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RESUMO

O papilomavirus humano (HPV) infecta cerca de 80% dos homens e mulheres
com vida sexual ativa pelo menos uma vez até os 45 anos. Ademais, o HPV de
alto risco 16 e 18 esta presente em 71% dos casos de céncer cervical (CC),
sendo o terceiro de maior incidéncia no mundo. O exame citologico possui baixa
sensibilidade e os métodos moleculares possuem limitagdes como alto custo,
complexidade e protocolos demorados. Assim, o desenvolvimento de novas
tecnologias voltadas para o diagnostico rapido e sensivel do HPV tornou-se
essencial. Uma alternativa promissora € o uso de biossensores eletroquimicos,
caracterizados pela rapida analise e elevada sensibilidade na detecgdo de
analitos de interesse clinico. Dessa forma, uma plataforma genossensora
baseada em filmes poliméricos de polimero condutor (polipirrol, PPy) e
nanomaterial hibrido composto de nanoparticulas de ouro (AuNPs) e dendrimero
(PAMAM-G5) foi desenvolvido. A associagao de polimero condutor e AuNPs no
sistema sensor resultou no aprimoramento do sinal elétrico e cinética de elétrons
na interface eletrodo-solugdo, aumentando a sensibilidade da plataforma. A
detecgdo do HPV e identificagdo das familias genotipicas ocorreu por meio de
uma sequéncia de oligonucleotideos degenerada para a identificagao do HPV. A
plataforma sensora foi inicialmente caracterizada por voltametria ciclica,
espectroscopia de impedancia eletroquimica e microscopia de forca atémica,
onde demonstrou o processo de imobilizacdo dos componentes do biossensor
no eletrodo de ouro, também revelando sua habilidade de detectar o genoma do
HPV. As respostas eletroanaliticas indicam que foi possivel detectar gendtipos
de baixo (HPV 6) e alto risco oncogénico (HPV 16, 18, 31 e 33), e cDNA de
amostra de pacientes infectados com o HPV 6, 18 e 31. A especificidade do
genossensor foi testada frente a amostras de controle negativo. Diferentes perfis
eletroanaliticos foram obtidos para gendétipos de HPV de alto e baixo risco,
permitindo o diagndstico diferencial de HPV. A variagcdo percentual da
transferéncia de carga (ARct%) permitiu identificar maior sensibilidade e
resposta mais expressiva para o HPV 18, relacionado a maioria dos casos de
CC. O genossensor apresentou faixa linear de resposta entre 1 pg.uL" a 100
pg.uL! para gendtipos de HPV e 1 pg.uL" a 75 pg.uL™" para cDNA. Foi obtido
limite de detecgao (LOD) de 0.23 pg.uL" para gendtipos e LOD de 0.34 pg.uL-"
para cDNA. O limite de quantificagdo (LQ) para genotipos de 0.72 pg.uL"' e LQ
de 1.10 pg.uL" para cDNA. O genossensor proposto destacou-se como um
método de triagem promissor para o diagnodstico diferencial do HPV, com tempo
de analise de 5 minutos. Genossensores eletroquimicos podem ser utilizados
na triagem do papilomavirus nos estagios iniciais da infecgao, permitindo, assim,
um melhor prognoéstico e consequentemente tratamento dos pacientes,
contribuindo para a prevengao do cancer cervical.

Palavras-chave: Genossensor; Impedancia eletroquimica; Voltametria ciclica;
Nanocompésito hibrido; Papilomavirus humano.



ABSTRACT

The human papillomavirus (HPV) infects about 80% of sexually active men and
women at least once by the age of 45. Additionally, high-risk HPV types 16 and
18 are present in 71% of cervical cancer (CC) cases, making it the third most
common cancer worldwide. Cytological examination has low sensitivity, and
molecular methods have limitations such as high cost, complexity, and lengthy
protocols. Thus, the development of new technologies aimed at rapid and
sensitive HPV diagnosis has become essential. A promising alternative is the use
of electrochemical biosensors, characterized by rapid analysis and high
sensitivity in detecting clinically relevant analytes. Therefore, a genosensor
platform based on polymeric films of conductive polymer (polypyrrole, PPy) and
a hybrid nanomaterial composed of gold nanoparticles (AuNPs) and dendrimer
(PAMAM-G5) was developed. The combination of conductive polymer and
AuNPs in the sensor system resulted in enhanced electrical signal and electron
kinetics at the electrode-solution interface, increasing the platform's sensitivity.
HPV detection and genotypic family identification were achieved through a
degenerate oligonucleotide sequence for HPV identification. The sensor platform
was initially characterized by cyclic voltammetry, electrochemical impedance
spectroscopy, and atomic force microscopy, demonstrating the immobilization
process of the biosensor components on the gold electrode and its ability to
detect the HPV genome. Electroanalytical responses indicated the ability to
detect both low-risk (HPV 6) and high-risk oncogenic genotypes (HPV 16, 18, 31,
and 33), as well as cDNA from patient samples infected with HPV 6, 18, and 31.
The genosensor's specificity was tested against negative control samples.
Different electroanalytical profiles were obtained for high-risk and low-risk HPV
genotypes, allowing for differential HPV diagnosis. The percentage variation in
charge transfer (ARcrt%) indicated greater sensitivity and a more expressive
response for HPV 18, associated with most CC cases. The genosensor exhibited
a linear response range between 1 pg.uL™" and 100 pg.uL"' for HPV genotypes
and between 1 pg.uL" and 75 pg.uL" for cDNA. A detection limit (LOD) of 0.23
pg.uL! for genotypes and 0.34 pg.uL' for cDNA was achieved. The limit of
quantification (LOQ) for genotypes was 0.72 pg.uL™', and for cDNA, it was 1.10
pg.uL'. The proposed genosensor stood out as a promising screening method
for differential HPV diagnosis, with an analysis time of 5 minutes. Electrochemical
genosensors can be used for HPV screening in the early stages of infection,
allowing for better prognosis and consequently patient treatment, contributing to
cervical cancer prevention.

Keywords: Genosensor; Electrochemical impedance; Cyclic voltammetry;
Hybrid nanocomposite; Human papillomavirus.
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1 INTRODUGAO

O papiloma virus humano (HPV) € uma infecgdo sexualmente
transmissivel (IST) que infecta peles e mucosas, e é constituido de DNA circular
de fita dupla. A regido genética inicial do virus possui E6 e E7 responsaveis por
regular a transcricdo dos genes virais e L1 na regido tardia que codifica a
proteina principal do capsideo (Thapa; Unger; Querec, 2023). Sdo atualmente
conhecidos mais de 200 gendtipos de papilomavirus e a Agéncia Internacional
de pesquisa sobre o cancer (IARC) os classifica conforme o seu potencial
oncogénico em tipos de alto risco que causam o cancer (HPV 16, 18, 31, 33, 35,
39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 e 68)e baixo risco provocando verrugas
anogenitais (HPV 6, 11, 40, 42, 43, 44, 53, 54, 61, 72, 73 e 81) (Ozcelikay et al.,
2022).

Conforme estudos, aproximadamente 80% dos homens e mulheres ativos
sexualmente devem contrair a infec¢ao pelo menos uma vez até os 45 anos. Em
individuos com o sistema imune saudavel a clinica pode se limitar a quadros
agudos temporarios sem complicagcbes, ja em situagdes de fragilidade da
imunidade a sintomatologia podera ser agravada (Rasouli et al., 2023). Em
adicdo, o HPV é o principal responsavel por causar o cancer cervical (CC) que
no Brasil, com excecéo dos tumores de pele ndo melanoma, € o terceiro cancer
mais incidente entre mulheres. No ano de 2022 foram contabilizados cerca de
16.710 casos novos com risco de 15 infecgbes a cada 100 mil mulheres, sendo
a regiao nordeste a segunda com maior numero de incidéncia (Inca, 2021).

