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RESUMO

O diagnostico de Mycobacterium tuberculosis (MTB) é essencial devido a alta
incidéncia anual de Tuberculose (TB), sendo relatado em 2022 mais de 1.3 milhdes
mortes. Paises em desenvolvimento sdo os mais afetados pela bactéria, devido o
dificil acesso a saude por grande parte da populacdo. Os métodos padrao ouro
como PCR e cultura de MTB demandam tempo, custos altos e necessitam de
profissionais bem treinados. Como alternativa, o desenvolvimento de métodos
rapidos, de facil manuseio e menos custosos, como biossensores, € de crucial
importancia no combate a tuberculose. Nessa perspectiva, uma regido do gene
Rv2341 foi escolhido via GenBank-NCBI, para ser usado como sonda de DNA na
construcdo de um genossensor. Para montagem do biossensor, um sistema de
eletrodo impresso foi utilizado, os eletrodos de trabalho e auxiliar foram feitos de
pasta de carbono e o eletrodo de referéncia de pasta de prata. Sobre o eletrodo de
trabalho foi produzido um filme polimérico de L-lisina, foi utilizado o glutaraldeido,
conectando a extremidade da Poli-L-lisina a sonda de DNA modificada com um (-
NH2) terminal. A voltametria ciclica (VC) e a espectroscopia de impedancia
eletroquimica foram utilizados para a caracterizacao eletroquimica do biossensor via
espécies redox Ferri/Ferro. Como método de deteccéo foi utilizada a Voltametria de
Pulso Diferencial (VPD) com o Azul de Metileno (MB), como indicador de
hibridizagdo. As anélises por VPD-MB demonstraram que eletrodos ndo modificados
tém baixa afinidade pelo MB, resultando em uma baixa corrente (0,8uA). Apos a
modificagdo da superficie o eletrodo se torna mais eletroativo e a corrente aumenta
para (3,0uA). Com a adi¢do do glutaraldeido ocorre o isolamento da superficie do
eletrodo de trabalho, reduzindo a corrente para (1,44A). Com a imobilizacdo da
sonda, ha um aumento na corrente, devido a afinidade do MB com as guaninas
livres (11,0pA). Apés a hibridizacdo com a sequéncia complementar, ha uma
reducdo na quantidade de guaninas livres e consequentemente queda na corrente
(4,88pA) ja que a concentracao de guaninas livres reduz. O biossensor foi capaz de
diferenciar os alvos complementares de ndo complementares, jA que nao houve
alteracdo na corrente apds a hibridizacgdo com o alvo ndo complementar. Esse
biossensor € o primeiro passo para levar diagnostico rapido e eficaz de tuberculose
para areas de risco, devido a sua portabilidade e a especificidade do DNA.

Palavras-chave: Genossensor. Tuberculose. L-Lisina. Azul de Metileno.
Eletroquimico.
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ABSTRACT

Diagnosis of Mycobacterium tuberculosis (MTB) is essential due to the high annual
incidence of tuberculosis (TB), with more than 10 million new cases reported in 2021.
Developing countries are most affected by the bacterium due to difficult access to
healthcare for a significant portion of the population. Gold standard methods such as
PCR and MTB culture require time, high costs, and trained professionals. As an
alternative, developing of rapid, user-friendly, and cost-effective methods, such as
biosensors, is crucial in combating TB. From perspective, a region of the Rv2341
gene was selected via GenBank-NCBI to be a DNA probe in development of a
genosensor. A printed electrode system was used for biosensor development, with
working and auxiliary electrodes made of carbon paste and a silver paste for the
reference electrode. A polymeric film of L-lysine was produced on the working
electrode, and glutaraldehyde was used to connect the Poli-L-lysine end to the DNA
probe modified with a (-NH2) terminal. Cyclic voltammetry (CV) and electrochemical
impedance spectroscopy were crucial for the electrochemical characterization of the
biosensor via Ferri/Ferro redox species. Differential Pulse Voltammetry (DPV) with
Methylene Blue (MB) as a hybridization indicator was used as the detection method.
DPV-MB analyses demonstrated that unmodified electrodes have a low affinity for
MB, resulting in low current (0.8uA). After surface modification, the electrode
becomes more electroactive, and the current increases (3.0pA), and then with
glutaraldehyde addition, surface insulation reduces the current (1.4pA). Upon probe
immobilization, there is an increase in current due to MB's affinity with free guanines
(11.0pA). After hybridization with the complementary sequence, there is a reduction
in the number of free guanines and, consequently, a decrease in current (4.88uA)
since the concentration of free guanines decreases. The biosensor was able to
differentiate complementary from non-complementary targets, as there was no
change in current after hybridization with the non-complementary target. Due to its
portability and DNA specificity this biosensor is the first step towards bringing rapid
and effective tuberculosis diagnosis to at-risk areas.

Key words: Genosensor. Tuberculosis. L-Lysine. Methylene Blue. Electrochemical.
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1. Introducéao

Tuberculose (TB) é uma doenca infecciosa responsavel por milhares de
mortes no mundo, causada pelo bacilo gram-positivo, Mycobacterium tuberculosis
(MT). Essa patologia pode ser transmitida através de goticulas do ar. Afeta
principalmente as vias respiratdérias como o pulmao, mas pode atingir outros 6rgéos
(WHO, 2023). A tuberculose € a principal causa de mortes em pessoas portadoras
do HIV/AIDS. No ano de 2019, cerca de 10 milhdes de pessoas adoeceram por TB,
dentre essas, aproximadamente 1,5 milhdes morreram (Acharya et al., 2020). O
diagnéstico tardio acarreta o aumento da morbidade, mortalidade e transmissao
continua da doenga.

O diagnostico de TB pode ser realizado por meios de cultura, ensaios
imunolégicos ou por métodos moleculares, como PCR (Nataranjan et al., 2020).
Essas técnicas diagnosticas apresentam varias limitacdes: o método de cultura para
identificacdo do MT, apesar de ser considerado o padrédo ouro pela World Heath
Organization (WHO), necessita de um longo periodo de tempo para o crescimento
da bactéria e possui pequena sensibilidade (Nurwidya et al., 2018).

Ensaios imunoldgicos como o ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)
também apresentam baixa sensibilidade, uma vez que dependem da resposta
imunolégica de cada individuo e por esse motivo ndo sdo recomendados como
métodos diagnosticos para individuos HIV-positivos, devido a imunossupressao
(Mwaba et al., 2020); O ensaio por PCR apresenta uma otima especificidade e
sensibilidade, rapida deteccéo, é capaz de identificar mutacdes. Entretanto, s&o
necessarios profissionais qualificados para o manejo, além de ser um método de alto
custo o que dificulta o seu acesso, principalmente em lugares com poucas condigdes
financeiras (Nurwidya et al., 2018). Avaliando as limitacdbes dos métodos
diagnésticos padronizados para tuberculose, testes de facil acesso, facil manuseio e
baixo custo, como point-of-care tests (POCT) sdo alternativas promissoras para levar
o diagnostico da TB a regides de dificil acesso e assim controlar sua disseminacéo
(Gupta et al, 2021).

Biossensores sao dispositivos analiticos que utilizam um elemento de
reconhecimento biolégico (biorreceptor) acoplado a um transdutor (eletrodo de
trabalho), que traduz a resposta biolégica gerada entre a interacdo do biorreceptor
com o alvo, em um sinal mensuravel (Khan et al., 2020). Entre os diversos tipos de
transdutores, 0s eletroquimicos sdo 0s que apresentam mais vantagens, pois
possuem um baixo custo, sdo de facil manuseio, podem ser portateis, e sdo de
simples construcdo (Ronkainen et al., 2010). Dentre os varios tipos de
biorreceptores, os que utilizam acido nucleico apresentam maior especificidade e
sensibilidade e séo classificados como genossensores (Labuda et al., 2010).

