Espacador Doador o

//hv / h
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Figura 16 Componentes sensor de PET. (a) “Estado desligado”, transferéncia de elétrons a partir do
doador livre para o receptor, (b) “Estado ligado”, a transferéncia de elétrons a partir do doador é bloqueada
devido a ligag&o do analito.

Atualmente, técnicas de fluorescéncia baseadas em FRET, ou mecanismos de
supressao de fluorescéncia como PET, tém recebido grande destaque para a criagdo de
novos sensores e na detec¢do de acidos nucleicos (DE SILVA; MOODY; WRIGHT,
2009; LIU et al.,, 2011). Sdo exemplos, a aplicacdo da transferéncia de energia de
ressonancia de Forster (FRET) em um sensor utilizando Oxido de grafeno para a
deteccdo de Helicobacter pylori (LIU; SU, 2017), um sensor de polipirrol para detecgdo
de DNA de HIV (LU et al., 2011), e nanolaminas de MoS; para detec¢do de DNA. Por
sua vez, com base na transferéncia fotoinduzida de elétrons (PET) existem varios tipos
de sensores, como um sensor de PANI para deteccdo de acido nucleico (LIU et al.,
2011), um sensor utilizando nanocompositos de carbono para deteccdo de DNA (TAN
et al., 2016), e um sensor baseado em MOF para a deteccdo de DNA do virus HIV
(YANG et al., 2015).



38

2.4 Acidos Nucleicos

Os 4acidos nucleicos, que sdo as moléculas portadoras da informagdo genética,
apresentam a capacidade de armazené-la e transmiti-la de geracdo em geracdo. O nome
acido nucleico tem origem nas substancias acidas encontradas no nuacleo celular. Os
grandes representantes desse grupo sdo o acido desoxirribonucleico (DNA) e o &cido
ribonucleico (RNA) (NELSON; COX, 2013), descobertos por Friedrich Miescher, em
1868, atraves de trabalhos com células de pus obtidas de ataduras cirurgicas
descartadas. Apenas em 1940, é que se consolidaram as descobertas sobre a quimica e a
biologia dessas moléculas (BRYCE; PACINI, 1998).

Os é&cidos nucléicos sdo polimeros constituidos por uma matriz linear com
monomeros ligados covalentemente, os nucleotideos (BRYCE; PACINI, 1998). Os
nucleotideos sdo constituidos por trés componentes: um grupo fosfato, uma pentose

(agucar com 5 carbonos) e uma base nitrogenada (Fig 17).

Base
Nitrogenada

Figura 17 Constitui¢io do nucleotideo.

As pentoses encontradas nos acidos nucleicos podem ser de dois tipos: a ribose
(RNA) e a desoxirribose (DNA). Elas se diferenciam pela presenca do grupamento
hidroxila (-OH), pois s6 a ribose contém esse grupo (Fig. 18a), como indicado pelo
prefixo ‘desoxi’. As bases nitrogenadas sdo moléculas aromaticas e heterociclicas que
contém nitrogénio, e podem ser divididas em dois grupos: as purinas composta por dois
anéis (adenina e guanina), e as pirimidinas com apenas um anel (citosina, timina,
uracila) (Fig. 18b). Elas podem ser representadas por letras, como A (adenina) e G
(guanina), C (citosina), como a T (timina) estando presente apenas no DNA, e a U
(uracila) apenas no RNA (BRYCE; PACINI, 1998; NELSON; COX, 2013).

Os nucleotideos do DNA e do RNA séo unidos por ligactes fosfodiéster, com o

grupo fosfato de um nucleotideo sendo ligado a um grupo hidroxila de um nucleotideo
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vizinho. Essas ligagOes entre nucleotideos formam o esqueleto covalente dos acidos
nucleicos, que consiste em fosfatos e pentoses alternadas e tem um carater hidrofilico.
Ja as bases nitrogenadas se posicionam como grupos laterais ao esqueleto. As ligacdes
fosfodiéster ttm a mesma orientacdo ao longo da cadeia, 0 que concede a fita uma
polaridade especifica e extremidades 5' e 3' diferentes. Por definic&o, o carbono 5 (5') da
pentose estéa ligado a um grupo fosfato e ndo apresenta nenhum nucleotideo ligado, ja a
extremidade 3' (carbono 3 da pentose) esta ligada ao grupo hidroxila e a nenhum
nucleotideo (Fig. 19a) (NELSON; COX, 2013).

a b
o i
C C N
N~ e HN. o7\
b Ao L L
H H
Adenina Guanina
Purinas
e 0 [
C C CH
o A
OH HO o o” N
" H H H
Ribose
Citosina Timina Uracila
(DNA) (RNA)
Pirimidinas

Figura 18 Estrutura quimica da desoxirribose e ribose (a) e das bases nitrogenadas (b).

O esqueleto covalente é susceptivel a hidrolise lenta e ndo enzimatica das
ligages fosfodiéster. O RNA é facilmente hidrolisado em meio bésico, ao contrério do
DNA. Essa hidrdlise acontece devido ao fato do RNA possuir o grupo 2'-OH (hidroxila
ligada ao carbono 2 da pentose), que é rapidamente hidrolisado. O DNA n&o contém
esse grupamento, e esta estabilidade quimica faz com que essa molécula (e ndo 0 RNA)
seja 0 arquivo genético celular (NELSON; COX, 2013; VOET; VOET, 2013).

O DNA e o RNA demonstram diferencas quanto a composi¢do quimica e
também em relacdo a sua estrutura molecular, pois 0 DNA deve ter a capacidade de

reproducdo do seu material genético.
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Figura 19 Ligacoes fosfodiéster no esqueleto covalente do DNA e do RNA (a), representacdo
esquematica, mostrando as dimensdes da hélice e ligagdes de hidrogénio (linha azuis) no pareamento de bases
definido por Watson e Crick (¢) (NELSON; COX, 2013).
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Em 1953, James D. Watson e Francis C. Crick, postularam um modelo
tridimensional do DNA, deduzindo essa estrutura a partir de estudos de difracdo por
raios X, realizados por Rosalind Franklin. Esse fato marcou o nascimento da biologia
molecular moderna. Watson e Crick apresentaram um modelo que atendia 0s seguintes
preceitos: (a) a molécula de DNA é uma longa fita de nucleotideos, tendo uma estrutura
helicoidal analoga & de uma escada de caracol (Fig. 19b); (b) nessa escada, o agucar e 0
fosfato s@o o0s componentes verticais (corrimdos) e as bases nitrogenadas Sdo 0S
degraus; (c) tal modelo também requer que as duas fitas polinucleotidicas sejam
antiparalelas, isto é, corram em direcdes opostas: uma da extremidade 5' para a
extremidade 3' (5'—3") e a outra na diregdo 3'—5' (Fig. 19¢ ). Por essas descobertas, em
1962, Watson e Crick receberam o Prémio Nobel de Medicina e Fisiologia (BORGES-
OSORIO; ROBINSON, 2013).

A formacdo da dupla hélice, ou seja, o pareamento perfeito entre as duas fitas
polinucleotidicas, gera um sulco maior e um sulco menor na superficie dessa dupla
hélice (Fig. 19b). O espaco ocupado por duas bases opostas é pequeno, obrigando a
combinacdo entre uma base grande (purica) e outra pequena (pirimidica). Watson e
Crick descobriram que as bases nitrogenadas de uma fita estavam unidas no mesmo
plano com as bases da outra fita através de ligacBes de hidrogénio. Essas interaces
acontecem entre a A-T e entre G-C no DNA, por serem combinagdes mais estaveis. A
adenina faz duas ligacGes de hidrogénio com a timina e a guanina faz trés ligacdes com
a citosina (Fig. 19¢). O DNA possui 0 mesmo namero de residuos de adenina e timina e
nameros iguais de residuos de guanina e citosina. Essa denominacéo é conhecida como
a regra de Chargaff, que fora descoberta em 1940 e que especifica que A + G (purinas)
= T + C (pirimidinas) (BORGES-OSORIO; ROBINSON, 2013; NELSON; COX,
2013).

A relagdo entre os pares de base G+C/A+T € igual em todos os individuos da
mesma espécie, mas varia de uma espécie para outra. A estrutura molecular do DNA
apresenta muitas caracteristicas essenciais, como possibilitar 0 armazenamento e
codificacdo de uma grande quantidade de informacOes, poder ser replicada, conter
mecanismos de defesa contra perda de informacdo genética e permitir a hibridizacao
(juncdo de fitas complementares de DNA em meio a uma mistura de moléculas
complexas) (BORGES-OSORIO; ROBINSON, 2013).

Ainda na década de 1950, o RNA, foi identificado como sendo o carregador da

informacdo genética do DNA no nucleo para o citoplasma, na complexa maquinaria
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biossintética proteica do ribossomo. No entento, apenas em 1961 foi que Francgois Jacob
e Jacques Monod conseguiram apresentar uma descri¢do consistente de muitos aspectos
desse processo. Na sintese proteica sdo utilizados trés tipos de RNA: 0 RNA mensageiro
(RNAmM), o RNA ribossomal (RNAr) e o RNA transportador (RNAt). O RNAm que é
responsavel por levar a informagdo do nucleo para o citoplasma, é formado a partir de
um molde de DNA, em um processo chamado de transcrigdo. O RNAr é um
componente dos ribossomos, os complexos que executam a sintese proteica e 0 RNAt é
uma molécula gque transporta aminoacidos especificos, eles reconhecem a sequéncia
especifica que codifica os aminoacidos, processo chamado de tradugcdo (NELSON;
COX, 2013).