O diagnéstico da doenca é feito mediante exames clinicos e laboratoriais,
a depender das condigdes clinicas. O exame preventivo Papanicolau € comum
para visualizar lesbes que possam levar a pessoa a desenvolver o cancer do
colo do utero, no entanto, ndo é capaz de identificar o virus. Detectar de forma
precoce o HPV permite um melhor progndstico do paciente, e testes moleculares
como a reagao em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real (RT-qPCR)
e ensaios de captura hibrida sao bastante eficientes, especificos, mas
necessitam de grande instrumentacao, profissionais qualificados e protocolos de
alto custo e complexos (Ferreira, 2023).

Desenvolver um instrumento econémico, portatil e de aplicacao clinica, é
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necessario para melhor prognostico dos pacientes. Assim, os biossensores
surgem como novas metodologias de diagnostico que se destacam por ser uma
ferramenta inovadora com caracteristicas como alta sensibilidade,
especificidade e portabilidade. Sao dispositivos responsaveis por converter uma
informacgdo quimica, como, concentragcdo de um analito, num sinal analitico
(John et al., 2021). No biossensor, o reconhecimento ocorre por mecanismo
bioquimico entre o transdutor e um receptor biolégico imobilizado numa
superficie.

Se tratando da imobilizagdo de biomoléculas na superficie transdutora, os
polimeros vém sendo vistos como opg¢ao promissora na construgdo dos
biodispositivos. Estes podem atuar como intermediarios no processo de
interagcdo entre analito e receptor, e também na transdugé&o do sinal, objetivando
melhorar a sensibilidade, limite de detecgao e tempo de resposta (Oliveira et al.,
2013), além disso estao associados a custo reduzido de producéo e elevada
reprodutibilidade. O polipirrol (PPy) é um dos mais utilizados por oferecer
caracteristicas vantajosas como: alta condutividade, baixo custo, estabilidade
quimica e facil sintese, visto que o mondémero pirrol sofre oxidagao por processos
simples (Morawski, 2021).

Os nanomateriais como nanoparticulas também podem ser utilizados na
otimizagcado de biossensores eletroquimicos. No entanto, uma desvantagem é
que algumas particulas podem se aglomerar e afetar a resposta analitica, para
isso, estabilizadores, como o0s polimeros auxiliam na preparacdo destes
nanocompodsitos impedindo a agregagdo de suas particulas. Assim,
nanoparticulas de ouro (AuNPs) encapsuladas em dendrimeros de poli
(amidoamina) de 5° Geragao (PAMAM-G5) sao uma aposta na construgao de
sensores, visto que o (PAMAM-G5) atua como estabilizador devido a sua
estrutura tridimensional, baixa polidispersidade, tamanho nanométrico (2-100
nm) e flexibilidade da superficie (Razzino et al., 2020).

Para identificar o HPV na superficie transdutora é possivel utilizar técnicas
baseadas na hibridacdo das cadeias de acido desoxirribonucleico (DNA)
complementares que ocorrem na superficie do transdutor por meio do
monitoramento da variagao do sinal de corrente, antes e depois da ligagdo das

fitas complementares. As técnicas voltametria ciclica (VC) e espectroscopia de
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impedancia eletroquimica (EIS) permitem detectar mudangas que acontecem
durante este fendmeno na interface entre o eletrodo e a solucéo eletrolitica
adjacente, com a vantagem de fornecer medicdo no tempo real (Rosario;
Mutharasan, 2014). Estas técnicas s&o uteis para o desenvolvimento de
biossensores portateis, em que ha convergéncia dos dados diagnodsticos com
conectividade baseada em telefone mébvel, permitindo tecnologias
potencialmente disruptivas (do Nascimento et al., 2017).

Dada a gravidade dos canceres causados pelo HPV e a auséncia de
tratamento especifico, conforme descrito pelo centro de controle e prevengao de
doencas (CCPD), torna-se latente a necessidade de um método de rastreamento
precoce. Por isso, neste trabalho foi avaliado a constru¢gdo de um genossensor,
dispositivo capaz de detectar o DNA viral usando uma plataforma composta por:
PPy-AuNPs+PAMAM-G5-MY09-BSA. O PPy ira estabilizar a superficie de
reconhecimento, e as AuNPs+PAMAM-G5 possuem grupos amina em sua
estrutura quimica que podem se ancorar na superficie e imobilizar a sonda
degenerada MYQ09 (5-CGT CCM ARR GGA WAC TGA TC -3’), a qual, identifica
diferentes gendtipos do HPV. O biossensor foi testado frente a plasmideos
recombinantes contendo o gene L1 do capsideo viral e amostras de DNA
complementar (cDNA) de pacientes infectados com HPV de baixo e alto risco. A
sua seletividade foi testada frente a amostras de controle negativo de Candida
albicans e células humanas hematoldgicas nao infectada por HPV.

Visando desenvolver novas tecnologias para diagndstico rapido e sensivel
do HPV, construiu-se uma plataforma biossensora baseada em filmes
poliméricos de PPy e nanomaterial hibrido de ouro e dendrimeros
(AuNPs+PAMAM-G5). A dissertacdo foi dividida em seis capitulos, onde o
capitulo 1 discorre sobre os motivos para o desenvolvimento da pesquisa, o
capitulo 2 conta com uma revisido da literatura contando com temas, como, o
HPV e aspectos moleculares, ciclo de vida, principais métodos diagnosticos,
biossensores e principais técnicas eletroquimicas VC e EIS. Também foi descrito
sobre nanomateriais e polimeros condutores com enfoque em AuNPs+PAMAM-
G5 e PPy. O capitulo 3 traz os objetivos para construcdo da dissertacao, o
capitulo 4 materiais e métodos usados nos experimentos, bem como técnicas de

caracterizagdao. O capitulo 5 mostra e discute os resultados relacionados a



20

plataforma genossensora e detecgado de plasmideos recombinantes contendo o
gene L1 do HPV e cDNA de pacientes infectados pelo HPV. Por fim, o capitulo

6 traz as conclusdes e perspectivas futuras.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1PAPILOMA VIRUS HUMANO

2.1.1. Aspectos moleculares e relagao filogenética

O HPV se trata de um virus ndo envelopado, de DNA pertencente a familia

papillomaviridae (PV). Eles se adaptam especificamente ao organismo do

hospedeiro pela sua capacidade de se mascarar a resposta imunologica
(Oyouni, 2023). Atualmente, 222 virus e 5 géneros principais que infectam
humanos foram caracterizados e associados a diferentes doencas: 65
alfapapilomavirus, 54 betapapilomavirus, 99 gamapapilomavirus, 3
mupapilomavirus e 1 nupapilomavirus. A depender do género difere o tropismo,
a qual é a preferéncia de entrada viral desencadeada pela interacdo com a
proteina do capsideo L1 com a superficie celular (Cosper et al., 2021).

Os géneros beta, mu, nu e gama tém tropismo cutaneo, resultando
geralmente em verrugas, ja o alfa é preferencial pela mucosa, estando
correlacionado as doengas mais graves, inclusive o cancer. Os papilomavirus
alfa, sdo conhecidos como de baixo risco (LR) ou alto risco (HR) devido a sua

capacidade de transformar células causando cancer (Fig. 1).

Figura 1 - Representacdo esquematica dos géneros do HPV e classificacédo de alto risco e
baixo risco.
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Os LR como HPV 6 e HPV 11 normalmente ocasionam verrugas
anogenitais (condiloma acuminado). Ja o HR pode resultar em cancer como de
boca, garganta, cervical, vulvar, anal, peniano, cabega e pescogo e vaginal (Fig.
2). Dentro destes temos os tipos 16, 18, 33, 31, 35, 39, 45, 52, 56, 58, 59, 66 e
68, entre outros, e sao eles os causadores de cerca de 5% de todos os tipos de

canceres a nivel mundial (Cosper et al., 2021).

Figura 2 - Canceres causados pelo HPV em homens e mulheres.
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Fonte: Autoria propria (2024).