A principal etapa do desenvolvimento de um biossensor € a imobilizacdo do
elemento de bio-reconhecimento sobre o transdutor, uma vez que, se o biorreceptor
nao for imobilizado de forma eficiente ao transdutor, pode perder alguma
propriedade inerente ao reconhecimento do alvo, diminuindo a sensibilidade do
biossensor, resultando em uma performance ineficiente (Rashid et al. 2017).
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Alguns estudos mostram que o biorreceptor pode ser imobilizado diretamente
no transdutor, sem perder sua especificidade e sensibilidade (Campos-Ferreira et al.,
2016; Oliveira et al., 2015). No entanto, muitos estudos estdo focados na busca e
caracterizacdo de agentes quimicos, como aminoacidos que possam ser capazes de
produzir filmes finos na superficie do transdutor, com o objetivo de melhorar seu
desempenho analitico (Souza et al. 2011; Bezerra et al, 2019).

Um dos fatores cruciais no processo de imobilizacdo € o mecanismo de
ligacdo entre o biorreceptor e a superficie transdutor (Naresh et al., 2021). Existem
varios métodos de imobilizacdo descritos na literatura, no entanto, o0 método de
imobilizagdo covalente demonstra uma maior estabilidade e flexibilidade (Frey et al.,
2020). Esse método permite que o biorreceptor seja imobilizado com uma orientacéo
vertical, o que permite um melhor acesso ao alvo e consequentemente maior
sensibilidade e desempenho analitico do biossensor (Oberhaus et al., 2020).

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS

Tuberculose (TB) € uma antiga doenca da humanidade, causada por um
microrganismo patogénico, Mycobacterium tuberculosis, que evoluiu e se adaptou a
humanidade (Hershkovitz et al., 2015). TB € uma doenca mortal, seus reflexos na
humanidade causam desequilibrios ambientais, na salde e socioeconémicos,
principalmente em paises emergentes.

A causa da TB so6 foi descoberta em 1882, pelo microbiologista Dr. Robert
Kock. A principal forma de disseminacédo do bacilo agente causador da tuberculose é
através do ar, quando pessoas doentes lancam particulas contendo o agente por
meio da tosse. Afeta primariamente os pulmdes, porém pode se espalhar pelo
organismo, levando a uma tuberculose extrapulmona (Sakula et al., 1982).

A TB é causada por membros do grupo Mycobacterium tuberculosis complex
(MTCB); Mycobacterium tuberculosis (MTB), o agente etiolégico em humanos; M.
africanum, que causa TB em humanos de algumas regides do continente africado;
M. bovis, M. caprae e M. pinnipedii, causando TB em animais domésticos. (Delogu et
al., 2013)

MTB é uma micobacteria de crescimento lento. Enquanto a maioria das
bactérias levam 24h, MTB leva semanas em condi¢cbes favoraveis. Uma das
principais caracteristicas da M. tuberculosis € a sua parede celular, que lhe
proporciona uma barreira para agentes nocivos do ambiente bem como para
antibioticos, desempenhando um papel fundamental em sua viruléncia, (Hoffmann
et al., 2008). A Figura 1 representa um modelo esquematico da parede celular da M.
tuberculosis. Micobéacterias possuem uma membrana externa, funcionalmente
semelhante as encontradas em bactérias GRAM-negativas, consistindo em uma
bicamada lipidica de acidos graxos na parte interna (acido micdlico) e glicolipideos e
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componentes cerosos na camada externa. Entre a membrana externa e interna
forma-se o espaco periplasmatico, com uma camada de peptidoglicanos ligados a
arabinogalactana na por¢cdo mais interna, se ligando aos acidos micolicos (Zuber et
al., 2008).

Camidsds | Acido Micélico
arabinogalactana
i IR
Camada de L S W A
peptidecsglicanos ! ) {
o S Sl

Polipeptideos
Lipideos Livres

Citoplasma Glicolipideos

Membrana citoplasmatica

Figura 1. Organizag®8es estruturais e componentes da parede celular da MTB, adaptado de Martynov et al.,
2016.

O gene Rv2341, € um gene conservado encontrado na cepa H37Rv, uma das
cepas mais extensivamente estudadas de MTB, mas também esta presente em
diversas outras cepas de MTB. A classe Rv desempenha diversas funcbes na
fisiologia da MTB. A conservacdo de um gene como o Rv2341 sugere que
provavelmente desempenha um papel na biologia bésica da bactéria ou na
patogénese da mesma (Cole et al., 1998; Beg, 2018). Estudos mostram que a
categoria do gene Rv2341 estéa relacionada com a integralidade da parede celular da
bactéria, na producédo de lipoproteinas (Mycobrowser, 2024). O estudo de genes
conservados serve como forma de descobrir novos alvos moleculares com potencial
de serem utilizados no diagnéstico e intervengbes terapéuticas, incluindo o
desenvolvimento de drogas ou o design de vacinas (Beg, 2018).

A patogénese da Mycobacterium tuberculosis, € complexa e envolve uma
série de interagbes entre o microrganismo e o sistema imunologico do hospedeiro.
Apés a inalacdo das bactérias, estas alcancam os pulmdes, onde sdo fagocitadas
por macrdfagos alveolares. No entanto, a capacidade intrinseca da M. tuberculosis



15

de sobreviver e multiplicar-se dentro dessas células fagociticas permite a sua
disseminacdo dentro do organismo. O processo de formacdo do granuloma, uma
estrutura inflamatéria complexa, é crucial na patogénese da tuberculose, pois
permite a contencdo do patdégeno e a modulacédo da resposta imunoldgica (Delogu,
2013).

Em alguns casos, a infec¢do latente pode persistir por longos periodos sem
causar sintomas, mas se houver uma queda na imunidade do hospedeiro, como
ocorre em situacdes de estresse ou comorbidades, a infeccdo pode reativar-se,
levando ao desenvolvimento da forma ativa da doenca (Bell; Noursadeghil, 2018).

A tuberculose é uma doenca altamente contagiosa que pode se espalhar
facilmente através do ar. Um diagnostico precoce é essencial para reduzir o impacto
da tuberculose na saude individual e coletiva, facilitando a implementacdo de
medidas de controle e prevencao eficazes. Quanto mais cedo o diagnéstico for feito,
mais rapidamente o tratamento pode ser iniciado, o que melhora as chances de
recuperacao do paciente, interrompendo a cadeia de transmisséo da doenca (WHO,
2023).

2.1.1 Epidemiologia

Globalmente em 2022, mais de 7.5 milhdes de novos casos de TB foram
notificados, superior aos registros de novos casos no periodo pré-COVID, (7.1
milhdes em 2019). O namero total de mortes ocasionadas por TB (incluindo pessoas
vivendo com HIV) foi de 1.3 milhdes, em 2022, (WHO, 2023). Na Figura 2 observa-
se observar os numeros de mortes causadas por TB e HIV entre 2000-2022. O
namero de Obitos relacionados a TB foi significativamente maior do que os causados
apenas por AIDS/HIV (0.6 milh&es), indicando uma maior taxa de mortalidade,
principalmente impactada pela pandemia de COVID-19 (UNAIDS, 2023).

2.5
= Mortes por HIV
]
M 2.0
=% Obitos por TB
é em pessoas HIV-nes.
X 15
g
s 1.0
%]
Q
0
= 0.5 -
= Obitos por TB
2 em pessoas HIV-pos.