Como ja referido acima, o RNA difere em alguns aspectos do DNA quanto a
composicdo quimica, ja que o RNA possui ribose no lugar da desoxirribose. O RNA
obedece 0os mesmos pares de base do DNA, tendo apenas uma exce¢do, com a timina
sendo trocada por uracila, formando o par de bases adenina e uracila. Normalmente, o
RNA ocorre como uma molécula de fita simples, mas em alguns virus podem ser
encontrados RNAs de fita dupla, que também obedecem as regras de Chargaff (VOET;
VOET, 2013). Em esséncia, enquanto o DNA é o responsavel pela informacgéo genética
contida nos genes, 0 RNA é a segunda maior forma dos acidos nucleicos nas células, é o
responsavel pela expressao génica.

2.5 Virus

Os virus s@o organismos muito pequenos (“filtraveis”) e parasitas intracelulares
obrigatdrios, ou seja, requerem de células hospedeiras vivas para se multiplicarem. O
termo virus vem do latim e significa veneno, termo utilizado pela primeira vez em 1930.
Somente em 1935, quando Wendell Stanley, um quimico norte-americano, conseguiu
isolar o virus do mosaico do tabaco, se tornou possivel o estudo quimico e estrutural dos
virus, sendo possivel esse estudo, pela invencdo do microscépio eletrébnico nessa mesma
época (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012).

Antes do isolamento do virus, alguns trabalhos foram cruciais para chegar a essa
descoberta. Em 1886, o quimico holandés Adolf Mayer conseguiu demonstrar a
transmissdo da doenca do mosaico do tabaco (DMT) de uma planta afetada para uma
planta sadia. Em 1892, Dimitri lwanowiski, um bacteriologista russo, tentou isolar esse

microrganismo filtrando a seiva das plantas doentes em filtros de porcelana usado para
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reter bactérias, ele verificou que nada ficou preso ao filtro, mas mesmo sim, quando a
seiva era injetada em plantas sadias provocava a doenga. Essas descobertas anteriores,
permitiram Wendell Stanley isolar mais tarde esses “agentes filtraveis” (TORTORA;
FUNKE; CASE, 2012).

As propriedades que diferenciam os virus de outros microrganismos estdo
associadas a sua organizacao estrutural simples e aos mecanismos de multiplicacdo. As
caracteristicas que definem os virus sdo o fato de serem agentes filtraveis, parasitas
intracelulares obrigatdrios, e ndo possuirem enzimas para a producdo de energia ou de
proteinas. Sua estrutura € composta por um genoma que pode ser de RNA ou DNA, um
involucro proteico que protege o acido nucleico (capsideo) e que pode conter um
envelope de lipideos, proteinas e carboidratos recobrindo o capsideo (Fig. 20)
(MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2010; TORTORA; FUNKE; CASE, 2012).

O DNA pode ser de fita simples ou dupla, linear ou circular. O RNA pode ser de
sentido positivo (+) (funcionando como RNA mensageiro) ou negativo (—) (analogo a
um negativo fotografico), fita dupla (+/—), ou de duplo sentido. Para a prote¢éo do acido
nucleico, na camada externa dos virus existem o capsideo e o envelope. Essas estruturas
sdo o veiculo de liberagdo dos virus para a transmissdo e disseminagdo em células-alvo
dentro do hospedeiro. O capsideo é uma estrutura rigida que resiste a severas condi¢des
ambientais, como a exposi¢do a acidos e detergentes, ou a ressecamento. Ja o envelope
¢ uma membrana composta de lipideos, proteinas e glicoproteinas, que envolve o
capsideo. Ela é facilmente rompida por ressecamento, condi¢Ges acidas, detergentes e
solventes (MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2010).

Capsideo

@

Figura 20 Morfologia dos virus nao envelopados e envelopados. (a) diagrama de um virus poliédrico
(icosaédrico), (b) diagrama de um virus helicoidal envelopado, (c) Microfotografia do virus influenza A2
(TORTORA; FUNKE; CASE, 2012).
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Os virus sdo parasitas celulares especificos, infectando determinados tipos de
células de uma Unica espécie de hospedeiro, e podendo infectar invertebrados,
vertebrados, plantas, protistas, fungos e bactérias. A infeccdo na ceélula hospedeira
ocorre através de uma interacdo quimica entre a superficie externa do virus (envelope
ou capsideo) com receptores especificos existentes na superficie da célula alvo
(TORTORA,; FUNKE; CASE, 2012).

Os virus podem ser agrupados de acordo com algumas caracteristicas, como a
natureza da doenca (hepatite, encefalite), 0 meio de transmisséo (entérico, respiratério)
ou pelo vetor de sua transmissdo (como no caso 0s arbovirus, ou seja, 0S Virus
transportados por artropodes). No entanto, a classificacdo mais utilizada é baseada em
caracteristicas bioguimicas e fisicas, como tamanho, morfologia (presenca ou auséncia
de envelope de membrana), tipo de genoma (com DNA de fita dupla, DNA de fita
simples, RNA de fita dupla e RNA de fita simples) e formas de replicagdo (MURRAY;
ROSENTHAL; PFALLER, 2010).

2.5.1 Virus da Zika

O virus da Zika (ZIKV) é um arbovirus do género Flavivirus e da familia
flaviviridae, apresentando associacdo genética e de proteinas estruturais com outros do
género Flavivirus potencialmente importantes, como o virus da dengue (DENV), o da
febre amarela (YFV) e o do Nilo Ocidental (WNV). Ele é um virus que apresenta um
genoma de RNA com 10,7 kb, de fita simples e sentido positivo. (NICOLINI;
MCCRACKEN; YOON, 2017; RASTOGI; SHARMA,; SINGH, 2016). Pouco tempo
atras, um surto emergente do virus da Zika nas Américas representou o0 ressurgimento
desse virus, que se tornou um grave problema de satde publica (PARDEE et al., 2016).

O primeiro caso do ZIKV foi detectado em 1947, ao ser isolado no sangue de
um macaco do género Rhesus, e em 1948, em mosquitos, ambos encontrados na floresta
Zika, em Uganda. Apds quatro anos, em 1952, foi identificado o primeiro caso de Zika
em humanos. Subsequentemente, ocorreram alguns surtos em regides do continente
africano, asiatico e nas llhas do Pacifico (DICK; KITCHEN; HADDOW, 1952; FAYE
etal., 2014).
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Figura 21 Distribuicdo do virus da Zika no mundo adptado de
https://iwww.bbc.com/portuguese/noticias/2016/01/160126_zika_brasil_endemica_fd_rp.

Em 2007, o ZIKV foi encontrado fora das regides da Africa e Asia, causando
uma epidemia na ilha Yap, na Micronésia. Antes de 2007, apenas 14 casos foram
relatados. Na ilha Yap, 73% dos residentes tiveram a infeccdo com o virus da Zika, em
uma demonstracdo do potencial dessa doenca emergente. Apos esse surto, em 2013-
2014 a Zika se espalhou para a Polinésia Francesa e outras ilhas do Pacifico, atingindo a
América Latina em 2014-2015, e se disseminando para a América do Norte em 2016
(Fig. 21) (FAYE et al., 2014; SONG et al., 2017).

No Brasil, entre o final de 2014 e abril de 2015, 0s casos comecaram a ser
relatados e foram logo identificados em algumas regides. Em maio desse mesmo ano, 0
Ministério da Saude reconheceu a circulacdo do ZIKV no Brasil (CARDOSO et al.,
2015). Alguns casos foram primeiramente identificados em Natal-RN, e também em
Salvador-BA (CARDOSO et al., 2015; ZANLUCA et al., 2015). Depois, 0 virus se
alastrou por outros estados do pais, como Sdo Paulo, Sergipe, Paraiba, Maranhdo, Rio
de Janeiro, Ceard, Roraima, Alagoas, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Goias, Piaui,
Pernambuco e Para (CUNHA et al., 2016).

Segundo o Boletim Epidemioldgico 2018 do Ministério da Salde, até maio de
2018 foram registrados 3.656 casos provaveis de doenca causados pelo virus Zika no
Brasil, com taxa de incidéncia de 1,8 casos/100 mil hab.; destes, 1.295 (35,4%) foram
confirmados. Em 2017, foram registrados 17.594 casos provaveis de doenca aguda pelo
virus Zika no pais, e em 2016, 216.207. A taxa de incidéncia de provaveis casos de Zika
(nimero de casos/100 mil hab.), segundo regides geograficas, confirma que as regides
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Centro-Oeste (6,5 casos/100 mil hab) e Norte (3,3 casos/100 mil hab.) apresentaram as
maiores taxas de incidéncia.

O virus da Zika é um virus de RNA, formado por um envelope proteico, um
capsideo e sete proteinas ndo estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B and
NS5). A proteina NS1 é a mais importante, por sua eficiéncia na secre¢do, viruléncia e
replicacéo viral (RASTOGI; SHARMA,; SINGH, 2016).