Os alfapapilomavirus se classificam ainda nas seguintes espécies: alfa-9
(HPV 16, 31, 33, 35, 52, 58 e 67), alfa-7 (HPV 18, 39, 45, 59, 68, 70, 85, 97),
alfa- 5 (HPV 26, 51, 69 e 82), alfa-6 (HPV 30, 53, 56 e 66), alfa-11 (HPV 34 e
73); alfa-10 (HPV 6 e 11), alfa-13 (HPV 54) e alfa-3 (HPV 61). Dentre estes, os
grupos alfa-5, alfa-6, alfa-7 e alfa-9 estdo mais frequentemente associados a
carcinogénese anogenital (Chen et al., 2018). Na Fig. 3, € possivel analisar a
diversidade filogenética do papilomavirus humano, que diferencia os subtipos de
HPV. Em decorréncia disto, subtipos de HPV pertencentes a um mesmo ramo
sao similares geneticamente entre si, quando comparado aqueles localizados

em outros ramos (Combes; Franceschi, 2018).
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Figura 3 - Arvore filogenética do HPV destacando os grupos mais frequentes nos casos de
carcinogénese anogenital.
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O PV possui cerca de 50 nm de diametro e tem em sua estrutura um
capsideo nao envelopado com simetria icosaédrica. O DNA viral consiste numa
dupla-hélice com variagcdo do genoma de 5.784 a 8.607 nucleotideos. Se
tratando do capsideo, este contém 12 moléculas da proteina L2 secundaria e 72

pentdmeros da proteina L1 principal (Fig. 4) (Magalhaes et al., 2021).

Figura 4 - Representacdo esquemética do virus do HPV.
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Geneticamente, o HPV é um virus estavel dividido em trés regides: regiao
longa de controle (LCR) e regides de leitura aberta (ORFs) classificadas em
regido precoce (E). A regido precoce (E) ocupa aproximadamente mais de 50%
do genoma viral, e é responsavel por transformar a célula humana infectada e
codificar 6 ORFs, as proteinas: E1, E2, E4, E5, E6 e E7. Cada proteina possui

importancia e fungdes diferentes, discutidas em detalhes na Tab. 1.

Tabela 1 - Fungao dos genes do papilomavirus humano.

Genes Funcgao

E1 Helicase dependente de ATP essencial para a replicagdo do genoma viral
e recruta proteinas de replicacdo do DNA da célula hospedeira.
E2 Responsavel por ativar ou reprimir a transcricdo do gene viral. Inicia a

replicacdo do DNA viral interagindo com E1 e amarra os genomas virais
aos cromossomos hospedeiros na mitose.

E4 Expressado durante estagios posteriores da infecgdo. Atua amplificando o
genoma viral e possui papel na sintese viral, além de promover e contribuir
para a liberacao de virions.

ES5 Ativa vias de sinalizagdo mitogénica e inibe a expressao de MHC |I.
Supressdao de IFN-k, além de modular o transito de proteinas de
sinalizacao através do RE. Melhora as capacidades de transformacgao de

E6 e E7.

L1 Principal proteina do capsideo viral.

L2 Proteina menor do capsideo viral, envolvida na encapsidacdo do DNA
viral, associa-se ao DNA viral para auxiliar no trafego para o nucleo
hospedeiro.

E, genes precoces; L, genes tardios.
Fonte: Adaptado de Cosper et al., (2021).

A regido tardia (L) induz producgao de proteinas L1 e L2 que constituem a
capsula do virus. Os genes centrais E1, E2, L1 e L2 desempenham funcgbes
essenciais durante o ciclo de vida do virus. E6, E5 e E7 s&o acessorios, por isso,
nao sao encontrados em todos os tipos de PVs. A regido LCR se localiza entre
as ORFs L1 e E6, abrange a origem da replicacao viral e é o local para fatores
de transcrigdo celulares e virais. A proteina L1 se destaca como a principal
formadora do capsideo viral, além de ser altamente imunogénica e utilizada
como base vacinal para prevenir a infeccao por HPV (Magalhaes et al., 2021).

Na Fig. 5 abaixo € demonstrado a estrutura do genoma do HPV:
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Figura 5: Representacdo esquematica do genoma do HPV, exemplificando o arranjo das
proteinas precoces (E), regiao longa de controle (LCR) e os genes capsideos (L1 e L2).
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Fonte: Adaptado de Stanley, (2012).

2.1.2. Ciclo de vida do HPV

O ciclo de vida viral do HPV, é essencial para entender o mecanismo de
transformacéao celular, o qual, ocorre na oncogénese. O virus possui como alvo
os epitélios escamosos cutdneos ou da mucosa, que possuem uma camada
basal de células indiferenciadas, seguido de células escamosas, suprabasais,
granulares e cornificadas como a mais externa. Estas vao se tornando mais
diferenciadas na direcdo externa, e o ciclo depende desta diferenciacao das

células-alvo, os queratinécitos (Cosper et al., 2021; Crosbie et al., 2013) (Fig. 6).

Figura 6 - Resumo esquematico da entrada do HPV e o caminho para a carcinogénese.
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Para dar inicio a infeccdo, o HPV entra nas células basais mitoticamente
ativas, localizadas no epitélio escamoso, por meio de feridas e micro abrasdes
na pele, areas orofaringeas e 6rgaos genitais (Fig. 6a). Seguida a infecgao,
inicia-se o ciclo de replicagdo do proprio genoma viral por meio das proteinas
E1, E2 e E4, ja a proliferagao das células hospedeiras e prevengao da apoptose
ocorre por meio de E6 e E7. Enquanto ocorre a diferenciacéo dos queratindcitos
(mostrado na diregcédo para cima da Fig. 6), L1 e L2 sdo transcritos para em
seguida empacotar as copias do DNA viral recém-replicado em capsideos; os
virions completos sao entao eliminados da superficie (Fig. 6b). Com a integracao
do genoma viral ao DNA do hospedeiro, e consequente superexpressao de E6
e E7, a regulagéo do ciclo celular é interrompida, causando a imortalizagdo de
células anémalas (Cosper et al., 2021; Crosbie et al., 2013).

O ciclo de vida produtivo do HPV pode ser dividido em trés fases:
estabelecimento, manutengao e amplificagao vegetativa/proliferativa. Uma vez
dentro da célula, as particulas virais perdem o capsideo e entram no nucleo.
Inicialmente, o virus replica-se e se estabelece no nucleo da célula hospedeira,
utilizando a maquinaria do hospedeiro para sua autorreplicacdo. Nesta etapa de
estabelecimento, ocorre o processo de transcricdo viral e amplificagdo do
genoma apdés entrada no nucleo. As proteinas E1 e E2 auxiliam na amplificagéo
do genoma, e o DNA viral € mantido como epissomas. E1 recruta E2, que possui
importante fungao no inicio da replicacao do DNA viral, por se ligar a origem de
replicacdo (ORI) no LCR. A E1 recruta proteinas de replicagdo do DNA para
formar um complexo especifico. E2 entao se dissocia do complexo E1/E2/ori com
gasto de energia e o complexo E1 resultante tem capacidade de desenrolar o
virus de DNA (ADN) e recrutar fatores no hospedeiro para sua replicagcao
(Crosbie et al., 2013).

A fase de manutencéo se inicia no intuito de manter constante o numero
de genomas virais e estabelecer o curso da infecgdo. O genoma viral é replicado
uma vez por fase S do ciclo celular. Nesta etapa, E2 é crucial para ligar o genoma
aos cromossomos do hospedeiro, auxiliando a particido do genoma em células-
filhas durante a mitose. Durante este periodo, os genomas do HPV podem
permanecer nas ceélulas epiteliais por anos ou décadas apods a infecgao inicial,

possibilitando a formagédo de lesdes precursoras pré-malignas com displasia
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celular, que podem ser revertidas ou avangar de forma espontanea para o cancro
invasivo (Reinson et al., 2015).