0

2000 2004 2008 2012 2016 2022
Figura 2. Taxa estimada de mortes globais causadas por TB e HIV, adaptado de WHO, 2023.
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indices de TB s&do particularmente altos em &reas urbanas. A principal
explicacdo para o aumento das taxas de transmissdo é o aumento da densidade
populacional, assim como a situagcdo econdmica mais humilde. Uma alimentacao
pobre em nutrientes aumenta o risco de infeccdo e do estabelecimento da doenca,
(Lonnroth et al., 2009). Na Figura 3 a principal incidéncia de novos casos de
tuberculose se encontra em paises classificados como emergentes.
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Figura 3. Incidéncia global de novos casos de tuberculose em 2022, adaptado de WHO, 2023.

A incidéncia da TB no Brasil varia ao longo do tempo e entre diferentes
regides do pais. Segundo dados do Ministério da Saude, a tuberculose continua
sendo um importante problema de saude publica no Brasil, com cerca de 70 mil
novos casos notificados anualmente (BRASIL, 2021). Embora tenha havido uma
reducdo geral na incidéncia da doenca nas ultimas décadas, o Brasil ainda enfrenta
desafios significativos especialmente em areas urbanas densamente povoadas e em
comunidades com condi¢cdes socioecondmicas desfavoraveis. O coeficiente de
incidéncia de TB no Brasil diminuiu de 41,9 casos por 100 mil habitantes, em 2001,
para 37 casos por 100 mil habitantes em 2018 (7,9%), com estabilizacdo em 2019.
Quanto ao coeficiente de mortalidade os estados do Amazonas (4,1/100 mil hab.),
de Pernambuco (3,9/100 mil hab.) e do Rio de Janeiro (3,8/2100 mil hab.) destacam-
se com os maiores valores (BRASIL, 2021).

Sem tratamento adequado, os niveis de mortes causadas por TB sdo maiores
gue 50%. Com o uso de medicamentos anti-TB por 4-6 meses a taxa de cura chega
a ser maior que 85%. O namero de pessoas que sao infectadas com Mycobacterium
tuberculosis, desenvolve a doenca e morrem devido a tuberculose, esta
intrinsecamente ligado a vérios fatores. Este niUmero pode ser reduzido por acdes
multi setoriais, através de cuidados rapidos, democratiza¢cdo do conhecimento sobre
TB, prevencao e um diagnostico precoce (Tiemersa et al, 2011).
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2.1.2 Diagnéstico

Testes diagnésticos para tuberculose tém aumentado substancialmente nos
altimos anos, com a liberacdo de testes moleculares recomendados pela WHO,
para diagnostico inicial de TB. Tais testes podem ser utilizados para auxiliar pessoas
vivendo com HIV, pois possuem variacdes que detectam resisténcia a uma
variedade de medicamentos utilizados contra o MTB. O método de microscopia de
escarro ainda continua sendo utilizado largamente por laboratérios com poucos
recursos, mas vem sendo substituido por testes rapidos. (WHO, 2021)

Semeio para o crescimento de cultura de MTB continua sendo o padrdao ouro
para o diagnéstico, importante para identificar a presenca de Mycobacterium
tuberculosis em amostras clinicas como escarro, lavado broncoalveolar, liquido
pleural, entre outros. Este método envolve o crescimento e a identificacdo das
bactérias em meio de cultura especifico. Além disso, € 0 meio recomendado para
detectar resisténcia a drogas, bem como um teste confirmatério e de
acompanhamento de pacientes em tratamento (WHO, 2023). No entanto, o processo
de cultivo da Mycobacterium tuberculosis € mais lento em comparagcdo a outros
micro-organismos, geralmente levando de 2 a 5 semanas para que as colbnias
bacterianas se tornem visiveis. E valido ressaltar que esse método requer
infraestrutura laboratorial especializada. Por isso, em alguns casos, outros métodos
de diagndstico rapidos, como testes moleculares, podem ser utilizados em conjunto
com a cultura, (Palomino et al., 2008).

Com o passar do tempo, os métodos para diagnosticar tuberculose vem se
desenvolvendo na forma de testes moleculares, como os Nucleic Acid Amplification
Test (NAATS). Esses testes amplificam uma regido especifica do genoma do M.
tuberculosis, tipicamente por PCR. NAATSs ainda podem detectar genes relacionados
a resisténcia aos farmacos (Acharya et al, 2020).

Testes moleculares para marcadores de MTB desempenham um papel
fundamental no diagndstico precoce da TB, fornecendo resultados sensiveis e
precisos. A proteina MPT64 é exclusiva do Mycobacterium tuberculosis, tem sido
utilizada como marcador em testes moleculares, permitindo diferenciar a MTB de
outras micobactérias. (Cao et al, 2021). LAM (lipoarabinomanana) é um componente
da parede celular da Mycobacterium tuberculosis, a presenca do antigeno LAM na
urina de pacientes é um indicativo de tuberculose disseminada, especialmente em
pacientes com HIV/AIDS (Mcivor et al, 2021). O GeneXpert € uma plataforma
diagnéstico molecular baseada na técnica de PCR, sendo usado para detectar a
tuberculose (TB) e a possivel resisténcia a rifampicina, indicativo de Tuberculose
Multidroga-resistente (TB-MDR), esta metodologia é capaz de liberar resultados em
menos de 5h (Cepheid, 2024).

Embora os testes moleculares demonstrem alta especificidade e
sensibilidade, € necessario 0 manejo por profissionais qualificados. Além disso, seu
custo é elevado, dificultando o acesso, especialmente em areas com recursos
financeiros limitados (Nurwidya et al, 2018).
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O diagnéstico rapido é um pilar fundamental para acabar com a (TB). Os
testes no local de atendimento (POCT) facilitam a deteccdo precoce, o tratamento
imediato e a reducdo da transmissdo da tuberculose. Com a utlizacdo de
biossensores para MTB capazes de detectar baixas concentragcdes de marcadores,
baixo custo, sem necessidade de pessoal especializado, seria possivel revolucionar
o diagndstico precoce e 0 monitoramento da tuberculose, especialmente em areas
com poucos recursos, melhorando significativamente as taxas de deteccao,
tratamento e controle da doencga (Gupta et al, 2021).

2.2. BIOSSENSORES

Biossensores sao dispositivos que combinam um componente biolégico
especifico com um componente de detec¢do, geralmente um transdutor, para
converter um sinal biolégico em um sinal mensuravel. Esses dispositivos séo
utilizados para detectar a presenca ou concentracao de substancias como proteinas,
acidos nucleicos, microrganismos ou mesmo ions e metais pesados, em amostras
bioldgicas ou ambientais (Roukainen et al., 2010).

Podem ser projetados para uma ampla variedade de aplicacdes, incluindo
diagnéstico meédico, monitoramento ambiental, deteccdo de patdogenos em
alimentos, controle de qualidade em industrias farmacéuticas e de alimentos (Rubab
et al., 2018; Bezerra et al., 2019; Pilevar; Kim; Lee, 2021; Singh et al., 2023).

A Figura 4 ilustra o desenvolvimento geral de um biossensor, um componente
biolégico (enzima, anticorpo, acido nucleico ou célula) é imobilizado em uma
superficie sélida ou membrana. Quando a substancia-alvo se liga ao componente
biolégico, ocorre uma reacao bioquimica catalitica ou ndo catalitica que gera um
sinal, esse sinal serd detectado por um transdutor que o converte em algo
mensuravel para que o sistema de processamento transforme o sinal em dados.