O ZIKV é um virus transmitido pela picada de mosquitos (arbovirus), podendo
ter dois ciclos diferentes de transmissdo: o ciclo silvestre, envolvendo primatas nao
humanos e mosquitos arbéreos nas florestas, e o outro, urbano, envolvendo a
transmissdo do virus entre humanos e mosquitos urbanos, em cidades. Sua principal via
de transmissdo se da através do Culex quinquefasciatus e mosquito do género Aedes (A.
aegypti, A. albopictus, A. furcifer, A. taylori, A. luteocephalus, A. apicoargenteus e A.
africanus), sendo o Aedes aegypti o principal vetor no Brasil (FAYE et al., 2014;
SALGE et al., 2016; SONG et al., 2017). Ha evidéncias que a transmissdo do virus pode
acontecer de mae para recém-nascidos durante a gravidez ou amamentacdo (como
comprovado pela deteccdo do RNA viral em recém-nascidos e no liquido amniotico,
urina ou soro de mées com fetos que tinham anormalidade cerebrais), transmissédo
sexual entre ambos o0s sexos (detectado em sémen urina, saliva e swabs nasofaringeos)
ou por saliva e por transfuséo de sangue (SONG et al., 2017).

N&o se sabe ao certo o mecanismo de patogenicidade, mas os Flavivirus tém
certa especificidade por células dendriticas®, fibroblastos® e queratindcitos® da epiderme
e derme, se replicando nessas células e, posteriormente, dispersando-se para os ganglios
linfaticos e a corrente sanguinea. O ciclo proposto para a replicacdo do ZIKV é baseado
em oito passos principais: a ligacdo (a uma molécula receptora), endocitose (entrada da
particula viral na célula envolto em uma membrana), fusdo da membrana (fusdo do
envelope do virus com a membrana do endossomo), traducdo (transformacdo da
sequéncia de genes presentes no RNA para a formacéo proteica), replicagdo de RNA,
montagem (formacdo dos virus imaturos), maturacéo e liberacdo (CUNHA et al., 2016;
SONG et al., 2017).

Embora a suscetibilidade ao virus seja universal, so cerca de 20-25% das pessoas

irdo desenvolver a doenca clinicamente, com um periodo de incubacao de 4 a 10 dias.

! Células do tecido nervoso
2 Células do tecido conjuntivo
® Célulasdo tecido epitelial rica em queratina
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Em casos sintomaticos, as manifestacdes mais comuns sdo febre transitdria de baixo
grau, erupcdo cutanea maculopapular®, artrite ou artralgia, e conjuntivite ndo purulenta,
e, em menor frequéncia, cefaléia, mialgia, edema e vomito. O virus Zika pode também
provocar alguns casos mais graves da doenca, como problemas neuroldgicos, a
sindrome de Guillain-Barré em adultos e a microcefalia em bebés nascidos de pacientes
infectadas.

A sindrome de Guillain-Barré ¢ uma doenca auto-imune, em que 0 sistema
imunoldgico ataca parte do sistema nervoso periférico, causando formigamento,
fraqueza muscular, paralisia, e até a morte. O mecanismo pelo qual a infec¢éo por ZIKV
leva a sindrome de Guillain-Barré € desconhecido. J& a microcefalia € uma situacao
neuroldgica em que o cérebro do bebé ndo se desenvolve corretamente e,
consequentemente, a cabeca do recém-nascido fica menor que o normal. Ela pode ser
dividida em dois tipos: a microcefalia primaria ou congénita, que estd presente no Utero
ou no nascimento, e a microcefalia secundaria ou pos-natal, que se desenvolve apos o
nascimento (SONG et al., 2017).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), os recém-nascidos (RN) com
perimetro cefalico igual ou inferior a 32 cm sdo considerados com microcefalia. O
Brasil foi o primeiro pais a constatar a relacdo entre a infeccdo pelo ZIKV na gestacdo e
a microcefalia RN. Foram detectados casos em 724 municipios do pais (SALGE et al.,
2016).

O diagndstico laboratorial do virus da Zika é baseado em métodos moleculares
(detecc@o do RNA viral) e em imunoensaios (deteccdo de anticorpos). No imunoensaio,
sdo utilizados as imunoglobulinas 1gG e IgM. Nas infec¢bes por Flavivirus, as
imunoglobulinas IgM sdo desenvolvidas no inicio da doenca e podem ser detectadas
durante até trés meses. Ja as 1gG sdo detectadas poucos dias depois do desenvolvimento
das IgM, podendo continuar a ser detectadas varios meses depois. O imunoensaio mais
empregado é o ELISA. Na deteccdo molecular pode ocorrer a deteccdo do virus em
cultura de celulas, ou pela amplificacdo molecular usando reacdo em cadeia da
polimerase (PCR). De um modo geral, os ensaios baseados na deteccdo viral, por
métodos moleculares sdo mais confiaveis do que os imunoensaios, devido a reatividade
cruzada entre os anticorpos IgM do ZIKV e alguns Flavivirus (DENV,YFV,WNV)
(SHUKLA et al., 2016).

* Erupgdo cutanea que se caracteriza pelo aparecimento de manchas e de pequenas elevagdes
solida de tonalidade avermelhada.
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O periodo virémico ndo esta totalmente elucidado, mas se supe que seja de
curta duragdo, com o RNA viral podendo ser detectado em um periodo de 4-7 dias
ap6s o inicio dos sintomas. E recomendado pelo Ministério da Satde que a coleta seja
feita preferencialmente até o quinto dia do aparecimento dos sintomas. Muitos
sensores para detec¢do do virus da Zika foram desenvolvidos usando técnicas de
ensaios diversos (Tabela 3).

Tabela 3 Sensores para detec¢ao do virus Zika

o Tempo
Limite de
Modo de detecgao B de
detecgao )
ensaio
Impedimétrico NS1 30 ng/mL 30 mi CECCHETTO et
min
(Capacitancia) (flaviviroses) 0.5 ng/mL al., 2017
.. . . . ACHARYA et al.,
Quimioluminescéncia  Proteina E 10 PFU/mL ~2h 2016
C . PARDEE et al.,
Colorimétrico RNA (ZIKV) 1fM ~3h 2016
_ ) 50-100 PFU/ )
Colorimétrico RNA (ZIKV) . 40 min  SONG etal., 2016
m
5000 copies/ <30 EBOIGBODIN et
Fluorescente RNA (ZIKV) _
mL min al., 2016
A AFSAHI et al.,
Capacitancia NS1 450 pM
2018
Fluorescente RNA (ZIKV) 192 pM 2 min XIE etal., 2018

A profilaxia a ser adotada € a mesma que para o caso de dengue, e se baseia no
combate ao mosquito Aedes aegypti, com a eliminacao de criadouros do mosquito (agua
parada) e o uso de protecdo individual com vestimentas cobrindo o corpo e repelente,

sendo também aconselhado o uso de telas em janelas e portas (CUNHA et al., 2016).
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3 MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo serdo mostrados 0s materiais e métodos utilizados para a
confeccdo de filmes compostos por bicamadas poliméricas através da polimerizacdo da
anilina e do pirrol sobre o substrato de poli(tereftalato de etileno)-PET intercalados: i) o
polipirrol sobre a polianilina (PANI-PPY/PET) e ii) a polianilina sobre o polipirrol
(PPY-PANI/PET), bem como a sua caracterizagéo e 0s experimentos de sensoriamento.

3.1 Materiais

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico, sendo usado como
recebidos, exceto a anilina e o pirrol, que foram destilados a vacuo antes de sua
utilizacdo. Em todas as andlises foi utilizada agua deionizada obtida através do sistema
Synergy (Millipore, EUA).

Alcool isopropilico foi usado para a remogdo de impurezas na superficie do
poli(tereftalato de etileno)-PET, e persulfato de aménio (APS) e o cloreto férrico foram
adotados para a oxidacdo dos mondmeros anilina e pirrol, respectivamente. No anexo A,
podem ser encontradas as formulas quimicas, a procedéncia e a origem de todos os
reagentes empregados neste trabalho.

Os oligonucleotideos foram sintetizados e purificados pela ThermoFisher
Scientific (EUA). As sequéncias das bases de DNA usadas neste trabalho estdo listadas

abaixo (bases erradas estéo sublinhadas):
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Tabela 4 Sequéncia de nucleotideos utilizada nos experimentos sobre Zika

OLIGONUCLEOTIDEO SEQUENCIA

DNA marcado com fluoréforo 5'- FAM-CCA CTA ACG TTC TTT TGC AGA
FAM (ssDNA-FAM) CAT -3

DNA complementar (DNAC) 5'- ATG TCT GCA AAA GAA CGT TAG TGG -3'

DNA fita simples ndo

5-ATGGAATTT CGCCGATTT TGC -3'
complementar (DNANC)

DNA fita simples complementar
com uma base errada (T1) 5-ATG TCT GCA CAA GAA CGT TAG TGG -3'

DNA fita simples complementar
com uma base errada (Ty) 5'-ATG TCT GCA CAC GAACGT TAG TGG -3'

DNA fita simples ndo
complementar com uma calda de
Adenina (Poli-A)

5'-AGG ACC AGA AAA GTT TGG AAAAA...-3'