Durante certo tempo, os HPVs saem da manutencao estavel. Apos ter
sido infectada, as células diferenciam-se e seguem em diregdo a superficie do
epitélio. O processo de sintese de DNA viral é suportado, o que normalmente
nao seria possivel, devido as proteinas virais E6 e E7 que ativam a maquinaria
de replicacdo do DNA da célula hospedeira. E6 e E7 s&do produzidas em
quantidades rigorosamente controladas nas camadas profundas do epitélio.
Essas proteinas inibem as proteinas p53 e pRb, que sdo fundamentais na
regulacao do ciclo celular. Esta é a fase proliferativa da infec¢ao, a qual, o HPV
replica seu genoma e o numero de células infectadas aumenta. L1 e L2 vao ser
expressas posteriormente, causando a montagem, maturagéo e liberagéo viral
das células epiteliais mais externas de forma nao-litica (Fig. 7) (Reinson et al.,
2015).

Figura 7 — Representagao esquematica do ciclo viral do HPV.
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Fonte: Adaptado de Mirghani, (2016).

2.1.3. Manifestagoes clinicas e métodos diagnodsticos

Como citado anteriormente, os tipos de HPV apresentam tropismo
tecidual diferenciado, e consequentemente podem apresentar sintomatologias
distintas, desde lesbes, como verrugas, até alto grau de potencial oncogénico.
Assim, o diagndstico deste virus pode ser realizado por meio de exames clinicos
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ou laboratoriais a depender da lesao, se for clinica ou subclinica (Prates et al.,
2020). Por isso, é importante ressaltar as trés formas de apresentagdo da
infecgao pelo HPV e como pode ser feita a identificacdo da doenca mediante

estas, sendo elas: latente, subclinica e clinica (Saude, 2020).

1. Latente: o paciente ndo apresenta lesdo e pode permanecer assim por toda
a vida, com exceg¢ao de alguns individuos que apds anos manifestam
sintomas, como condilomas ou altera¢des celulares no colo do utero. Nesse
caso, sem sintomas e manifestagdes clinicas, citolégicas ou histolégicas,
apenas exames de biologia molecular detectariam a infecg¢ao pelo virus;

2. Subclinica: se da quando microlesdes sao identificadas por meio de exames
de papanicolau e/ou colposcopia, sem ou com bidpsia. Os tipos de HPV
oncogénicos podem causar lesdes precursoras do carcinoma escamoso da
cervical uterina;

3. Clinica: conhecida comumente como verruga genital ou condiloma
acuminado. A depender da localizagdao anatbmica sdo dolorosas ou
pruriginosas. Em homens afeta regibes como a glande, sulco balano-
prepucial e regiao perianal. Ja na mulher, a vulva, regido perianal, vagina,
perineo e colo. Com menor frequéncia € possivel estar presente em areas

extragenitais, como, mucosa nasal, oral e laringea.

Com relacdo aos exames diagnoésticos para as lesbdes clinicas, a
depender do tecido afetado pelas verrugas genitais, como, por exemplo, pele,
pénis ou vulva, o paciente devera ser encaminhado para o dermatologista,
urologista e ginecologista respectivamente. Quando as lesdes forem
subclinicas, sdo recomendados testes que utilizam lentes de aumento (poder de
magnificagdo): anuscopia, colposcopia e peniscopia; como, exames
laboratoriais: citopatoldgico ou papanicolau, biologia molecular e histopatolégico
que permitem distinguir a lesdo benigna da maligna (Fig. 8). Conforme o
Ministério da Saude (MS), ndo ha atualmente testes que identifiquem os
diferentes tipos de HPV no rastreamento de pessoas assintomaticas e na rotina

clinica, para diagnosticar a infeccao (Saude, 2020).
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Figura 8 - Representagcado esquematica do diagnéstico do HPV.
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Fonte: Autoria prépria (2024).

Para identificar os diferentes genétipos do HPV, ja existem alguns outros
meétodos em estudo, como os baseados em acidos nucleicos, southern blotting,
diferentes modificagbes em cadeia da polimerase (QPCR), hibridizag¢ao in situ e
hibridizagdo dot-blot. Algumas outras técnicas como histoquimica ou
imunocitoquimica, ensaios de captura hibrida, reacdo em cadeia da polimerase
quantitativa em tempo real (RT-qPCR) sao eficazes, entretanto, apresentam
limitacbes, como alto custo, processos laboriosos e necessitam de profissionais
bem instruidos (Pareek et al., 2023).

Técnicas de biologia molecular tém sido utilizadas para realizar a
amplificagdo génica e é util como padrao ouro para diagndstico do HPV por ser
bastante especifico e sensivel. No entanto, a demanda de altos investimentos,
aquisicao de reagentes, mao de obra e equipamentos revelam a necessidade de
métodos mais praticos e acessiveis com a mesma precisao (Saude, 2020). Os
biossensores eletroquimicos tém sido estudados como possibilidade promissora
para a deteccdo do virus, pelas suas vantagens como baixo custo, facil
fabricagao, portabilidade, alta sensibilidade, compativel fabricagdo em grande
escala e manuseio simples. Assim, estes biodispositivos sdo uma possibilidade

de diagnéstico de DNA no local de atendimento (Pareek et al., 2023).
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2.1.4. Epidemiologia do HPV

O HPV é a IST de maior prevaléncia no mundo, e a maioria dos individuos
com vida sexual ativa ja contrairam o virus. Os efeitos carcinogénicos do HPV
sao evidenciados mundialmente, sendo responsavel por 5,1% dos canceres.
Atrelado a isso, no Brasil, o HPV esta presente em aproximadamente 100% dos
casos de CC, 88% dos tumores anais, 50% dos tumores penianos, 30,8%

orofaringe e 25% vulva (Inca, 2021) (Fig. 9).

Figura 9 - Correlagdo do HPV com casos de cancer no Brasil.
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Fonte: Adaptada de Inca, (2021).

Em 2023, um estudo multicéntrico que incluiu o Brasil, estimou 10.700
mortes por HPV que poderiam ser evitadas (Rumgay et al., 2023). Dentre os
gendtipos de HPV descritos na literatura, os 16 e 18 sdo responsaveis por
aproximadamente 71% dos casos de CC e por mais da metade dos outros tipos
de canceres causados pelo HPV. Ja o HPV de baixo risco 6 e 11 estao presentes
em cerca de 90% dos casos de verrugas genitais (Ambiente, 2024).

Um estudo epidemiolégico sobre a prevaléncia do HPV no Brasil, que
contou com 26 capitais, incluindo na populacdo homens e mulheres na faixa
etaria de 16 a 25 anos. Revelou taxas de prevaléncia de 52,3% a 63,5% de
infeccao pelo HPV, e 39,8% a 53,1% de HPV de alto risco (Associagao Hospitalar

Moinhos de Vento, 2020). A Fig. 10 demonstra a prevaléncia geral por cidades:
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Figura 10 - Prevaléncia de HPV por regido do Brasil.
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Fonte: Associacao Hospitalar Moinhos de Vento (2020).

Os Carcinomas Espinocelulares de Orofaringe (CECPO) sao
considerados um desafio de saude publica. Em 2020, a IARC registrou 98.421
casos de CECPO no mundo. O perfil epidemiolégico dos pacientes sofreu
alteragdes principalmente nos fatores etioldgicos, antes, o tabaco e alcool eram
os principais contribuidores, atualmente o HPV é reconhecido como a principal
causa destes tumores. Ademais, varias pesquisas indicam o HPV 16 como
agente etioldgico dos canceres de cabecga e pescogo, e o HPV 16 esta frequente
em 90% dos casos de HPV (Ferreira, 2023).

Se tratando dos fatores de prevaléncia, destacam-se a idade e questdes
socioeconémicas. Uma meta-andlise, incluindo 78 estudos ao nivel mundial,
revelou que ha maior prevaléncia da infecgao por HPV em mulheres com menos
de 35 anos. Outro fator, € o grau de desenvolvimento do pais, paises
subdesenvolvidos apresentam alta prevaléncia desta condicdo. Isto pode ser
explicado, pelo diferente acesso e assisténcia do sistema de saude aos diversos
grupos da sociedade, sendo mais carente de informacéao nestes paises (Kops et
al., 2021).
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No Brasil, segundo uma revisao sistematica, a maioria dos estudos
epidemiologicos encontrados na literatura dizem respeito as regides Sul e
Sudeste, as quais sdo mais populosas e desenvolvidas socioeconomicamente.
O CC se mostrou mais prevalente nas regides Centro-Oeste e Nordeste, o que
pode ser justificado por serem mais populosas, pobres e com piores indicadores
de saude no geral (Colpani et al., 2020).