Analilo  Blomeceptor Condicionante de Sinal e
g Trasndutor Unidade de Processamento

Display

ee®

i - Sinal / \ Transmissdo

Sinal e se Sinal

Reacio Quimico Eiétrico | it
Sloquimice — C— :> / —_— )))
LT Smartphone
®e Processamento de Sinal

LR

@R \-

P ad
8 Célula
' Enzima o
—
N 7 A L~ | Optico|
| Anticorpo ®

* Amperometria
* Voltametria
Eletroquimico| * condutividadeelétrica

by
vng & DNA : RNA AL « Impedincia

M 2

Figura 4. Esquema de desenvolvimento de um biossensor, adaptado de Kulkarni et al, 2022.
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Os transdutores de biossensores desempenham um papel fundamental na
operacdo e funcionalidade desses dispositivos, convertendo sinais biolégicos em
sinais mensuraveis que podem ser interpretados e quantificados. Esses transdutores
podem assumir diversas formas e operar em diferentes principios fisicos, como
elétrico, 6ptico ou piezoelétrico (Campos-Ferreira et al., 2016; Do Nascimento et al.,
2017; Bekmurzayeva et al., 2021). A escolha do transdutor adequado depende da
aplicacao especifica do biossensor e das propriedades da substancia-alvo ao serem
detectadas, visando sempre obter a maxima sensibilidade, especificidade e precisdo
nas medicoes (Kulkarni et al., 2022).

Os eletroquimicos sdo uma classe de transdutores que convertem sinais
guimicos em sinais elétricos mensuraveis. Sdo frequentemente empregados em
biossensores devido a sua sensibilidade, precisao e facilidade de miniaturizacédo. A
interacdo entre o componente bioldgico e a substancia-alvo produz uma mudanca no
fluxo de elétrons, detectada pelo transdutor eletroquimico (Uludag et al., 2016). Os
mais comuns sdo eletrodos de carbono vitreo, eletrodos de platina e eletrodos de
ouro. Esses transdutores podem detectar mudancas na corrente elétrica
(amperometria), na voltagem (voltametria) ou na impedancia elétrica (espectroscopia
de impedancia eletroquimica), dependendo do principio de deteccdo (Ronkainen et
al., 2010).

2.2.1 Imobilizagdo do Biorreceptor

A imobilizacdo € o método pelo qual um componente biologico se liga ao
transdutor, mantendo sua atividade bioldgica natural. A detec¢cdo do alvo de
interesse estd diretamente ligada a imobilizagcdo adequada do biorreceptor. Essa
etapa garante uma parte ativa e acessivel para os alvos, proporcionando alta
estabilidade conformacional e bioatividade (Naresh et al., 2021). Entre as diversas
técnicas de imobilizar uma molécula, temos a adsorcéo fisica, adsor¢cdo quimica,
ligagéo covalente (Frey et al., 2020) e aprisionamento (Huertas et al., 2019)

Uma das técnicas mais comuns e eficazes para a imobilizacdo de
biorreceptores em biossensores € a formacdo de ligacbes covalentes entre a
superficie modificada do transdutor e o biorreceptor. Essa ligacao é frequentemente
irreversivel, proporcionando estabilidade e orientacdo para as biomoléculas
imobilizadas. Durante esse processo, grupos funcionais presentes nas cadeias de
certos aminoacidos, como hidroxila, amino, carboxilico e tiol, sdo utilizados para criar
as ligacdes covalentes (Frey et al, 2020). O EDC (1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)
carbodiimida) e o NHS (N-hidroxisuccinimida) sao reagentes comumente usados na
bioquimica para promover a formagcdo de ligacbes covalentes entre grupos
funcionais, como carboxilas e aminas. O EDC atua como um agente de
acoplamento, ativando os grupos carboxila, enquanto o NHS estabiliza o
intermediario de ativacdo, tornando a reacdo mais eficiente (Gicli et al., 2022).
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Outro reagente de bioconjugacio bastante utilizado é o glutaraldeido. E um
agente de reticulacdo de estrutura linear amplamente utilizado na biotecnologia
devido a sua capacidade de formar ligacdes covalentes entre grupos funcionais
aminas, presentes em moléculas biologicas (Figura 5). Essas ligacdes covalentes
resultam em uma ligacdo estavel, que pode imobilizar biomoléculas em superficies
sélidas ou estabilizar estruturas bioldgicas (Reddy; Reddy; Jiang, 2015). Grupos -
NH2 disponiveis na superficie podem se ligar ao glutaraldeido devido a presenca de
grupo aldeido (-COH) em suas extremidades. O glutaraldeido ativa a superficie
ligando uma de suas extremidades ao grupo amina presente na superficie e o outro
grupo aldeido conecta a uma molécula de DNA modificada com um terminal -NH2
(Mohy eldin et al., 2014).
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Figura 5. Imobilizagdo de biorreceptor em superficie ativada com glutaraldeido, Autor 2024.

2.2.2 Genossensores

Com o intuito de mitigar algumas limitagdes observadas em determinados
biossensores, como a falta de precisdo e reprodutibilidade, foram desenvolvidas
genossensores que estdo emergindo como uma alternativa promissora. Esses
biossensores surgiram como uma abordagem atrativa para aprimorar a sensibilidade
e robustez dos dispositivos eletroquimicos, proporcionando as caracteristicas de
biomoléculas de DNA como a especificidade (Paniel et al., 2013).

Os genossensores sao utilizados na deteccdo de sequéncias especificas de
oligonucleotideos empregando como moléculas de biorreconhecimento, sondas de
fita simples de DNA (ssDNA), mRNA ou aptdmeros, como visto na Figura 6. O
objetivo de utilizar tal biorreceptor é a hibridizacdo entre a molécula imobilizada na
superficie do transdutor e sua sequéncia complementar (alvo), a sensibilidade e
espeficidade estédo relacionadas ao numero de pares de bases complementares do
alvo. Ao adquirir a conformacao de dupla hélice (dsDNA), um sinal proporcional &
gerado detectando o alvo na amostra analisada. A deteccéo € seletiva e resulta das
propriedades especificas da interagdo das bases nitrogenadas presentes nos
oligonucleotideos, com criacdo de pontes de hidrogénio (Huang et al., 2018; Babaei
et al., 2022). Um estudo prévio para definir a sequéncia de nucleotideos que irdo
compor a sonda de DNA deve ser realizado, para garantir a especificidade e
condicOes de estabilidade da sonda (Xu et al., 2020).
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(B)
(A) (C)

Figura 6. Diferentes tipos de Genossensores. (A) miRNA (B) ssDNA (C) Aptamero Autor, 2024.

A deteccdo de forma direta sonda de DNA, consiste em detectar o0s
componentes da molécula (Richard et al.,, 2023) ou de maneira indireta, por
indicadores. O sinal eletroquimico pode ser medido com auxilio de marcadores de
hibridizacdo que se ligam a sonda de DNA, como o caso do Azul de Metileno, do
inglés Metileno Blue (MB) e do Brometo etileno (Honorato et al., 2014).

A interacéo entre o azul de metileno e o DNA é amplamente estudada devido
as suas aplicagcbes em técnicas de coloracdo e analise de &cidos nucleicos, bem
como em estudos de interagcbes moleculares. O azul de metileno é capaz de
intercalar-se entre as bases nitrogenadas do DNA, inserindo-se entre as hélices da
dupla fita de DNA (Sun et al., 2012). Mas em outras condi¢cdes o sinal do azul de
metileno se mostra bastante elevado em ssDNA, indicando uma interacdo com as
guaninas da fita simples (Ozkan et al., 2002). E importante notar que a interag&o
entre o0 azul de metileno e o DNA pode variar dependendo das condi¢cdes
experimentais, como pH, concentracdo de sal e temperatura. Portanto, esses fatores
devem ser considerados ao realizar experimentos que envolvam essa interacao
(Vardevanyan et al., 2013).