3.2 Meétodo de preparacao dos filmes de bicamada PANI-PPY/PET e PPY-
PANI/PET

3.2.1 Preparacao das folhas de poli(tereftalato de etileno)- PET

Antes da polimerizacéo, as folhas de PET foram cortadas na forma de quadrados
com 45 mm de aresta, lavadas com detergente neutro e agua corrente, e depois
colocadas em um béquer contendo alcool isopropilico e levadas ao banho ultrassénico
por 15 min. Posteriormente, as folhas foram secadas e as mascaras (folhas adesivas)
com dimensdes de 45 mm x 35 mm, foram afixadas as folhas para delimitar a zona da

polimerizacdo. Os filmes PET adesivados foram entdo fixados em uma suporte de



51

isopor. Em seguida, as camadas de polianilina (PANI) e polipirrol (PPY) foram
depositadas, por polimerizacdo in situ, em ordens distintas sobre a superficie do PET.

u‘r‘“‘o

10mm <{

PET

Figura 22 Esquema da preparacdo e delimitacdo da area de polimerizacdo

3.2.2 Polimerizacao in situ

Para a sintese da camada de polipirrol foi utilizada uma modificacdo da
polimerizacdo quimica in situ proposta por LU et al (2011). Para isso, em um béquer,
foram dissolvidos 69,4 uL de pirrol em 48 mL de acido cloridrico (HCI,1M) e em
seguida inserida a folha de PET no suporte de isopor. O béquer contendo a solugédo de
pirrol € levado ao agitador orbital a uma velocidade de 85 rpm por 15 min, e a uma
temperatura de ~ 4°C. Posteriormente, foram colocados 2 mL do agente oxidante
cloreto de ferro (FeCl3.6H,O, 1M) no béquer, que foi recolocado no orbital onde ficou
sob agitacdo por 12 horas. Passado esse tempo, o filme é retirado da solucdo, lavado
com agua deionizada e seco a temperatura ambiente.

Com os filmes ja secos, e crescida uma camada de pirrol, é iniciada a
polimerizacdo da anilina, de modo a formar uma bicamada polimérica. A polimerizagéo
da anilina seguiu uma adaptagdo da sintese proposta por CHIOU et al. (2007), com 60
uL de anilina sendo dissolvidos em 40 mL de &cido cloridrico (HCI,1M). O béquer com
a solucdo foi colocado em banho ultrassénico (USC 1450, Unique, Brasil) por 5
minutos e, retirado em seguida. Os filmes PPY/PET foram colocados no suporte de
isopor e invertidos na solugdo (Fig. 22). Os béqueres contendo os filmes foram entdo
colocados no agitador orbital a uma velocidade de 85 rpm, e a uma temperatura de ~
4°C. Posteriormente, foram adicionados 10 mL de persulfato de amonio (APS, 0,33
mmol), sendo a agitagdo mantida por 12 horas. Apos esse tempo, os filmes foram
lavados com &gua deionizada e colocados a secar a temperatura ambiente, de modo a
formar o filme PPY-PANI/PET. Em seguida, as mascaras sdo retiradas e os filmes

cortados em pequenas tiras de 8 mm x 30 mm (Fig. 23). Para a preparacdo dos filmes
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PANI-PPY/PET, foram adotados os mesmos procedimentos descritos acima, apenas
com a alteragdo da ordem das polimerizagdes.

Figura 23 Esquema de polimerizagdo dos filmes de bicamadas.

3.3 Métodos de caracterizacao

3.3.1 Espectroscopia de absorcdo na regido do ultravioleta-visivel (UV-vis)

Com o intuito de obter informagdes a cerca da composicdo dos filmes,
utilizamos o espectrofotdbmetro UV-VIS UV-2600 (Schimadzu, Japdo). A medida é
iniciada pelo espectro do filme de PET, que servira de sinal de fundo (background). Em
seguida, foram analisados os filmes no primeiro ciclo e no segundo ciclo de
polimerizacdo desdopados com hidroxido de sddio. As medidas foram coletadas na
regido 300-900 nm.
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3.3.2 Espectroscopia Infravermelho com transformada de Fourier por refletancia total
atenuada (FTIR-ATR)

Para a analise qualitativa dos grupos funcionais existentes nos filmes foi
utilizado o espectrofotdmetro FT/IR-4600 (Jasco, Japdo). A medida foi feita no modo
ATR (reflexdo total atenuada), com resolucdo de 4 cm™ no intervalo de 2500-630 cm™.

3.3.3 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Para observar a morfologia dos filmes foi utilizado o microscopio FEG-SEM
MIRA3 LM (TESCAN, CZ). Os filmes foram cortados e colocados sobre suportes
metalicos contendo fita de carbono, apds esse suporte ter sido metalizado com uma fina

camada de ouro.

3.3.4 Angulo de contato

A molhabilidade é comumente analisada pela medida do angulo de contato, ou
seja, 0 angulo entre uma superficie e um determinado liquido. Com isso é possivel
determinar o carater hidrofébico / hidrofilico dos filmes. Nessas medidas foi utilizado o
medidor do angulo de contato CAM 100 (KSV, Finlandia), e as medidas foram feitas

utilizando &gua deionizada.

3.3.5 Espectroscopia de fluorescéncia

A fluorescéncia das amostras foi medida usando o espectrofotdmetro de
fluorescéncia FluoroLog-3 (Horiba, EUA), com comprimento de onda de excitacdo em
480 nm e espectro de emissdo coletados na faixa de 490-650nm. A medida da

fluorescéncia foi utilizada nos experimentos de sensoriamento.

3.4 Experimentos de sensoriamento

Para os experimentos de sensoriamento foram utilizados os filmes desdopados.

Para isso, os filmes foram colocados em eppendorf contendo 2 mL de solugédo de
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hidréxido de s6dio (NaOH,10mM), que foi deixado em repouso por aproximadamente 6
horas. Posteriormente, os filmes foram lavados com agua deionizada e colocados para
secar em uma capela de fluxo laminar.

As solugdes de oligonucleotideos, como o DNA fita simples marcado com FAM
(ssSDNA-FAM), o DNA fita simples complementar (DNAc) e o DNA fita simples ndo
complementar (DNAnNc), foram diluidos em &gua free nuclease para uma concentracéo
inicial de 50 ng/mL e quantificadas no espectrofotdmetro UV-vis NanoDrop 2000
(Thermo-Scientific, EUA), para entdo obtermos uma solucéo estogue.

As solugdes estoque foram diluidas para as concentracfes desejadas em tampéo
de Tris-HCI (pH 7.4) com adi¢do de 10 mM de MgCl; (Tris-HCI + 10 mM MgCl,). Para
todos os experimentos de sensoriamento foram utilizados 1 mL das solugdes diluidas
(nas concentracBes pré-determinadas) e colocadas em eppendorf. Foi utilizado o
agitador orbital em uma rotac&o de 300 rpm para melhorar a interacdo entre a sonda e 0s
filmes. Todos os experimentos foram feitos em triplicata.

3.4.1 Cinética de Imobilizagdo

A fim de determinar o tempo necessario para que a sonda se ligue ao filme, a
solucdo estoque contendo ssDNA-FAM foi diluida com Tris-HCI + 10 mM MgCly,
numa concentracdo de 50nM, 1 mL dessa solucdo foi colocado no eppendorf e medida
no Fluorolog, com o intuito de observar a fluorescéncia inicial da sonda. Com o auxilio
de uma pinca, os filmes foram colocados nos eppendorfs e deixados em agitacdo orbital.
A cada 30 minutos, os filmes eram retirados dos eppendorfs para que fosse medida a
fluorescéncia da solugdo, sendo em seguida recolocados nos seus respectivos
eppendorfs, voltando ao agitador orbital (Fig. 24). Esse procedimento de analise da
solucdo foi realizado até a maxima imobilizagdo da sonda nos filmes acontecer, como

constatado pela saturacdo da fluorescéncia da solugéo.
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N
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Figura 24 Esquema do procedimento de imobilizagdo dos filmes bicamadas.

3.4.2 Cinética de Hibridizacéao

Depois de imobilizados, os filmes foram colocados em eppendorfs com 1mL de
Tris-HCIl + 10 mM MgCl, pH 7.4, e agitados em um agitador orbital durante 15
minutos. Este procedimento de lavagem foi repetido 4 vezes. Em seguida, os filmes
foram colocados em novos eppendorfs contendo DNACc na concentracdo de 50nM e,
mais uma vez, posicionados no agitador orbital. Depois de 5 minutos, os filmes foram
retirados, para a medida da fluorescéncia da solugdo. Essa solugdo é examinada a cada
10 minutos, a fim de verificar o tempo necessario para que ocorra a maxima
hibridizacdo da sonda ssDNA-FAM com o DNA alvo (DNAc), como verificada pela

saturacdo na intensidade da fluorescéncia.
3.4.3. Limite de deteccéo do biossensor

Apos a determinacdo do tempo de imobilizacdo e hibridizacdo, foram feitas
diluicdes seriadas utilizando a solucdo estoque de DNAc colocadas em um eppendorf.
Os filmes também foram adicionados aos eppendorfs com o auxilio de uma pinca, e
colocados em agitagdo orbital durante o tempo estimado na hibridizag&o. Decorrido esse
tempo de hibridizacdo, os filmes foram retirados dos eppendorfs, sendo a fluorescéncia
do sobrenadante medida a fim de ser construida uma curva de calibragdo para o célculo
do limite de detec¢do. Para isso foi utilizada a formula: 36/S, onde 6 é o desvio padrdo

do branco e S ¢ a inclinagéo da curva de calibracdo (LIU; SU, 2017).
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

Neste capitulo séo descritos os resultados obtidos no decorrer deste trabalho para
a sintese de filmes bicamadas poliméricas a serem usados no diagndstico molecular da
Zika. O capitulo foi estruturado em duas partes, a sintese e a caracterizacdo dos filmes
PANI-PPY/PET e PPY-PANI/PET, e a etapa de sensoriamento, em que foram

realizados os experimentos de fluorescéncia.