Outro ponto que merece destaque € que, 5 a 30% dos individuos estao
infectados por mais de um gendtipo do HPV (Saude, 2020). O CC é considerado
como terceira causa de morte em mulheres, que afeta primordialmente a faixa
etaria entre 25 a 64 anos, com vida sexual ativa. Por ano, estima-se que sao
identificados 570 mil novos casos de CC, considerado como a quarta maior
causa de cancer em mulheres, levando a cerca de 311 mil ébitos por ano (Tallon
et al., 2020).

Apesar da eliminacédo do CC ser uma prioridade da OMS, a pandemia do
Coronavirus 2019 (COVID-19) causou um impacto que podera comprometer o
alcance das metas propostas. No Brasil, os exames de rastreamento e
diagndstico de cancer diminuiram em 2020 em comparagao com 2019, os
exames citopatolégicos cairam 42%. Este cenario pode ser uma oportunidade
de reavaliar as acdes de controle, como, por exemplo, a inovacido de novas
tecnologias. Incorporar testes moleculares na triagem clinica traria pontos
interessantes a serem analisados. Como, um possivel aumento da idade de
inicio dos exames de 25 para 30 anos, maior intervalo entre os testes de triagem,
devido a alta sensibilidade proposta pela tecnologia e consequente melhor

progndstico dos pacientes (Corréa et al., 2022).

2.2BIOSSENSORES

O corpo humano dispde de sensores, 0s quais, vao captar e reconhecer
as informacgdes do ambiente, ou seja, sao responsaveis por reagir a estimulos e
processar em um sinal. A primeira aplicacado de dispositivos sensores na area de
saude foi em 1962, aonde Clark e Lyons construiram um sensor para detectar a

glicose no sangue, por meio de transdugao potenciométrica e usando a enzima
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glicose oxidase, como molécula de biorreconhecimento do analito alvo (Clark;
Lyons, 1962).

Segundo uma pesquisa divulgada, o mercado de biossensores tém
crescido de forma consideravel nos ultimos anos. Os biossensores
eletroquimicos, em escala global, teve o mercado estimado num valor de US$
24,60 bilhdes em 2022, e a previsdo é de atingir US$ 54,21 bilhdes até 2031.
Atrelado a isso, os biossensores possuem variadas aplicagdes, como, por
exemplo, monitoramento de toxinas alimentares, controle ambiental, qualidade
de agua e diagnéstico clinico; e o mercado se segmenta em diagndstico,
monitoramento e outros. Nos ultimos anos, ocorreu aumento acentuado da
necessidade de haver dispositivos descartaveis que sejam de facil portabilidade,
acessivel e com resposta em curto tempo. Assim, a previsdo € de uma
dominancia do mercado de diagnostico, por detectar de forma precoce as

doencas e auxiliar no tratamento (Insights, 2023) (Fig. 11).

Figura 11 - Mercado global de biossensores eletroquimicos por area de desenvolvimento.
Global Electrochemical Biosensors Market Share By Type, 2031
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Fonte: Insights (2023).

O biossensor € capaz de dispor de informagdes analiticas, usando os
seguintes componentes: analito, biorreceptor, transdutor e uma unidade
processadora de sinal (Fig. 12). Neste sentido, o analito sera a substancia que
se deseja quantificar e detectar, como, por exemplo, células, microrganismos,
moléculas e ions. Se tratando do elemento de reconhecimento bioldgico, estes
podem ser enzimas, bactérias, anticorpos, DNA e até mesmo receptores de

drogas. O reconhecimento especifico entre o analito a ser analisado e o
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biorreceptor é convertido pelo transdutor em sinais elétricos, como potencial (E),
corrente elétrica (i), capacitancia (C) e outros. Desta forma, usando uma unidade
processadora de sinal € possivel realizar a detec¢céo do analito alvo por meio de
técnicas como a Voltametria Ciclica (VC) e Espectroscopia de Impedancia
Eletroquimica (EIS) (Amaral et al., 2023).

Figura 12 - Representagdo esquematica dos componentes presentes no biossensor.
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Fonte: Autoria prépria (2024).

Como citado anteriormente, diversos elementos biolégicos podem ser
usados para a construgdo de uma plataforma sensora. Mas, € preciso fazer a
escolha adequada do elemento biolégico para garantir a especificidade do
sensor desenvolvido (Fig. 13) (Vo-Dinh; Cullum, 2000).

Figura 13 - Mecanismo de interagdo de um biossensor.
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Os biossensores tem se destacado pela sua elevada seletividade,

estabilidade, sensibilidade, tempo de resposta e baixo custo. Estes sdo uma
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aposta tecnoldgica, ja que podem ser usados em formato miniaturizado,
permitindo a sua aplicagdo no local em que a analise médica for solicitada, ou
seja, no formato point-of-care (PoC).

Com relacéo a estes biodispositivos, podem se classificar ainda com base
na natureza do receptor e pela forma de transdug¢ao do sinal fisico-quimico. A

Fig. 14 traz de forma esquematica a classificagao.

Figura 14 - Representacdo esquematica da classificagdo dos biossensores quanto ao
transdutor e biorreceptor.
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Fonte: Autoria prépria (2024).

2.2.1. Classificagao quanto ao elemento transdutor

Consoante ao método de transducao de sinal e a natureza da energia
medida, os biossensores podem ser classificados em:

e Biossensores térmicos: também conhecidos como biossensores
calorimétricos. Os primeiros biossensores baseados na utilizacdo de
enzimas, foram desenvolvidos por Clark e Lyons em 1962, esses
dispositivos detectam variagbes de calor ou temperatura durante a
interagdo receptor-analito. As mudangas na quantidade de calor ou
temperatura estao relacionadas com a entalpia molar das substéancias, o
numero de reagentes consumidos ou produtos formados durante a reagao
(Burk; Harari; Chen, 2013; Ramanathan; Danielsson, 2001). Enzimas,

células, DNA e anticorpos sao elementos comuns de biodetecgao
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utilizados na construgao desses biodispositivos, uteis para uma variedade
de aplicagdes, como estudos de hibridagao de DNA, ensaios enzimaticos,
controle de qualidade e vigilancia ambiental (Li et al., 2017).
Biossensores piezoelétricos: esses biossensores empregam cristais
anisotropicos, como o quartzo, como transdutores de sinal devido a sua
frequéncia de ressonancia natural. O principio de funcionamento consiste
em aplicar uma tensao alternada sobre o cristal, e assim detecta-se uma
frequéncia especifica correlacionada a massa e as constantes elasticas
do material. No entanto, algumas altera¢des no valor de frequéncia sao
perceptiveis na superficie do cristal, ao imobilizar o elemento receptor, e
expor o biossensor a um analito. Tais mudangas podem ser explicada pela
massa da substancia em estudo. A microbalanga de cristal de quartzo é
uma das técnicas mais comuns para o desenvolvimento de biossensores
piezoelétricos (do Nascimento et al., 2017; Zhou; Du, 2022).
Biossensores opticos: sdo instrumentos que utilizam mudangas nas
propriedades da luz para caracterizar o processo de construgcao de
biossensores e monitorar a concentragcao do analito. Isso inclui analisar
medicdes como absor¢cao e transmissdo de energia eletromagnética,
indice de refracdo, fluorescéncia, fosforescéncia e refletividade. As
vantagens destes biossensores incluem alta sensibilidade, facilidade de
integragdo de sinal, detecgdo sem necessidade de marcadores e
respostas em tempo real. A técnica de ressonancia de plasmons de
superficie € especialmente destacada no desenvolvimento de ensaios
opticos de biossensibilidade (Zhang et al., 2017).