A compreensdao de que &cidos nucleicos podem assumir estruturas
secundarias estaveis levou a selecdo ao desenvolvimento dos aptameros.
Aptameros sdo oligonucleotideos curtos selecionados por meio de um método de
Evolucdo Sistematica de Ligantes por Enriqguecimento Exponencial (SELEX).
Capazes de se ligar a uma molécula alvo com alta afinidade e especificidade. Além
dessas vantagens os aptameros sdo moléculas de alta estabilidade, flexibilidade
estrutural 3D e de producdo e modificacBes versateis, tais caracteristicas tornam
essas moléculas proprias para aplicagbes no desenvolvimento de biossensores
(Ding et al., 2022).
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2.3 TECNICAS ELETROQUIMICAS

As analises eletroquimicas desempenham um papel crucial em uma
variedade de campos, desde a ciéncia dos materiais até a biologia e a medicina.
Essas técnicas utilizam as propriedades elétricas das substancias para investigar
uma ampla gama de fendmenos. Métodos como voltametria ciclica (VC), voltametria
de pulso diferencial (VPD) e espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE) sdo
0s principais métodos para identificar compostos e estudar reacdes redoxes em
sistemas (Zoski et al, 2007). O desenvolvimento de dispositivos portateis amplia o
alcance das analises eletroquimicas para aplicacbes em campo, auxiliando no
diagndstico médico através da deteccdo e quantificacdo de biomarcadores (Lu et
al., 2020) e no monitoramento ambiental de substancias toxicas (Stortini et al.,
2020). Essas técnicas desempenham um papel fundamental na compreenséo e no
avanco de diversas areas cientificas, promovendo inovacdo e desenvolvimento na
ciéncia.

2.3.1 Voltametria Ciclica

A voltametria ciclica € uma técnica eletroquimica poderosa utilizada para
investigar a cinética de reacdes redox, determinar coeficientes de difuséo, identificar
espécies eletroativas e caracterizar sistemas eletroquimicos. A Figura 7 representa
0s principais parametros fornecidos pela curva voltamétrica onde Ipa = corrente de
pico anddico, Ipc = corrente de pico catddico, Epa = potencial de pico anddico e Epc
= potencial de pico catddico.

1 /A

>
E/V
Figura 7. Gréfico representativo de leitura de VC Ipa = corrente de pico anddico, Ipc = corrente de pico catddico,
Epa = potencial de pico anddico e Epc = potencial de pico catddico. Adaptado de Nascimento et al, 2011.
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Nessa técnica, a corrente elétrica é medida enquanto a voltagem aplicada é
deslocada de forma ciclica em uma faixa de varredura. Durante a varredura, a
solucdo sobre os eletrodos sofre constantes oxidacOes e reducdes de moléculas
eletroativas presentes no meio, gerando correntes de pico caracteristicos no gréafico
de VC (Zoski et al, 2007). Além disso, essa técnica pode ser utilizada para modificar
a superficie de transdutores por meio da eletropolimerizacdo, onde mondmeros
conhecidos sdo submetidos a uma variacdo de potenciais em volts (V), que oxidam e
reduzem as moléculas da solugdo. A carga resultante do processo anddico e
catédico estimula as moléculas presentes na solugdo, gerando ligacdes covalentes
entre essas moléculas e a producédo de polimeros (Eloi et al., 2020).

A voltametria ciclica fornece uma rigueza de informacdes sobre a cinética das
reacdes eletroquimicas, incluindo potencial caracteristico do eletrodo em estudo,
coeficientes de transferéncia de carga e comportamento de reacdes reversiveis e
irreversiveis. A técnica é utilizada em vérias areas eletroquimicas, como quimica
analitica, eletroquimica de materiais e biossensores (Power et al., 2018).

2.3.2 Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica

A espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE) é uma técnica utilizada
para investigar as propriedades elétricas de plataformas eletroquimicas. Ela envolve
a aplicacdo de uma baixa amplitude de sinal alternado & uma célula eletroquimica
em uma ampla faixa de frequéncias. A resposta elétrica da célula, medida em termos
de impedancia, € entdo registrada e analisada. A partir dos dados de impedancia, é
possivel extrair parametros fundamentais, como resisténcias, capacitancias e
indutancias, que sdo importantes para entender os mecanismos de reacdo e a
cinética eletroquimica (Lasia, 2014). A expressao de impedancia é dividida em uma
parte real e uma parte imaginaria. Quando a parte real (Zreal) é representada no
eixo X e a parte imaginaria (Zimag) é representada no eixo Y, forma-se um "Gréafico
de Nyquist", Figura 8.
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Figura 8. Leitura via método eletroquimico EIE. (A) Grafico de Nysquit (B) Circuito de Randles. Rsol=
resisténcia da solucéo ; Rct = resisténcia a transferéncia de cargas; Cdl = capacitancia; W = Warburg. Adaptado
de Magar et al, 2021.

Os processos eletroquimicos associados a interface eletrolitica e as reacdes de
oxidacao e reducdo sdo simulados/computados como um circuito elétrico (circuito
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equivalente) envolvendo componentes elétricos (resistores, capacitores, indutores).
A resisténcia da solucdo (Rs), a capacitancia de dupla camada na superficie do
eletrodo (Cdl), a resisténcia de transferéncia de carga (Rct) e a resisténcia de
Warburg (Zw) sdo simplificadas nos circuitos equivalentes de Randles (Katz et al.,
2003; Magar et al., 2021).

2.3.3 Voltametria de Pulso Diferencial

A voltametria de pulso diferencial (VPD) é uma técnica eletroquimica
amplamente utilizada para andlise de amostras eletroativas em solugcdo. Ela é
baseada na aplicacdo de uma série de pulsos de potencial em um eletrodo de
trabalho e na medicdo da corrente resultante apds cada pulso. A diferenca entre as
correntes medida no inicio e no final de cada pulso é registrada em funcdo do
potencial, portanto a corrente representada no grafico é a (Al) diferenca da corrente
capacitiva (I11) e a faradiaca (12). Figura 9 (Xu et al., 2020a).
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Figura 9. (A) Variacédo do potencial aplicado no VPD (B) Tipico gréfico, resultante do VPD (Venton; DiScenza,
2020).

A VPD é util para a determinacdo quantitativa de espécies
eletroativas em solucdo, pois permite a deteccdo de picos de corrente em baixas
concentracfes, minimizando a interferéncia do ruido de fundo. Além disso, essa
técnica oferece uma boa seletividade e sensibilidade, podendo ser aplicada em
sistemas de amostras bioldgicas ou ambientais (Albishri et al., 2019; Farahani et al.,
2019).



3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL
Desenvolver um genossensor eletroquimico para diagnostico da TB.
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Modificar o eletrodo do trabalho com filme polimérico de L-lisina;

e Viabilizar a ligacao covalente da sonda com a superficie do eletrodo
modificado utilizadando o glutaraldeido como agente de bioconjugacéo;

e Estudar a concentracdo ideal de sonda de DNA sobre o eletrodo;

e Avaliar a detecgao do alvo complementar por VPD;

e Avaliar a especificidade do biossensor com o uso de sequéncia nao
complementares;

e Caracterizar as etapas de modificacao e imobilizacéo;

25
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4 METODOLOGIA

4.1 MATERIAIS E EQUIPAMENTOS

A solucdo tampado de PBS 10x pH 7,4 foi comprado pela Gibco e tampéao
TRIS comprado pela Sigma-Aldrich. Azul de metileno foi adquirido pela Sigma-
aldrich e preparado em TRIS-HCI 20 mM pH 7,4 na concentracdo de 500uM. L-
lisina foi adquirida da Sigma-Aldrich, e posteriormente solubilizada em PBS 1x pH
7,4. Glutaraldeido comprado pela Sigma-Aldrich em concentracdo de 25% em
solucéo aquosa. Ferrocianeto de potassio e Ferricianeto de potassio 5mM obtidos da
Sigma-Aldrich e preparados em solucdo de KCI 0,1M. A sonda de DNA do gene
Rv2341 para MTB (NH2-C6-5- ACG GCA ACG GGT CGC GCA TCC AGA-3’) e sua
sequéncia complementare, chamada de alvo (5- TCT GGA TGC GCG ACC CGT
TGC CGT-3), foram fornecidas liofilizadas pelo laboratério Integrated DNA
Technologies (IDT), e ressolubilizadas em agua Mili-Q em concentracfes de 200 uM
e 100 uM, para sonda e alvo complementar (AC). Essas solucdes estoques foram
armazenados em freezer a -20°C e diluidos posteriormente em suas concentracées
de trabalho, a sonda em PBS 1x e o alvo em TRIS 10mM. Uma sequéncia de DNA
de ZIKA foi fornecida pela EXXTEND foi utilizada como alvo ndo complementar
(ANC) para analise de especificidade.