4.1 Preparacao dos filmes PANI-PPY/PET e PPY-PANI/PET

A sintese quimica foi adotada, por levar a um alto rendimento e ser uma rota
muito utilizada, tanto em escala piloto como na industrial (FAEZ et al., 2000). A
deposicdo quimica foi realizada a 4°C por 12 h, a fim de permitir que a polimerizacéo
seja lenta o suficiente para formar polimeros lineares (REGACO, 2006). A sintese dos
polimeros na superficie do PET foi feita usando uma baixa concentragdo de reagentes e
uma baixa temperatura, de modo a que os locais de nucleacdo ocorram na superficie da
folha de PET, em vez de apenas na solu¢do (CHIOU et al., 2007) (Fig. 25). Em
superficies hidrofobicas, a taxa de deposicdo de polimeros condutores é alta, mas se
obtém uma fraca adesdo a superficie, podendo o filme resultante ser removido por uma
fita adesiva (FLAVEL et al., 2009).

No caso da polianilina, o0 mecanismo de polimerizacdo envolve a formacédo de
oligbmeros de anilina, por oxidacdo em meio &cido. Esses oligbmeros sdo mais
hidrofobicos e tém a tendéncia a se separarem em meio aquoso, sendo adsorvidos em
superficies que estdo em contato com o0 meio reacional. Como a reatividade desses
oligdbmeros € grande, inicia-se o crescimento das cadeias de PANI, que se propaga por
toda a superficie do substrato (STEJSKAL; SAPURINA, 2005). J4 o PPY se deposita
nos substratos por precipitacdo. O mecanismo de sintese do PPY, envolve a formacao
de espécies intermediarias altamente reativas. O oxidante oxida o monémero pirrol,
formendo cations radicais, que vdo se recombinando, formando oligbmeros de pirrol e,
por fim, formando o PPY. A maior parte dos polimeros sintetizados se deposita na
solucdo apds a polimerizacdo quimica, podendo uma parte deles se acumular na
superficie do substrato em contato com o meio, formando uma camada fina sobre ele
(MALINAUSKAS, 2001).
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Figura 25 Substrato PET com mascara (a), filme de bicamada PANI-PPY/PET com méscara (b),
filme de bicamada PPY-PANI/PET com maéscara (c), filme de bicamada PPY-PANI/PET sem méscara e filme
cortado em tira (e).

4.2 Caracterizacao dos filmes PANI-PPY/PET e PPY-PANI/PET

4.2.1 Espectroscopia de absorcdo na regido do ultravioleta-visivel (UV-vis)

O estado de oxidacdo dos filmes PANI-PPY/PET e PPY-PANI/PET foi
determinado por UV-vis. Inicialmente, foram realizadas as analises com as primeiras
camadas de polimerizagdo dos filmes sobre o PET polianilina (Fig. 26a curva 1) e
polipirrol (Fig. 26b curva I). Depois, 0s espectros foram novamente obtidos para oS
mesmaos filmes apds o segundo ciclo de polimerizacdo, onde ocorreu a polimerizacao da
segunda camada de PPY (Fig. 26a curva Il) e PANI (Fig. 26b curva Il) respectivamente.
Os dois filmes de bicamadas foram lavados com uma solu¢do de NaOH 10nm.

Na curva | (Fig. 26a) podem ser observadas as bandas de absor¢do em 354, 430
e 760 nm, que sdo atribuidas as transi¢des m-m* dos anéis benzenoides, estando o
segundo e terceiro pico relacionados com a presenca dos pdlarons formados pela
protonacdo, e sendo o pico em 430 nm resultado da transicdo polaron-bipdlaron,
caracteristica da polianilina no seu estado sal esmeraldina. Esses picos estdo condizentes
com a literatura (FLAVEL et al., 2009; NGUYEN et al., 2014). Na curva | (Fig. 26b),
as bandas de absor¢do em 488 e 904 nm, atribuidas ao filme de PPY, correspondem a
transi¢do m-* e aos bipolarons, e S80 picos associados a natureza condutora do PPY (LI
etal., 2016; WENG et al., 2011).
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Figura 26 Espectros UV-vis. (a) Filme de PANI-PPY/PET (I) PANI sobre a folha de PET e (I1)PPY
crescida na superficie da PANI; (b) PPY-PANI/PET (1) PPy sobre a folha de PET e (11) PANI crescida na
superficie do PPY.

Analisando os picos da segunda camada dos filmes, podemos perceber que ha
semelhanga entre as bandas de absorbancia dos dois filmes (PANI-PPY/PET e PPY-
PANI/PET). Na curva Il (Fig. 26a), podem ser observadas as bandas de absor¢do em
322 e 580 nm do filme de PANI-PPY/PET, e na curva Il (Fig. 26b), as bandas em 322 e
590 nm do filme de PPY-PANI/PET. Esses picos sdao caracteristicos do estado base
esmeraldina da PANI, com o primeiro sendo devido a transicdo n-n* dos anéis
benzendides e a absorcdo de excitons dos anéis quindides, respectivamente (FLAVEL et
al., 2009; NGUYEN et al., 2014; WU; HONG, 2016). Na curva Il (Fig. 26a), referente
ao filme PANI-PPY/PET, é encontrada uma banda mais larga se comparada a curva Il
(Fig. 26b), referente a sobreposicdo ao pico do PPY. Nesse filme, ha a presenca da
PANI juntamente com o PPY na camada superficial do filme, fato esse que é
demonstrado pelos picos do UV-vis caracteristico da presenca da PANI desdopada. J&

no filme PPY-PANI/PET néo se observa a sobreposicéo de picos.

4.2.2 Espectroscopia Infravermelho com transformada de Fourier por refletancia total
atenuada (FTIR-ATR)

Para a constatacdo do crescimento da polianilina e do polipirrol na superficie do
PET e, posteriormente, da segunda camada em cada um dos filmes, foi utilizada a
Espectroscopia Infravermelho com transformada de Fourier por refletancia total
atenuada (FTIR-ATR) . Os filmes analisados foram o PPY-PANI/PET e o PANI-
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PPY/PET, com a identificacdo dos grupos funcionais existentes através dos picos
caracteristicos de cada material.

Na Fig. 27 sdo mostrados os picos referentes aos filmes PPY-PANI/PET (Fig.
27a) e PANI-PPY/PET (Fig. 27b). Alguns sdo encontrados nos dois filmes, como os
picos em 1704 cm™, 1335 cm™, 870 cm™,714 cm™ No espectro (a) sdo encontrados 0s
picos em 714 cm™ e 835 cm™, atribuidos & deformagdo C—H fora do plano dos anéis de
benzeno 1,2-substituidos e 1,4-substituidos, respectivamente. Também sdo encontrados
os picos em 1237 cm™, 1574 cm™ e 1504 cm™, que indicam o estiramento C—N do anel
benzendide e o estiramento C=C em anéis quindides e benzendides, respectivamente, e
que sdo picos caracteristicos da PANI (BLINOVA et al., 2007; GALIANI et al., 2007;
NGUYEN et al., 2014). J& no espectro (b), sdo observados os picos em 1030 cm™, 1093
cm™,1173 cm™ e 1540 cm™, relacionados com a deformacao das ligacées C-H e N-H no
plano, a vibragéo no plano de N-H, a deformacédo no plano C-H e N-H e a formagéo de
bipolaron, indicativa de PPY protonado, e o estiramento das ligacdes C=C no anel
benzeno, respectivamente, picos caracteristicos do PPY (BLINOVA et al., 2007; LIU;
OLIVEIRA, 2007; REUNG-U-RAIA et al., 2008).

—— PPY-PANI/PET
—— PANI-PPY/PET 870

1704

Transmitancia (%)

1540 4473 714

T T T T T T T T T T T T T T T T T
2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800
Numero de onda (cm™)

Figura 27 Espectros FTIR-ATR dos filmes PPY-PANI/PET (a) e PANI-PPY/PET (b).

4.2.3 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A técnica de microscopia eletrobnica de varredura foi empregada para a

visualizacdo da morfologia dos filmes. Na Fig. 28 sdo mostradas as estrutura da folha de
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PET (Fig. 28a), do filme PPY-PANI/PET (Fig. 28b) e do filme PANI-PPY/PET (Fig.
28c¢). Pode-se observar que a superficie da folha de PET € lisa e uniforme, sem nenhuma
rugosidade. No filme PPY-PANI/PET pode ser observada uma estrutura composta por
nanofibras alinhadas ao substrato (folha de PET com PPY), onde 0s pontos brancos
correspondem as pontas das nanofibras. Essas sdo caracteristicas tipicas da polianilina
(CHIOU et al., 2007; WANG et al., 2018).

No filme PANI-PPY/PET encontra-se uma morfologia granular uniforme,
constituida de grdos microesféricos. Essa estrutura assemelha-se a morfologia do PPY
(CHOUGULE et al., 2011; LIU; OLIVEIRA, 2007).

o s 5
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Figura 28 Imagens MEV de PET (a), filme bicamada Polipirrol- Polianilina/PET (b), filme bicamada
Polianilina-Polipirrol/PET(c).