Biossensores eletroquimicos: representam uma das principais
categorias de biossensores devido a sua alta sensibilidade e facilidade de
uso em ensaios analiticos. Esses dispositivos medem mudangas nas
propriedades fisico-quimicas do meio, como a difusdo de espécies
eletroativas, armazenamento de carga e transferéncia de elétrons na
interface. Os transdutores sao eletrodos feitos de materiais inertes, como
ouro, carbono vitreo e platina. Dependendo da propriedade que ira ser
estudada, durante o processo de reconhecimento biolégico, os

biossensores eletroquimicos podem ser categorizados como:
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amperométricos, potenciométricos, condutimétricos ou impedimétricos
(Vasquez et al., 2017; Wang; Dai, 2015).

2.2.2. Classificagao quanto ao elemento receptor

Inicialmente podem ser classificados pelo mecanismo de interacéo entre
a molécula imobilizada e o analito alvo, e os eventos bioquimicos resultantes.
Assim, sdo descritos como biocataliticos ou de bioafinidade. Os biocataliticos se
caracterizam pela enzima agir como elemento sensitivo e gerar um sinal
eletroquimico por meio de uma reacgao catalitica especifica; o receptor biolégico
ao catalisar a reagdo quimica converte o analito em subprodutos que serao
identificados futuramente. Ja a bioafinidade, € quando o receptor biolégico
reconhece um alvo molecular e forma um complexo estavel, que gera como
resposta um sinal de transducdo. Nesta situacdo, a interacdo entre
analito/receptor nao ira levar ao consumo do analito, pela molécula bioldgica
imobilizada. Exemplos, os quais, sdo aplicados neste sistema: antigenos,
anticorpos, aptameros, acidos nucléicos, lectinas e receptores proteicos (Amaral
et al., 2023; Oliveira et al., 2008; Vo-Dinh; Cullum, 2000).

Os biossensores podem ser classificados de acordo com o elemento
receptor em diversas categorias, dependendo do tipo de biomolécula utilizada

para reconhecer o analito alvo. Alguns exemplos s&o:

e Biossensores enzimaticos: enzimas sdo usadas como elemento
receptor, associadas a biocatalisadores contendo uma camada de
deteccao. Um transdutor ira quantificar o produto que sera consumido ou
formado, e servira como principio de deteccao. As enzimas mais utilizadas
nesses biossensores sao oxidases, estas vao reagir com O oOxigénio
dissolvido para gerar peréxido de hidrogénio (Corcoles; Boutelle, 2013).
Outros exemplos de enzimas utilizadas sao: alcool desidrogenase, glicose
oxidase e penicilinase (Lee et al., 2018; Ramanavicius et al., 2017). Clark
e Lyons em 1962, foram os pioneiros na criagdo de um biossensor
enzimatico, eles desenvolveram um biossensor amperométrico para

detectar a glicose (Sumitha; Xavier, 2023). Esses biossensores operam
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com base no modelo "chave e fechadura", seguindo o mecanismo
altamente especifico da enzima-substrato, o que acarreta um alto grau de
especificidade. Algumas aplicagcbes s&o o monitoramento ambiental,
alimentar, detecgdo de metais e pesticidas. A desvantagem é que é
possivel a perda da atividade, com necessidade de reposi¢ao da camada
enzimatica em periodos especificos (Loguercio, 2019).
Imunossensores: Sao dispositivos que imobilizam antigenos ou
anticorpos numa superficie transdutora. A estrutura do anticorpo consiste
na imunoglobulina (Ig), duas cadeias pesadas (H) e duas cadeias leves
(L), com partes constantes e variaveis, com a ultima especifica para
determinado antigeno (Holford; Davis; Higson, 2012). A biodeteccdo é
dada pela reacao imunolégica que ira conduzir a formagao de complexos
antigeno-anticorpo, com alta especificidade, estabilidade e versatilidade.
Diversos métodos podem ser usados para imobilizar os reagentes
imunologicos, tais como automontagem, adsorgdo fisica, ligagao
covalente, incorporagao e reticulagdo. Analitos, os quais, podem ser
investigados por imunossensores, sao hormoénios proteicos, toxinas
alimentares, drogas, bactérias e virus (D’Orazio, 2011; Luppa; Sokoll;
Chan, 2001).

Aptassensores: o elemento receptor sdo os aptameros, que consistem
em sequéncias sintéticas de acido nucleico, os quais, segmentos de
oligossacarideos, aminoacidos, proteinas e peptideos (Fu; Manthiram,
2012; Zhao et al., 2018). Os biossensores baseados em aptameros tém
como vantagem eficiente capacidade de ligagéo, estes sdo sintetizados
para ter uma conformagéo estrutural que garanta alta especificidade e
afinidade para alvos de interesse biolégico ou farmacéutico, como ions,
pequenas moléculas ou proteinas (Cincotto et al., 2016; Song et al., 2008;
ZHOU et al, 2011). No entanto, um desafio significativo no
desenvolvimento de biossensores baseados em aptameros é que, por
serem acidos nucleicos, podem reduzir a eficiéncia do ensaio e aumentar
os custos de producao (Wang et al., 2017).

Microbiolégicos e celulares: sdo biossensores baseados em células

como elemento receptor, e biossensores microbioldgicos na maioria das
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vezes também se classificam como celulares. Entretanto, na classe
celular qualquer célula viva € usada como elemento de biodetecgao, seja
de microrganismo ou ndo. Entre suas aplicagbes, podem ser usados para
detectar doengas de forma precoce, identificar patbgenos e em testes
toxicologicos. Também servem para caracterizar a agao de diversos
farmacos, como acdo de drogas antineoplasicas sobre células
cancerigenas (Liu et al., 2014). Ja nos biossensores microbiolégicos
bactérias, fungos e leveduras atuam como elemento de biodetecgéo.
Nestes, microrganismos sao imobilizados na superficie transdutora,
exemplos de aplicagdes estdo principalmente na area ambiental e no
diagndstico de doengas infecciosas (Sun et al., 2015).

Genossensores: Os genossensores ou biossensores de DNA sao
dispositivos que detectam moléculas de DNA como analito. Eles operam
com sondas de DNA de fita simples (ssDNA) como elementos de
bioreconhecimento, as quais sao fixadas na superficie do transdutor,
convertendo o evento de hibridacdo do DNA em um sinal elétrico
mensuravel. Os genossensores ou biossensores de DNA sao dispositivos
que detectam moléculas de DNA como analito. Eles operam com sondas
de DNA de fita simples (ssDNA) como elementos de bioreconhecimento,
as quais sao fixadas na superficie do transdutor, convertendo o evento de
hibridagdo do DNA em um sinal elétrico mensuravel. Esses biossensores
utilizam uma sonda complementar como bioreceptor, a qual se liga ao alvo
de interesse, desencadeando uma reagao bioquimica que permite a
conversao por meio do transdutor de um sinal quimico em um sinal
elétrico. A principal vantagem dos biossensores de DNA € seu baixo
custo, possibilidade de miniaturizacdo e analise rapida, o que os torna
uma alternativa valiosa aos ensaios genéticos convencionais. Sao
utilizados no diagnéstico de doencgas, deteccdo de patdgenos em
amostras biolégicas, como, saliva, urina e sangue, em testes de
seguranga alimentar, monitoramento ambiental e até identificagdo de
espécies de plantas (Lima, 2023; Lin et al., 2016; Wang et al., 2017; Yang
et al., 2017).
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A Fig. 15 esquematiza a classificagdo dos biossensores quanto ao
elemento receptor. A secao seguinte dara enfoque aos genossensores como

biorreceptores na identificacdo de analitos.

Figura 15 - Representagcdo esquematica dos tipos de biossensores com base na natureza do
receptor: a) acido nucleico; b) baseado em células; c) anticorpo/antigeno; d) enzimatico; )
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Fonte: Autoria prépria (2024).