Um sistema impresso de trés eletrodos foram confeccionados (SPE, do
inglés, screen printed electrode) foi utilizado nos experimentos, contendo um
eletrodo produzido com tinta de Ag/AgCl como eletrodo de referéncia, eletrodo
auxiliar e eletrodo de trabalho produzidos com tinta de carbono. As tintas de prata e
carbono utilizadas para confeccdo dos SPEs foram adquiridas pela SunChemical e
Loctite, respectivamente. Como substrato para a producdo dos eletrodos, foram
utilizadas folhas de poliéster, adquiridas da empresa Isoteck Brasil Industria e
Comércio Ltda.

Um potenciostato autolab PGSTAT128N da Metrohm foi utilizado para
realizacdo das analises eletroquimicas de VC, EIE e VPD. Uma céamara de
hibridizacdo (combi-H12, FINEPCR) contendo uma plataforma mdvel foi utilizada
para promover as analises de hibridizacéao.

4.2 FORMACAO DO FILME DE POLI-L-LISINA

Com a finalidade de avaliar a faixa de potencial mais apropriada para a
formacédo do filme de poli-L-lisina por VC, fundamental para a imobilizacdo do
biorreceptor na superficie do biossensor, trés faixas de potencial foram
investigadas: -2V a +2 V; -1V a +2V e -0,2V a +2V. Para isso, a eletropolimerizacéao
da L-lisina a 1mM em PBS 1X pH 7,4 foi realizada com a velocidade de varredura de
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100 mV s™, por 10 ciclos, parametros bem descritos na literatura cientifica (Bezerra
et al., 2019; Dalkiran et al., 2019; Wang et al., 2019). Apés a eletropolimerizacéo, os
eletrodos foram lavados com 1000uL de agua Mili-Q. Os filmes formados nas trés
faixas de potencial foram avaliados por VC e EIE, por meio do seu comportamento
em solucgéo de Fe(Il)/Fe(llI)(CN).

4.3 ESTUDO DA IMOBILIZAGAO DE SONDA DE DNA

4.3.1 Ativacgdo da Superficie com Glutaraldeido

Apés a etapa de eletropolimerizacdo da L-lisina é realizada a ativacdo da
superficie do transdutor com o glutaraldeido sobre o eletrodo modificado com o filme
polimérico. O estudo do glutaraldeido envolveu um olhar critico sobre a literatura
disponivel nas principais fontes de dados cientificos atuais, PubMed, SciencDirect,
Scielo e IEEE Xplore, usando como descritivos: imobilizacéo; ativacao de superficie
e ligacdo covalente. Ao todo foram revisados 35 artigos, dos quais 19 foram
utilizados para avaliacdo. Como resultado, as condi¢cdes determinadas para o uso do
glutaraldeido foram: Deposicao de 5 pL de glutaraldeido a 2,5% diluido em &gua Milli
Q em temperatura ambiente, lavado com agua MilliQ apos 30min.

4.3.2 Estudo da Imobilizacdo da Sonda de DNA para Deteccdo da Mycobacterium
tuberculosis

Apos a ativagdo com glutaraldeido o eletrodo foi lavado com &gua MilliQ e
deixado secar a temperatura ambiente. 5uL da sonda de TB (sdTB) na
concentracdo 10uM, modificada com um grupo amino terminal 5 foram
adicionados na superficie dos eletrodos de trabalho. Para promover o processo de
ligagdo covalente, o eletrodo foi deixado em repouso por 1h, 3h, 16h e 24h a
temperatura ambiente. Ao fim do tempo de imobilizagcdo os eletrodos sdo lavados
com TRIS-HCI 20mM pH 7,4. ApOs o estabelecimento do tempo de imobilizacéo,
houve o estudo da concentracéo ideal de sdTB. As seguintes concentracdes foram
avaliadas: 1yM; 5uM; 7,5uM; 10uM e 15uM. Ambas as variaveis, tempo de
imobilizacdo e concentracdo da sonda, foram avaliadas por meio da técnica de VPD-
MB, empregando o MB como indicador de hibridizacao.

4.4 ESTUDO DE SENSIBILIDADE E ESPECIFICIDADE DO BIOSSENSOR

Definidas as etapas de modificacdo da superficie e imobilizacdo da sonda,
iniciou-se o0 estudo de hibridizacdo entre a sonda (sdTB) e o alvo (sequéncia
complementar). Além disso, foi avaliada a especificidade do biossensor, utilizando
como alvo ndo complementar a sequéncia ssDNA de ZIKA (5'-CGA TAA CCC AAG
TAC GGT GTC TAC C-3).
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Nesse estudo, foi utilizado como tampéao de diluicdo para os alvos TRIS-HCI
10mM pH 7,4. Ambos os alvos, complementares e ndo complementares foram
diluidos nas concentracdes de 50nM e 500nM e todas as diluicbes foram feitas
menos de 24h antes da hibridizacdo. Realizou-se a hibridizacdo ao depositar 5L
dos alvos complementares sobre a area do eletrodo de trabalho, na temperatura de
60°C por 10min. Ao final do processo, os eletrodos foram lavados com 1mL de
TRIS-HCI 20mM pH 7,4. As andlises com alvo ndo complementar seguiram o
mesmo procedimento. Todas as andlises foram realizadas pela técnica de VPD-MB.

4.5 ANALISES ELETROQUIMICAS

A caracterizacdo do sistema foi realizada através de andlises de VC e EIE,
com o intuito de diferenciar cada etapa da construgdo do biossensor e avaliar o
comportamento destas etapas. A analise por VC foi realizada em uma faixa de
potencial de -0,8V a 0,8 V vs Ag/AgCl, durante trés ciclos em uma velocidade de
100 mV s*. A EIE foi realizada em uma faixa de frequéncia de 100 kHz a 0,1 Hz, com
amostragem de 10 pontos por década, aplicando o potencial de 0,16 V(vs Ag/AgCl)
e uma amplitude de potencial de 0,01 V. Ambas as analises foram efetuadas com
eletrdlito suporte de KCI 0,1 M e a espécie redox Fe(ll)/Fe(lll)(CN), na concentracdo
de 5 mM.