Quando a PANI é depositada na superficie do PPY, ndo ha diferenca
morfolégica na sua estrutura, em concordancia com a afirmagdo do CHIOU et al. (2007)
de que ndo existe diferenca aparente na morfologia do revestimento da PANI para
substratos condutores ou ndo condutores. Ja 0 PPY, ao ser depositado na PANI, mostra
uma pequena alteracdo na uniformidade do filme. A imagem obtida por MEV

demonstrou que houve crescimento da bicamada polimérica em ambos os filmes.

5.2.4 Angulo de contato

Para determinar o carater hidrofobico/hidrofilico dos filmes, foi realizada a
medida de angulo de contato (AC) da agua com a superficie dos filmes. A medida do

AC esta relacionada a composi¢do quimica, homogeneidade nas amostras e morfologia
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da superficie. Se o AC for pequeno (<90°), a molhabilidade € alta e a superficie da
amostra € considerada hidrofilica. J& se o angulo de contato é grande (> 90°), a
molhabilidade é menor e a superficie da amostra é considerada hidrofébica (NAVALE
et al., 2018). Conforme mostrado na Fig. 29, o filme PANI-PPY/PET demonstrou ter
um caréater hidrofobico, enquanto que o filme PPY-PANI/PET apresenta um caréater
hidrofilico.

(a) (b)

Figura 29 Angulo de contato da 4gua para: filme PANI-PPY/PET (a) e filme PPY-PANI/PET (b).

4.4 Aplicacéo dos filmes PPY-PANI/PET e PANI-PPY/PET para o diagndstico
rapido da Zika

A metodologia de deteccdo do DNA utilizada é baseada na supressdo de
fluorescéncia, conforme mostra o esquema da Figura 30. Os filmes de bicamada
polimérica sdo polimerizados na superficie do PET. Apos a polimerizagéo, as sondas
marcadas com FAM (ssDNA-FAM) sdo imobilizadas nos filmes, onde acontece a
supressdo do sinal de fluorescéncia, devido a proximidade entre o fluor6foro (FAM) e a
superficie polimérica, via transferéncia de elétrons fotoinduzida. No entanto, ao serem
colocados em contato com o0 DNA alvo, acontece a hibridizacéo entre as fitas, que entéo
se soltam do filme, restaurando assim o sinal de fluorescéncia.

Para comprovar a metodologia sugerida, foi utilizada uma sequéncia especifica
de oligonucleotideos referente ao virus Zika, marcada com um fluoréforo FAM
(ssSDNA-FAM). Essa sonda, foi imobilizada nos filmes PPY-PANI/PET e PANI-
PPY/PET, que foram posteriormente colocados em uma solucdo contendo o DNA

complementar. Na Fig. 31a é mostrado o espectro de fluorescéncia da sonda ssDNA-
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FAM (50nM), antes (curva | ), e depois da imobilizacdo no filme de PPY-PANI/PET
(curva Il) e de PANI-PPY/PET (curva Ill). Pode ser observado que a solucdo inicial de
sonda tem uma forte fluorescéncia, com sua intensidade diminuindo em 74% no filme
de PPY-PANI/PET, e 91% no filme de PANI-PPY/PET, depois da imobilizacdo. Isso

permite comprovar a forte ligacao entre a sonda sSSDNA-FAM e os filmes.

NNy =)
w
\ /\/\ % ssDNA-FAM /\/\ DNA Complementar /
Figura 30 Esquema do mecanismo de deteccdo de &cidos nucleicos utilizando filmes nanoestruturados
PIC /PET.

Depois de termos estabelecido que a sonda sSDNA-FAM foi de fato imobilizada
nos filmes, os mesmos foram imersos em uma solucéo contendo o DNA alvo ou 0 DNA
ndo complementar, na concentracdo de 50nM (Fig. 31b). Ao entrar em contato com o
DNA alvo, ocorre a hibridizacéo das fitas, que se desprendem do filme, o que leva a
recuperacdo da fluorescéncia da solucdo. Pode ser observada a diferenca entre a
intensidade da fluorescéncia do DNA complementar e a do ndo complementar,
comprovando que os filmes podem ser utilizados como supressores de fluorescéncia
para a deteccdo de DNA.

Os filmes se ligam ao sSDNA-FAM através de interagdes de empilhamento n-nt
muito fortes entre as bases nitrogenadas do DNA e as ligagcdes conjugadas (ricas em
elétrons ) da PANI e do PPY. Isso leva a uma forte adsor¢@o entre o DNA fita simples
(ssDNA) e a superficie do filme, ao contrario do que acontece com o DNA fita dupla
(dsDNA). No dsDNA existe a auséncia de bases livres, o que oferece menos
oportunidades de empilhamento-r com a superficie dos PICs, levando a uma fraca
interacdo entre eles (LIU et al., 2011; LU et al., 2011). O mecanismo de deteccdo segue
algumas etapas, como a imobilizacdo do ssDNA-FAM na superficie dos filmes, através
das interacdes hidrofébicas, e depois a supressdo da fluorescéncia, que se deve a
proximidade entre 0 FAM e a superficie polimérica (PANI ou PPY), via transferéncia

de elétron fotoinduzida (PET) dos PICs para o fluoréforo excitado. E, por ultimo,
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quando os filmes imobilizados entram em contato com o DNA complementar, h4 a
formagéo do dsDNA, que se desprende do filme e vai para a solugéo, ocasionando a

recuperacao da fluorescéncia (LIU et al., 2011).
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Figura 31 (a) Espectros de emissdo de fluorescéncia da solugdo de ssDNA-FAM (50 nM) sob
diferentes condi¢des: antes (1) e ap6s a intera¢do com filmes PPY-PANI/PET (11) e PANI-PPY/PET (l11). (b)
Intensidade da fluorescéncia ap6s interacao dos sistemas sSDNA-FAM - PIC/PET com ssDNA alvo
complementar e ndo complementar (50 nM).

4.4.1 Otimizacao dos filmes para a detec¢do de DNA

No intuito de melhorar os resultados apresentados, foi realizado um estudo de
cinética de imobilizac&o e de cinética de hibridizacao.

4.4.1.1 Cinética de imobilizacdo

Antes da imobilizacdo, os filmes foram desdopados através da lavagem com
NaOH para retirada dos ions, deixando a polianilina no seu estado neutro (forma base
esmeraldina), como demonstrado na analise dos espectros de UV-vis (t6pico 4.2.1). Os
filmes foram desdopados para uma melhor interacdo entre eles e a sonda de DNA, que é
de natureza hidrofébica, como demonstrado por Nakao et al. (2002).

Para melhor avaliar o tempo necessario para que ocorra a interacdo entre a sonda
ssSDNA-FAM e os filmes, foi realizado um estudo de cinética de imobilizac&o. Para isso,
a solucéo contendo a sonda fluorescente foi colocada em contato com os filmes PANI-
PPY/PET e PPY-PANI/PET, sendo entdo examinado 0 tempo para que ocorra a maxima

quantidade de sonda ligada ao filme, o que é determinado pela saturacéo da extin¢do da
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fluorescéncia da solugdo. Conforme a ligagéo entre os filmes e a sonda vai acontecendo,
a fluorescéncia da solucdo vai diminuindo, o que ocorre devido a diminuicdo da
concentracdo de sonda na solugdo. Como pode ser observado na Fig. 32, o tempo de
imobilizacdo € de 180 min para ambos os filmes, pois ap0s esse tempo, a cinética se
torna mais lenta e a quantidade de sonda imobilizada é praticamente inalterada. Assim,
com isso estabelecido, em todos 0s experimentos seguintes, foi utilizado esse tempo de
imobilizacdo. Para a plotagem da curva foram utilizados apenas 0s pontos no

comprimento de onda de 518 nm (o pico maximo) da intensidade de fluorescéncia.
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Figura 32 Cinética de imobiliza¢do ssDNA-FAM (50nM) diluido em Tris-HCI (pH 7,4), 518nm

4.4.1.2 Cinética de hibridizacao

Depois da imobilizacéo, os filmes foram lavados 4 vezes com uma solucéo de
Tris-HCI + 10 mM MgCl,, cada lavagem durando 15 minutos. Essas lavagens servem
para retirar as sondas que ndo interagiram fortemente com os filmes, de modo a
aumentar a especificidade com o DNA alvo, diminuindo assim a ocorréncia de eventos
falso-positivos. A quantidade de lavagens e o tempo de lavagem foram avaliados pela
fluorescéncia das solucdes de lavagens, de modo a diminuir a intensidade de
fluorescéncia do branco (solucdo contendo apenas o tampdo Tris-HCI + 10 mM MgCl,).

A cinética de hibridizacdo foi examinada de modo a permitir uma melhor
avaliacdo do tempo necessario para a maxima hibridizacdo entre a sondas imobilizadas
sSDNA-FAM-PIC (onde o PIC pode ser PANI-PPY/PET e PPY-PANI/PET). O ensaio

consistiu em colocar os filmes em uma solucdo contendo o DNA alvo (50nM), com a
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posterior anélise da fluorescéncia da solugdo. Observando os gréficos da Fig. 33, nota-
se que a maxima hibridizacéo acontece por volta de 60 minutos de interacdo para ambos
os filmes. Para a plotagem da curva foram utilizados apenas 0s pontos no comprimento

de onda de 518 nm (o pico maximo) da intensidade de fluorescéncia.
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Figura 33 Cinética de hibridizacéo. Recuperagdo da fluorescéncia devido a interacédo do ssDNA-FAM
imobilizado nos filmes PIC/PET com o DNAc (50nM) diluido em Tris-HCI (pH 7,4), 518nm.