2.2.3. Biossensores de DNA

Ainda com relagdo ao genossensor, estes podem ter como elementos de
biorreconhecimento oligonucleotidios sintéticos, DNA ou acido ribonucleico
(RNA), o qual, se ligam de forma especifica ao alvo de interesse, detectando e
quantificando com precisao sequéncias de acidos nucleicos. O alvo é detectado
por meio da interacdo que ocorre entre a molécula imobilizada no transdutor
(ssDNA) e sua sequéncia complementar alvo, resultando num hibrido
(hibridizagdo) que ao adquirir o estado conformacional de dupla hélice (dsDNA)
gera um sinal proporcional a concentragcdo do alvo na amostra. Este tipo de
deteccao é altamente seletivo devido as propriedades de especificidade de

interacdo das bases nitrogenadas presente na estrutura dos oligonucleotidios
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(Lima, 2023) (Fig. 16).

Figura 16 - Representagdo esquematica de um genossensor.
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Fonte: Autoria prépria (2024).

Os aptameros, sequéncia de oligonucleotidio sintético, também servem
como elemento de biorreconhecimento. Ao interagir com seu alvo formam uma
estrutura 3D ligando-se apenas em locais especificos com alta afinidade. Sua
especificidade é resultante da ligagédo e reconhecimento organizados com o alvo,
com interagdes complexas sem sofrer com interferentes externos (Lima, 2023).

No método de detecgao direta, € medido o sinal eletroquimico resultante
da oxidagdo das bases nitrogenadas presentes no hibrido. Esta resposta
depende da eletro-oxidagéo caracteristica de nucleobases de guanina e adenina
presentes na cadeia de DNA. A diferenga no potencial de oxidagdo distingui a
resposta da sonda e da hibridizagdo com o DNA alvo (Abedi et al., 2022). Na
deteccéo indireta, marcadores fluorescentes e redox sao utilizados, monitorando

de forma indireta os acidos nucleicos no eletrodo com base no sinal redox.

2.3 METODOS DE FUNCIONALIZAGCAO DA SUPERFICIE SENSORA

Para construcao de biossensores, depois de ter escolhido a superficie de
detecgéo, precisa seguir para a primeira etapa que € a de funcionalizagéo, que
pode ocorrer por meio da formagédo de monocamadas automontadas (MAM) e/ou
eletropolimerizacdo de polimeros condutores ou eletrodeposicdao de

nanomateriais. Estas servem como estratégia para minimizar a passivagao da
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superficie e com isso melhorar a aplicabilidade e eficiéncia dos sensores
eletroquimicos (Ferretti et al., 2000; Mandler; Turyan, 1996).

Alguns estudos experimentais tém revelado que a velocidade de
transferéncia de elétrons pode ser significativamente influenciada pela
modificagdo da superficie dos eletrodos. As reag¢des no eletrodo podem ser
classificadas baseadas no nivel de interagcédo entre a superficie e os reagentes,
durante o processo de transicdo da transferéncia de elétrons. Os processos de
transferéncia de elétrons podem ser descritos como sobreposi¢cdes fracas e ndo
especificas, ou fortes. As transferéncias fortes abrangem a maioria dos
processos eletroquimicos e a velocidade deste pode ser controlada e afetada
alterando-se a superficie do eletrodo. Por isso, diferentes abordagens para
construgcédo de eletrodos sédo avaliadas e estudadas (Freire; Pessoa; Kubota,
2003).

2.3.1. Nanomateriais

Nanomateriais tem sido explorado no desenvolvimento de biossensores
para detectar nanoestruturas e fornecer uma interface de eficiéncia entre
biomoléculas e eletrodo, sem gerar perda de moléculas de reconhecimento
(Pareek et al., 2023). Alguns exemplos mais utilizados sdo materiais baseados
em carbono e as nanoparticulas metalicas.

O oxido de grafeno reduzido (rGO) possui uma estrutura de folha planar
com atomos de carbono e amplifica o sinal eletroquimico. Sua disposicao
garante propriedades como elevada area de superficie, boa estabilidade quimica
e alta condutividade elétrica. Outro nanomaterial sdo os nanotubos de carbono
de paredes multiplas (MWCNT) em matrizes de rGO auxiliam na transferéncia
de elétrons e conferem mais porosidade, sendo uma forma de aumentar a
sensibilidade do biodispositivo (Mahmoodi et al., 2020).

Ademais, as nanofitas de éxido de grafeno (GONRs) que possuem uma
estrutura semelhante a do grafeno e contam com boa condutividade. Estas
podem ser incorporadas em nanoparticulas de ouro revestidas com prata
(Ag@AUNPs) (Pareek et al., 2023). Algumas substancias sdo analisadas com

relacdo a imobilizacdo de sondas de DNA. Como, por exemplo, as
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nanoparticulas de ouro (AuNPs) amplamente aplicadas no campo bioldgico e
farmacéutico devido as suas propriedades Opticas, ressonancia plasmoénica de
superficie e espalhamento de luz por ressonancia (RLS) com eficiéncia para
revestir diversas superficies e ter boa biocompatibilidade (Ma; Liu; Wang, 2010).

Outras caracteristicas das AuNPs merecem destaque, como as
optoeletrénicas devido a sua forma: banda de plasmons de superficie,
fluorescéncia, transicdo de elétrons e condutividade elétrica. Ainda apresentam
alta energia de superficie e possibilitam a transferéncia direta de elétrons entre
a biomolécula e o eletrodo (Avelino et al., 2020).

No entanto, particulas nanométricas podem se aglomerar afetando a
aplicabilidade analitica, e agentes de capeamento, também conhecidos como
agentes estabilizantes, sdo uma solugédo para esta problematica, atuando no
controle das particulas e na prevencao da segregacao em solugao (Razzino et
al., 2020). As AuNPs podem ser preparadas por métodos fisicos ou quimicos,
neste ultimo inclui-se método sintético, redox, eletroquimico, fotoquimico,
crescimento de sementes e outros (Ma; Liu; Wang, 2010).

A mais tradicional metodologia adotada para a produgao de AuNPs é a de
Turkevich-Frens otimizada por Frens. Nesta, € usado agentes
redutores/estabilizadores e derivados de ouro (tetracloroaurato de
hidrogénio/sodio (l11)), reduzindo Au (lll) a ions Au (0) sob aquecimento até a
ebulicdo de um sal de ouro (Frens, 1973). Outro método de sintese é adotado
por Razzino et al., (2020) que se baseia na reducao de ions Au3* encapsulados

em dendrimeros por Hz formados pela reducéo de borohidreto de sédio (Fig. 17).

Figura 17 - Etapas da producao de AuNPs pelo método de Razzino et al., 2020: a) solugéo de
HAuCl4 com PAMAM(G5), obtendo coloragdo amarela b) adigdo de borohidreto de sédio
(NaBH4), com mudanga de coloragao para preto, resultante do processo de redugéo, c)

AuNPs+PAMAM(G5).

a)
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Os dendrimeros sdo definidos como macromoléculas sintéticas,
nanoestruturadas, com escala tridimensional, bem definida quimicamente e alto
grau de funcionalidade da superficie (Elancheziyan et al., 2020). Somado a isso,
sao moléculas ramificadas, com as ramificacdes irradiando de um nucleo comum
(Yang et al., 2017). Diversos estudos avaliaram os dendrimeros de PAMAM
como estabilizador na sintese de nanoparticulas metalicas como Cu, Au, Pt, Ag
e Pd. O PAMAM possui grau de polidispersidade estreito, flexibilidade da
superficie e densos grupos funcionais com grupamentos amina ativos em sua
extremidade. A sua composigao quimica se torna um atrativo para a conjugacgao
com varios ligantes e imobilizacdo das moléculas de biorreconhecimento
(Bahadir; Sezgintlrk, 2016).

AuNPs+PAMAM-G5 sao apostas na construcdo de biossensores com
afinidade eletroquimica, por juntos terem homogeneidade estrutural, boa
biocompatibilidade e condutividade. As AuNPs podem se ligar a superficie do
PAMAM por afinidade amida-Au. Gracas a elevada area de superficie do
PAMAM, a quantidade de cargas das AuNPs pode ser aumentada (Dong et al.,
2013). O PAMAM é composto por um nucleo de etilenodiamina (EDA) e uma

amidoamina se repetindo como unidade monomeérica (Fig. 18).