Para avaliar a imobilizacdo da sdTB e a hibridizacdo o método escolhido foi a
adsorcdo do MB sobre sua superficie e a corrente referente & sua oxidagéo
registrada pelo método de VPD (VPD-MB). Para isso, 5 pL da solucdo de MB foi
adicionada sobre a area de trabalho de diametro de 3mm por 5 minutos. Apés esse
periodo, todos os eletrodos foram lavados com 1000 pL de solug&o Tris-HCL (pH
7,4) em concentracdo de 20 mM para a retirada de MB n&o adsorvido. Para a leitura
do MB adsorvido sobre a area de trabalho, foram utilizados 50 pL do tampé&o TRIS a
20 mM e pH 7,4. A varredura foi realizada entre -0,6V e 0 V e a velocidade de
varredura de 20 mV s+,
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

e ESTUDO DA FAIXA DE POTENCIAL PARA ELETROPOLIMERIZAGCAO DA L-LISINA

A partir do processo de eletropolimerizacdo da L-lisina é formado um filme
polimérico na superficie da area de trabalho, com grupos amino disponiveis. Estes
grupos funcionais advindos do polimero serdo utilizados como “ancora” para a
imobilizacdo do biorreceptor na superficie, por meio do glutaraldeido. Para isso,
foram estudas as faixas de potencial -2V+2V, -1V+2V e -0,2V+2V para a
eletropolimerizagao da L-lisina.

Através da VC se observa o comportamento do nosso sistema. A diferenca de
potenciais dos picos catddicos e anddicos, AEp (mV), e alturas das correntes de pico
anodicos e catodicos (Ipa,lpc) sdo medidas que nos ajudam a determinar a
reversibilidade das reacbes redox (Jara-Palacios et al., 2017). Para reacodes
reversiveis o valor ideal da AEp é de 59 mV, entretanto, o tipo de substrato, a pasta
de carbono e a velocidade de varredura séo fatores que influenciam neste resultado,
afastando o comportamento do ideal (Ucar et al., 2004).

Conforme observado na Figura 10, a faixa de potencial que obteve maior
diferenca de comportamento entre o eletrodo sem modificacbes (branco) e o
eletropolimerizado foi de -2V a 2 V, demonstrando também maiores correntes de
picos catédico e anddico.
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Figura 10. Eletropolimerizacdo da L-Lisina a 1mM em diferentes faixas de potenciais (-2V a 2V; -1V a 2V e -0,2V
a 2V). Resultados de Voltametria Ciclica em 5mM [Fe(CN)6]3-/4- em 0,1M KCI. Branco - eletrodo sem
modificagdo. N=5.
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Na Figura 11, observamos as correntes de picos anddicas, catodicas e a
diferenca entre os potenciais (AEp) obtidas para as diferentes faixas de potencial
utilizadas para polimerizagdo da L-lisina. A faixa de -2V a +2V demonstrou Figura
11A valores de corrente anddica e catddica mais elevadas do que as correntes
obtidas pelos eletrodos brancos e as demais faixas, portanto um filme mais
condutivo foi formado em sua superficie. Avaliando também a Figura 11B, a menor
diferenca entre os potenciais dos picos foi obtido na faixa de -2V a 2V,
demonstrando assim, uma maior tendéncia a reversibilidade da reacdo redox.
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Figura 11. Resultados de (A) Correntes de pico catodidicos e anddicos (Ipc e Ipa) em (mA) e (B) Diferencas de
potenciais, AEp (mV). N=5.

A EIE é uma técnica muito sensivel empregada para monitorar a resposta
elétrica de um sistema sujeito a aplicacdo de um sinal periodico de corrente
alternada de pequena amplitude. A analise de sua resposta fornece informacdes
relativas a ocorréncia de eventuais reagfes na interface eletrodo/solucdo. Aplicando
um circuito de Randles, representado na Figura 8B, é possivel obter a resisténcia a
transferéncia de cargas (Rct). Cada etapa de construcédo do biossensor se comporta
de maneira a reduzir ou aumentar a Rct permitindo caracterizar essas modificacbes
e avaliar condi¢cOes experimentais (De Carvalho et al., 2020). Nesse sentido, foram
realizadas andlises de EIE (Figura 12) para investigar os comportamentos eletrodos.
Os eletrodos sem modificag6es presentaram uma alta Rct (33,24kQ * 6,59) devido a
baixa condutividade encontrada na pasta de carbono. A faixa de -0,2V a +2V para a
polimerizagcdo da L-lisina ndo demonstrou diferenca significativa em relacdo ao
branco (35,06kQ * 9,33), diferentemente da maior faixa de varredura -2V a +2V
onde houve uma reducdo acentuada da Rct (4,86kQ * 1,82). A faixa intermediaria
também apresentou valores reduzidos de Rct, (12,78kQ * 4,89). Esses
comportamentos podem ser visualizados nos diagramas de Nyquist apresentados na
Figura 12 A.
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Figura 12. Diagrama de Nyquist (A) Resisténcia a transferéncia de carga (Rct ) em (kQ) (B) para eletrodos
brancos e polimerizados com 1 mM de L-lisina em PBS 1x pH 7,4, nas faixas de potencial de -2V a 2V, -1V a 2V
e -0,2V a 2V. N=5.

Analizados os resultados obtidos com a variacdo da faixa de potencial
utilizada na eletropolimerizacéo da L-lisina, foi determinado que a melhor faixa foi -
2V a 2V, pois o filme polimérico apresentou maiores correntes de pico, indicando
maior condutividade, menor AEp que esta relacionado com a maior reversibilidade
da reagcdo e menor Rct, complementando assim os dados de VC (Tripathy et al.,
2017).

e PROCESSO DE IMOBILIZAGAO DE SDTB

Como descrito na metodologia, a otimizacdo do processo de imobilizacéo
envolveu o estudo do tempo de imobilizagcdo e concentracdo da sonda. Para inicio
da otimizagao, foram avaliados as correntes de picos de VPD obtidos em diferentes
tempos de imobilizagdo, mantendo constante a concentracdo da sdTB (10 uyM).

Sobre o eletrodo modificado com o filme de poli-L-lisina foram adicionados
5uL de glutaraldeido a 2,5% diluido em agua MilliQ em temperatura ambiente, por
30min. A funcdo do glutaraldeido € se ligar aos grupos amina livres presentes no
polimero por uma extremidade e se ligar ao grupo amino da sdTB pela outra
extremidade, formando assim, uma ligagdo covalente entre a superficie modificada e
a sonda de DNA. (Wang et al., 2019)

A molécula de biorreconhecimento foi deixada imobilizando sobre o transdutor
modificado com poli-L-lisina e ativado com o glutaraldeido, a temperatura ambiente,
por periodos de 1h, 3h, 16h e 24h. Depois de imobilizadas as sondas néo ligadas
covalentemente foram removidas por lavagem com 1000uL de TRIS-HCI 20uM pH
7,4 a temperatura ambiente. Nesta superficie foi depositada uma solucédo de MB por
5 min e posteriormente o eletrodo foi lavado com TRIS 20 mM pH 7,4, para retirar o
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MB excedente. A leitura foi realizada por VPD, podendo-se observar uma maior
corrente ap6s 16h Figura 13 e um menor desvio padrdo, indicando maior
adsorcdo de MB e consequentemente, maior concentracdo de sonda imobilizada na
superficie do transdutor, visto que o MB apresenta afinidade pelas guaninas (Farjami
et al., 2010).
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[

_l--il

Pol-Ls-GLUT- | Pol-Ls-GLUT-
Pol-Ls-GLUT- | Pol-Ls-GLUT-
Branco Pol-Lis Pol-Ls-GLUT sdTB10UM sd TE10uM
sdTB10uM 1h | sdTB10uM 3h
16h 24h
m MEDIA (ud) 0,28 3,1 1,45 1,39 4,14 11 5, 50
DesvP 0,13 071 0.8 132 2,91 1,27 3,54

Figura 13 Resultados de VPD-MB para os eletrodos brancos, modificados (Pol-Lis), ativados (Pol-Lis/GLUT )
e imobilizados (Pol-Lis/GLUT/sdTB) com sdTB a 10uM, nos tempos de 1h; 3h; 16h e 24h. Tabela a baixo da
figura mostrando as medias (LA) e desvios padrdes. N=5.