4.4.2 Limite de detecgéo

Apos a otimizacdo do tempo de imobilizacdo (180 min) e hibridizagdo (60min),
foram feitas dilui¢Oes seriadas (100, 75, 50, 25, 10, 5nM) utilizando a solugéo estoque
de DNAc e diluidas com Tris-HCI + 10 mM MgCl,. Apds os 60 minutos para a
hibridizacdo, os filmes s&o retirados das solugdes contendo o DNAc e medida a
fluorescéncia dessas solucbes. Na Figura 34 sdo apresentados 0s espectros de
fluorescéncia dessas dilui¢Bes, onde pode ser observada a recuperagdo de fluorescéncia
em cada diluicéo realizada.

Quando os filmes imobilizados com ssDNA-FAM sdo colocados em contato
com diferentes concentracdes de DNA complementar, uma maior quantidade de sonda é
liberada no meio, aumentando a intensidade de fluorescéncia das solugdes medidas. Isso
acontece devido a formacdo de cadeias dsDNA, por conta da hibridizacdo das sondas
sSDNA-FAM com o DNAc. Para avaliar o menor limite de deteccdo para os filmes, foi

tracada uma curva linear de algumas concentracdes. Para a plotagem da curva foram
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utilizados apenas os pontos no comprimento de onda de 518 nm (o pico maximo) da
intensidade de fluorescéncia.

(b)

Intensidade de Fluorescéncia (u.a.)
Intensidade de Fluorescéncia (u.a.)
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Figura 34 Espectros de fluorescéncia dos filmes PANI-PPY/PET(a) e PPY-PANI/PET (b) imobilizados
com ssDNA-FAM e em diferentes concentragdes de DNAc: a-100, b-75,¢-50, d-25, e-10, f-5.

Podemos observar a diferenga na intensidade de fluorescéncia em cada diluig&o.
Os filmes PANI-PPY/PET tiverem o coeficiente de determinacdo (R?) na reta igual a
0,976 e a relacdo linear, I = 10780,0c + 66457,7 (Fig. 35a), para a intensidade de
fluorescéncia em 518 nm (I) e a concentracdo do DNA complementar (c). J& para 0s
filmes PPY-PANI/PET o R? foi 0,9968 e a relacdo linear, | =24683,89c + 75642,09
(Fig. 35b). Utilizando os valores do coeficiente angular da reta (S) e o desvio padrao do
branco (o), obtivemos 0s limites de deteccdo usando a relagédo 3o/ S (LIU et al., 2018).
Os limites obtidos foram de 0,278 nM, para o filme PANI-PPY/PET, e 0,345 nM, para
0 PPY-PANI/PET. O branco foi realizado utilizando Tris-HCI + 10 mM MgCl; no lugar

da solucdo de DNAc, com todos os demais pardmetros sendo mantidos.
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Figura 35 Espectro de fluorescéncia correspondente ao intervalo de resposta linear dos ensaios para o filme
PANI-PPY/PET(a) e PPY-PANI/PET(b) (518nm).
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4.4.3 Seletividade da deteccéo de DNA do virus da Zika

Para saber 0 quéo seletivos os filmes seriam para com o DNA alvo, foi realizado
um ensaio especifico, que consistiu em colocar os filmes ja imobilizados com a sonda
sSDNA-FAM em solugBes contendo: um polinucleotideos (longa cadeia de
nucleotideos) (Poli-A), ou DNA complementar com uma base diferente (T;) e com duas
bases diferente (T,), ou DNAc ou o DNAnNc. Todas as solugdes foram diluidas para
50nM com o tampéo de Tris-HCI + 10 mM MgCl,. Foi escolhido o Poli-A para simular
a presenca de um DNA extenso. Também, os filmes foram colocados em contato com
uma solucdo mista de Poli-A e o DNAc, ambos na concentragéo de 50nM, para simular
um sistema real. Foi utilizado 1 mL de cada solugdo, sendo colocados os filmes ja
imobilizados com a sonda. Apds 60 minutos, os filmes sdo retirados das solucdes e a
fluorescéncia dessas solu¢bes medida. Na Fig. 36 sdo apresentados 0s espectros de
fluorescéncia dessas dilui¢Oes. Para a plotagem dos histogramas foram utilizados apenas
0s pontos no comprimento de onda de 518 nm (o pico maximo) da intensidade de

fluorescéncia.
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Figura 36 Histogramas da seletividade dos filmes (a) PANI-PPY/PET e (b) PPY-PANI/PET com relagéo a
adicdo do Poli-A, Poli-A mais o DNACc, e os complementares com uma base errada (T1) e duas bases erradas
(T2).

Analisando a Fig. 36, observamos que aconteceu a recuperacao de fluorescéncia
das solugdes numa taxa de aproximadamente 61% para T1, 48% para T2 e 90% para o
Poli-A nos filmes de PANI-PPY/PET (Fig. 36a), em comparacdao com o DNAc. Ja para
o filme PPY-PANI/PET (Fig. 36b), obtivemos valores de aproximadamente 23% para
T1, 19% para T2 e 40% para o Poli-A. Observamos que, mesmo com a modificagéo de

apenas uma base no DNA complementar, houve diferenca na recuperacdo de
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fluorescéncia, que se mostrou menor que a do DNA alvo, demonstrando que os filmes
sdo de fato seletivos. Quando uma ou duas bases do DNAc eram alteradas, o filme de
PPY-PANI/PET se mostrou mais seletivo do que o filme PANI-PPY/PET, ambos no
entanto exibindo uma 6tima seletividade.

Analisando a mistura Poli-A e DNAc, uma boa recuperacdo de fluorescéncia
pode ser observada, quando sua intensidade era comparada com a da Poli-A pura,
comprovando que DNA muito longos néo interferem com a seletividade dos filmes.

A seletividade é um parametro importante para medir o desempenho de um
sensor, pois é necessaria a interacdo especifica com o alvo em relacdo a outros
interferentes (LIU; SU, 2017). Podemos concluir que os filmes produzidos
demonstraram potencial para o diagnéstico molecular, em uma indicacdo de que de fato
essa plataforma de deteccdo € capaz de diferenciar entre sequéncias-alvo
complementares e outras incompativeis, que estejam inseridas em uma grande cadeia de
DNA.

4.4.4 Comparagdo dos filmes PANI-PPY/PET e PPY-PANI/PET com outros
supressores de fluorescéncia descritos na literatura

Na Tabela 5 é mostrada uma comparacdo entre nossos filmes e alguns
sistemas de deteccdo baseados em supressores de fluorescéncia relatados na
literatura, onde estdo indicados o material utilizado, o limite de detec¢éo e o tempo de
analise. Como apontado anteriormente, 0s nossos filmes sdo constituidos de PANI e
PPY formando uma dupla camada alternada. Conseguimos um limite de deteccédo
igual a 0,345 nM para o filme PPY-PANI/PET e 0,278 nM para o filme PANI-
PPY/PET, com o tempo de analise de 60 min.

Ao compararmos os resultados obtidos como uso de nossos filmes com os de
biossensores anteriormente relatados na literatura, percebemos ser nosso sistema de
deteccdo bastante promissor, permitindo obter um alto limite de deteccdo em um
tempo razoavel (60min). Em sua maioria, os sistemas discutidos na literatura
correspondem a nanoestruturas particuladas que podem se aglomerar, e assim limitar
a analise. Nossos filmes apresentam como vantagens comparativas, permitir um facil
manuseio e exibir um menor grau de aglomeracéo, além de serem de baixo custo.
Isso indica que nosso trabalho pode ser usado no campo de diagndstico molecular por

biossensores fluorescentes.
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Tabela 5 Comparacéo entre os filmes PANI-PPY/PET e PPY-PANI/PET e alguns

supressores de fluorescéncia.

.. Tempo de
. Limite de e A .
Material ~ analise Referéncias
deteccao (nM) .
(min)
Nanoesferas PPY 1 (HIV) DNA 45 LI; g ; la L,
Nanofibras PANI 2.5 (HIV) DNA 10 ngoeltlal"
Nanofitas poly(p- WANG et
fenilenodiamina) 30 DNA 60 al., 2011
Nanofios de Pd ZHANG et
(Pd NWs) 0.3 DNA 60 al., 2012
SONG;
WANG;
NPs a-Fe O ;
s a-ke O, 1.1 DNA 10 KONG,
2015
NPs de Au
funcionalizadas YAN et al.,
com 1.8 (HIV) DNA 30 2015
oligossacarideos
MOF 0,196 (HIV) DNA 90 YANG et al.,
0,073 (Ebola) RNA 30 2015
Nanotubos de 3.5 (HIV) DNA i FAN et al.,
polidopamina 150 (ATP) 2016
MOF 0,332 (Dengue) DNA 36 XIE et al.,
0,192 (Zika) RNA 2 2018
Filmes 0,345 nM
. Nosso
PPY-PANI/PET (Zika) DNA 60 Trabalh
PANI-PPY/PET 0,278 nM rabathio

4.4.5 Comparacéo dos filmes PANI-PPY/PET e PPY-PANI/PET com filmes de PANI e

PPY com uma e duas camadas

O nosso trabalho teve o intuito de modificar um trabalho ja realizado no Grupo
PNC para obter um limite de deteccdo melhor no diagnostico molecular. Na busca por

essa resposta, comparamos nossos filmes com aqueles formados ap6s um ou dois ciclos
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de polimerizacdo de PANI ou PPY. Todos os filmes foram obtidos da mesma forma,
utilizando a sintese quimica e polimerizando no substrato de PET, mantendo 0s mesmos
parametros, como o tempo de imobilizacdo (180min) e de hibridizacdo (60min). Para
essa comparacao, foram utilizados a sonda e os complementares referentes ao ZIKV, na
concentracdo de 50nM. O branco, que foi realizado utilizando apenas o Tris-HCI + 10
mM MgCl,, sem a adicdo do DNAc, foi usado para a observacdo da interacdo entre a
sonda e os filmes, pois, se a interacao for forte, a sonda ndo desprendera facilmente dos
filmes. Um branco muito alto pode interferir na analise, chegando a se tornar um fator

limitante do limite de deteccéo.
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Figura 37 Histogramas da comparacéo entre os filmes (a) PANI-PPY/PET e (b) PPY-PANI/PET com
relacdo a adicéo aos filmes de uma e duas camadas de PPY ou PANI.

A Fig. 37a, mostra que 0s nossos filmes de PANI-PPY/PET tém uma maior
recuperacdo da fluorescéncia, como demonstrado pela intensidade da sonda, em
comparagao tanto com o filme de uma camada, como o de duas camadas de PPY. Isso
demonstra que a presenca do substrato de PANI abaixo do PPY interfere diretamente e
modifica o comportamento do filme (se a PANI ndo modificasse o filme, o resultado
seria semelhante ao filme de PPY-PPY/PET, por se tratar de uma dupla camada). Essa
conclusdo se mostra consistente com os demais resultados apresentados. O branco foi
relativamente baixo para ambos os filmes.

No entanto, ao analisar a Fig. 37b, podemos perceber que a recuperacdo de
fluorescéncia ndo foi tdo intensa se comparada a do filme PANI/PET, sendo
semelhante a aquela do filme PANI-PANI/PET. O branco, tanto para o PANI/PET

como para 0 PANI-PANI/PET, é um pouco mais alto que o dos filmes PPY-
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PANI/PET, demonstrando que esses filmes tem uma melhor interacdo com a sonda.
Como ja discutido anteriormente, e confirmado pelo angulo de contato, devido a
menor hidrofobicidade da PANI, os filmes contendo esse polimero em sua superficie
tém uma menor interacdo com a sonda (ssDNS-FAM) e, consequentemente, exibem
um maior sinal branco, pois a sonda se desprende mais facilmente.

Essa nova proposta de modificacdo dos filmes, com a alternancia de camada
de PANI e PPY, conseguiu baixar o limite de deteccdo dos filmes em comparacao
com os filmes bicamadas. Os limites alcancados pelos filmes de uma camada foram
1.3 nM para PANI/PET e 1.1 nM para PPY/PET, o que deve ser comparado com 0s
valores de 0,345 nM para os filmes PANI-PANI/PET e 0,278 nM para os filmes

PANI-PPY/PET, mostrando gque os objetivos propostos foram alcancados.

4.5 Os filmes PANI-PPY/PET e PPY-PANI/PET para diagnéstico de outros virus

A proposta do presente trabalho se baseia na producdo de filmes
nanoestruturados para um sistema modelo de diagnostico molecular. Para examinar a
validade de nosso sistema para a identificagdo de outros microrganismos, foi realizado
um experimento preliminar para observagédo da resposta quando eram utilizadas a sonda
e o complementar referentes ao virus Papilomavirus Humano (HPV).

Esse virus foi escolhido, tanto por ser de DNA (diferentemente do ZIKV, que é
de RNA), quanto por fazer parte de uma numerosa familia de pequenos virus
oncogénicos, a familia Papilomaviridae. As infeccbes persistentes pelo HPV
correspondem a um dos principais fatores que levam ao cancer do colo do ttero (Cancer
Cervical). Entre seus 13 tipos oncogénicos, 0 HPV16 e HPV18 sdo os mais comumente
relacionados com o aparecimento da doenca (CANDIDO et al., 2017; TORTORA;
FUNKE; CASE, 2012). Dados do Instituto Nacional de Cancer (INCA) mostram que 0
cancer do colo do Gtero ocupa o sétimo lugar no ranking mundial mais geral, sendo o
quarto tipo mais comum na populacéo feminina (BRASIL, 2018)

Realizamos uma curva de concentragdo utilizando sonda e complementar
especifico para HPV 18 respeitando todos os parametros ja determinados anteriormente
para os filmes em que foram utilizadas sequéncias do ZIKV. Conforme pode ser
visualizado na Fig. 38, houve a recuperacdo de fluorescéncia, podendo ser notado que
houve diferentes intensidades de fluorescéncia quando os filmes entraram em contato



72

com diferentes concentracdes do DNAc. Mesmo que ainda preliminares, esses
resultados, indicam a eficacia de nossa plataforma para a detec¢do de outros virus.

(a) (b)
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Figura 38 Espectros de fluorescéncia dos filmes PANI-PPY/PET (a) e PPY-PANI/PET (b)
imobilizados com ssDNA-FAM para HPV-18 em diferentes concentragdes de DNAc: a-100, b-75,c-50, d-25, e-
10, f-5. Insert Espectro de fluorescéncia correspondente ao intervalo de resposta linear de dos ensaios para o
filme PANI-PPY/PET(a) e PPY-PANI/PET(b).
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5. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Nesse trabalho foram mostradas a sintese, a caracterizagdo e a aplicacdo de
filmes bicamadas poliméricas de PANI e PPY alternados em substrato PET, no
diagnostico molecular fluorescente da presenca do DNA do ZIKV. Os filmes foram
sintetizados por polimerizagdo quimica in situ, que € um método simples e com um alto
rendimento. Diversas técnicas como UV-vis, FTIR-ATR, MEV, angulo de contato e
espectroscopia de fluorescéncia, foram empregadas a fim de determinar as propriedades
desses filmes, bem como comprovar sua composicao.

Os filmes foram usados para a detec¢do do DNA do ZIKV, sendo a metodologia
adotada baseada na supressdo da fluorescéncia. Na superficie dos filmes foram
imobilizadas sondas (sSDNA-FAM), cujo sinal de fluorescéncia se tornava suprimido
devido a proximidade entre o fluor6foro (FAM) e a superficie polimérica. Ao entrar em
contato com o DNA complementar, acontece a hibridizagdo entre as fitas, que entdo se
soltam do filme, restaurando assim o sinal de fluorescéncia. Posteriormente, ensaios
foram realizados para determinar o tempo em que a sonda fluorescente se liga ao filme
(180min) e também o tempo em que acontece a maxima recuperacao da fluorescéncia,
que ocorre devido a hibridizacdo da sonda com 0 DNAc.

Os resultados indicam que essa plataforma de deteccdo para acidos nucleicos
proposta foi capaz de diferenciar efetivamente entre sequéncias de acidos nucléicos
complementares e ndo complementares. Essa plataforma foi desenvolvida para a
utilizacdo em diagnoéstico da Zika, mas se mostrou também compativel para uso na
identificagdo de outros virus, como o HPV 18. Os filmes, que sdo de baixo custo e de
facil manuseio, demonstraram um alto limite de detec¢do, com alta sensibilidade e boa
reprodutibilidade. Esses resultados sugerem que esse tipo de filmes de bicamadas
poliméricas sdo materiais promissores para uso em diagnostico molecular fluorescente.

Como perspectiva para a extensdo desse trabalho, em termos de modificagéo dos
filmes podemos avaliar diferentes sinteses quimicas, variando a quantidade de
mondmero e o oxidante, bem como a sintese de um copolimero de anilina e pirrol para
observacao de suas propriedades como sensor. Temos ainda a ideia de adaptar esse
biossensor de DNA para permitir a deteccdo de RNA, o que demandara estudos
adicionais para avaliar a viabilidade dessa proposta. Uma outra perspectiva futura é a

aplicacdo desse biossensor em amostras clinicas e ndo apenas em sistemas modelos.
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Reagente ‘ Férmula Molecular Fabricante Origem
Anilina CeHsNH; Nuclear Brasil
Pirrol CsHsN Sigma Aldrich EUA
Cloreto de ferro 11 - )

) FeCl;.6H,0 Dinamica Brasil
hexahidratado
Persulfato de aménio _ )
(NH4)2S20s Sigma Aldrich EUA
(APS)
Acido Cloridrico HCI Quimica Moderna Brasil
Tris (Hidroximetil)
_ (CH,0H)3CNH; Promega EUA
aminometano
Hidroxido de sodio NaOH Quimica Moderna Brasil
Cloreto de Magnésio
) MgCl,.6H,0 Vetec EUA
hexahidratado
poli(tereftalato de - :
_ (CH,0,)n Filiperson Brasil
etileno) - PET
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ANEXO B - SEQUENCIA DE NUCLEOTIDEOS UTILIZADA NOS
EXPERIMENTOS DE HPV 18

OLIGONUCLEOTIDEO SEQUENCIA
DNA marcado com fluoréforo 5’-FAM-CCG AGC ACG ACA GGA ACGACT -3
FAM (ssDNA-FAM)

DNA complementar (DNAc) 5’- AGT CGT TCC TGT CGT GCT CGG - 3’