Os tempos mais curtos, de 1h e 3h, ndo apresentaram correntes diferentes
das modificacdes anteriores e apresentaram desvios padrao relativos maiores que
50%, indicando baixa reprodutibilidade na imobilizacdo da sonda. Os tempos de 16h
e 24h demonstraram maiores correntes (11pA) e (5,59u4A) respectivamente,
entretanto, no tempo de 24h houve uma queda de corrente em relacdo a 16h, com o
aumento do desvio padréao.

Estabelecido o tempo de imobilizacdo de 16h, deu-se prosseguimento ao
estudo de concentracdo da sonda. Uma baixa concentracdo de sonda imobilizada
resulta em uma baixa corrente, o que pode prejudicar a deteccdo do alvo. Por outro
lado, o excesso de sonda na superficie pode ocasionar um impedimento estérico,
atrapalhando o processo de hibridizacdo do biorreceptor com seu alvo
complementar (AC). Logo, para avaliar a concentracdo mais adequada de sonda, foi
depositado sobre o eletrodo Pol-Lis/GLUT 5uL de sonda em concentragdes de 1uM,;
5uM; 7,5uM; 10uM e 15uM, em temperatura ambiente. Andalises de VPD foram
realizadas, obtendo-se as correntes de pico para oxidagao do MB (Figura 13).
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Figura 14 Resultados de VP-MB da variagdo da concentracdo de sdTB ( 1uM; 5uM; 7,5uM;
10uM e 15uM). Tabela a baixo da figura mostrando as médias (UA) e desvios padrdes. N=5

Analisando a Figura 14 podemos observar uma tendéncia do aumento da
corrente em funcdo da concentracdo de sonda, atingindo seu apice em 10 pM
(11pA+1,27) ,logo em seguida, na concentragcdo de 15 uM houve queda da corrente
(7,59uA+1,57). Esse comportamento € um indicativo de perda de eficiéncia da
imobilizacdo. Logo, os parametros escolhidos para a constru¢cdo do biossensor
foram: imobilizacdo de 10 uM de sdTB, em temperatura ambiente, por 16h.

A Rct foi escolhida como parametro suplementar para avaliar as etapas de
construcdo do biossensor (Figura 15). Eletrodos brancos tendem a uma maior Rct
(29,5kQ + 10,4), e quando eletropolimerizados, a Rct diminui (4,86kQ * 1,82). Ao
adicionar o glutaraldeido na superficie do eletrodo, as cargas elétricas da solucdo de
ferricianeto/ferrocianeto tem mais dificuldade de interagir com a superficie,
ocasionando aumento de Rct (6,35kQ * 0,82). A imobilizacdo da sdTB na superficie
do eletrodo aumenta ainda mais a resisténcia (10,35kQ * 0,7), as cargas
eletricamente negativas da sequéncia de DNA dificultam a passagem da espécie
redox, assim como o impedimento estérico do acumulo de moléculas sobre a
superficie influéncia a elevacao da Rct ( Wu et al., 2020).
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Figura 15 Leitura de EIE, varias etapas da construgdo do biossensor.
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e AVALIAGAO DA PLATAFORMA BIOSSENSORA

Ap6s a construcdo e caracterizacdo do biossensor, foram realizadas
detecgBes com AC e ANC, para avaliar a eficiéncia do mesmo. Foi possivel verificar
uma tendéncia no comportamento dos alvos a deteccdo com MB, alvos diluidos em
tampédo TRIS-HCI 10 mM pH 7,4 (Figura 16). O ANC apresentou uma maior valor de
corrente (13,73pA £ 2,37) em relacdo ao AC (7,59uA £ 1,44) ambos os alvos em
concentracdo de 500nM. Esses resultados indicam uma menor quantidade de
guaninas livres na superficie do eletrodo quando o alvo é complementar,
caracterizando a hibridizacdo (Farjami et al., 2010). Ja quando o alvo na superficie
ndo é a sequéncia de DNA complementar a corrente permanece inalterada ou
aumenta devido a possivel adsorcdo dos alvos na area do eletrodo de forma
inespecifica, disponibilizando guaninas para o MB interagir (Sani et al., 2019). Além
disso, os valores dos desvios se demonstraram maiores que 10% para todas as
leituras de hibridizacéo, dificultando a diferenciacdo entre diferentes concentracfes
dos AC. A provavel causa é a adsorcdo inespecifica de alvos na superficie do
eletrodo.
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Figura 16 Teste de sensibilidade e especificidade do biossensor. (Pol-Lis/GLUT/sdTB10uM) com alvo néo
complementar ANC 50 nM e ANC 500 nM e com alvo complementar AC 50 nM e 500 nM . N=5.

Uma maneira de contornar esses problemas é avaliando novas formas de
lavagem (utilizagéo de tensoativos) para aumentar a eficiéncia na remogéo de alvos
adsorvidos na superficie. Agentes bloqueadores de superficie também podem ser
utilizados para reduzir/impedir ligac6es inespecificas, aumentando a eficiéncia do
biossensor e, consequentemente, elevando sua reprodutibilidade (Marchlewicz et
al., 2021).
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6 CONCLUSAO

Através do levantamento cientifico, apresentado no inicio do
trabalho, pdde-se constatar a necessidade de um biossensor eletroquimico como
forma de diagnostico para o controle e prevenc¢do da tuberculose, principalmente em
paises emergentes e com poucos recursos disponiveis. O objetivo deste trabalho
visou o desenvolvimento de uma plataforma genossensora para a deteccdo
Mycobacterium tuberculosis em amostras sintéticas.

A primeira fase deste desenvolvimento foi a modificagdo da
superficie do eletrodo de trabalho do SPE pela eletropolimerizacdo da L-lisina,
produzindo um filme polimérico que serviu de suporte a imobilizacdo do biorreceptor.
VC e EIE foram capazes de diferenciar cada etapa do biossensor, bem como auxiliar
nas escolhas de parametros da eletropolimerizagéo, onde o filme que demonstrou
um comportamento mais condutivo foi o gerado a partir da faixa de varredura de -2V
a +2V (59,3pA + 8,5) de corrente de pico anddico e com menor Rct (4,86kQ * 1,82).

A imobilizacdo da sonda € um fator crucial para o biossensor, por
isso, neste estudo foram avaliadas a concentracdo da sdTB e o tempo de reagao
com a superficie. Desta forma, as condi¢des ideais para o biossensor foram a
concentracdo do biorreceptor de 10uM e o tempo de imobilizacdo de 16h, que
apresentaram maiores correntes (11,0uA £ 1,27), obtidos por VPD-MB. A
caracterizacdo da imobilizacdo por EIE também foi de extrema importancia para
comprovar a imobilizacdo de sonda de DNA, visto o aumento na Rct de 6,35kQ *
0,82, quando ativado, para 10,35kQ * 0,7 quando imobilizado, indicando a ligacéo
de sonda na superficie do eletrodo.

Apesar da distingéo entre AC e ANC, comprovando a especificidade
do genossensor, porém a etapa de hibridizacdo ainda necessita de mais
experimentos, devido a baixa reprodutibilidade, dificultando a diferenciagcéo entre AC
e ANC, bem como diferentes concentracBes do AC. Nesse sentido, a utilizacdo de
bloqueadores de superficie como BSA (do inglés, bovine serum albumin), glicina e
etanolamina podem reduzir problemas relacionados a ligacbes inespecificas,
melhorando a reprodutibilidade do sistema. Além disso, estudar condi¢Bes de
lavagem das etapas de construcdo do biossensor, melhorando sua eficiéncia na
remocdo de sondas e alvos adsorvidos inespecificamente na superficie do

transdutor.
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