Figura 18 - Estrutura quimica do PAMAM-G1.
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Fonte: Tavares (2019).

A superficie das AUNPs+PAMAM-G5 pode ser funcionalizada por amina

primaria (NH2), carboxilato (-COO), cadeias hidrofébicas e outros. O tamanho da
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familia deste dendrimero varia conforme a geragao e o numero de grupos finais
(Tab. 2). No geral, sdo uma opgao promissora de plataforma para a fixagao de
biomoléculas a um transdutor sem influenciar na funcionalidade do biorreceptor

e sensor (Tavares, 2019).

Tabela 2 - Propriedades de dendrimeros PAMAM terminados em amina, peso molecular,
numero de grupos terminais e tamanho.

Geragéo 0 1 2 3 4 5 6
Peso 517 1430 3256 6909 14215 28826 58048
molecular
(g/mol)
Tamanho 1.5 2.2 29 3.6 4.5 54 6.7
(nm)
Grupos 4 8 16 32 64 128 256
finais

Fonte: Adaptado de Tavares (2019).

Estudos realizados por Yang et al.,, (2017) simularam a dinamica
molecular para esclarecer a conformacdo quimica de AuNPs-PAMAM em
diferentes pH. Assim, comprovou-se que AuNPs podem ser estabilizadas de
forma efetiva no pH neutro, pois neste, as conformacbdes dos dendrimeros

PAMAM tornam-se mais estaveis e compactas (Fig.19).

Figura 19 - Esquema exemplificando as conformacgdes e comportamentos de AuNPs-PAMAM-
G5 em pH neutro.
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Fonte: Yang et al. (2017).

2.3.2. Polimeros condutores

O termo "polimero" deriva do grego "poli" (muitos) e "meros" (unidades de

repeticdo), indicando materiais compostos por macromoléculas contendo
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milhares de unidades repetidas. Dentro dessas moléculas, os atomos sao
ligados por ligagdes covalentes (ligagdes intramoleculares), enquanto as
macromoléculas se unem umas as outras por meio de liga¢cdes de Van der
Waals. O numero de unidades de repeticdo em uma cadeia € conhecido como
grau de polimerizacao (Silva, 2017).

Os polimeros condutores, ou conjugados, sdo materiais organicos
formados por uma cadeia principal tendo liga¢gdes duplas alternadas, ou
conjugadas e simples. Em comparacao a ligagéo pi, a simples (sigma) € mais
forte e contém uma maior concentragao de elétrons. Neste sentido, a 1 tém
maior mobilidade de elétrons e devido a essa estrutura acredita-se que esses
polimeros sao mais condutores. Para possibilitar a conducéo € preciso adicionar
ou remover elétrons por meio de dopagem, em semicondutores formando
consequentemente vacancias (regides vazias). Um elétron ao se mover para
uma regiao desocupada, deixa, consequentemente, uma nova vacancia, a qual,
podera ser ocupada por outros elétrons. Este movimento resulta na condugao
elétrica nos polimeros, os quais, em seu estado dopado ou condutor, séo
comumente denominados por polimeros condutores (Medeiros et al., 2012).

Uma opgao para prospecgao de biossensores com eletroquimica
avancgada s&o os suportes poliméricos com sensibilidade a analitos. Um polimero
organico bastante condutor € o polipirrol (PPy), que quando conjugado passa a
ter propriedades eletrbnicas de metais com alta condutividade,
biocompatibilidade, baixo custo e estabilidade ambiental. O polipirrol € produzido
pela reacdo de monémeros de pirrol na presenga de contra-ions. O PPy é
geralmente insoluvel em muitos solventes comuns, a menos que seja dopado
com agentes que aumentam sua solubilidade. A Fig. 20 ilustra a estrutura tanto

do pirrol quanto do polipirrol.

Figura 20 - Estrutura quimica do pirrol e polipirrol.
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Fonte: Autoria prépria (2024).
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Quimicamente, o PPy é formado por um processo de oxidacao do
monoémero pirrol, seguido de acoplamento entre os radicais. Assim, a protonagao
(Fig. 21) de atomos de carbono do anel do pirrol causam a formacgé&o de cations
e em consequéncia oligbmeros. Este processo se repete nos anéis aromaticos

até formar uma cadeia polimérica.

Figura 21 - Protonacgao do pirrol.

Fonte: Autoria prépria (2024).
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Os biossensores eletropolimerizados com PPy tem sido estudado gragas
a sua simplicidade e facil manuseio (Avelino et al., 2022). Diversas abordagens
de sintese podem ser exploradas para funcionalizar a superficie de um eletrodo
de trabalho com o pirrol, sendo a eletropolimerizagdo uma opg¢ao destacada.
Este processo ¢ ilustrado na Fig. 22, onde um eletrodo com superficie de ouro

foi submetido a eletropolimerizagao para formar PPy (Silva Junior, 2021).

Figura 22 - Eletrodo de ouro eletropolimerizado com PPy.

e

Fonte: Adaptado de SILVA JUNIOR (2021).

2.4TECNICAS ELETROANALITICAS
2.41. Espectroscopia no Infravermelho com transformada de Fourier

(FTIR)
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Atualmente ha uma variedade de técnicas de caracterizagao de
polimeros, em que as mais utilizadas sao: Espectroscopia no Infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR), espectroscopia RAMAN e espectroscopia por
ressonancia magnética nuclear (RMN). Tais metodologias possuem importancia
no desenvolvimento de estudos acerca das estruturas moleculares e
propriedades dos polimeros (Silva, 2017).

O FTIR identifica de forma quantitativa e qualitativa moléculas
principalmente organicas, e determina caracteristicas da estrutura quimica e de
grupos funcionais de um dado material (Tayebi; Kargari; Akbari, 2023). Possui
como vantagem a possibilidade de estudar a amostra em qualquer estado fisico.
Conceitualmente, a técnica baseia-se na vibracdo de atomos e moléculas
presentes na amostra que levam a absorgéo de diferentes frequéncias (Queiroz,
2016).

De forma geral, o FTIR é uma técnica de rapida execugao, simples e nao
destrutiva, que se fundamenta num espectro que ira indicar de forma grafica a
radiagéo infravermelha em frequéncia adequada, aonde a regido do espectro em
que ocorre a absor¢cdao da radiagcdo emitida € denominada por banda de
absorcao. Além disso, as moléculas podem vibrar em diferentes graus de
liberdade, no entanto, apenas alguns tipos de vibragbes podem gerar variagao
no momento dipolar da molécula; estas vibracdes tém capacidade de entrar em
ressonancia com a radiagao infravermelha, formando uma banda de absorcao

numa dada frequéncia especifica (Silva, 2017).

2.4.2. Espectroscopia na regiao do UV-visivel (UV-vis)

A espectroscopia € uma técnica que estuda interagbes da luz e outros
tipos de radiagao eletromagnética com uma determinada matéria. A faixa de
regiao visivel do espectro € de 380-780 nm e o método de espectroscopia €
baseado em medir a quantidade de radiacido absorvida ou produzida pela
espéecie atdmica, ou molécula de interesse. Um espectro obtido no ultravioleta
gera um grafico do comprimento de onda versus intensidade de absorcao
(transmiténcia ou absorbancia) e o comprimento de onda é expresso em

nandémetros (1 nm = 10-°° nm) (Crews et al., 1998).
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O principio basico de funcionamento do espectrofotdbmetro consiste numa
luz emitida por fonte de energia, podendo ser lampada de tungsténio ou de
deutério, que emitira radiagédo na regido do ultravioleta. Essa luz passara por um
monocromador responsavel por selecionar um comprimento de onda ou fazer a
varredura em uma determinada regido do UV-vis. Apos passar pelo
monocromador a luz chega até a amostra, aonde parte da radiagao é absorvida
e emitida e ao chegar no detector a luz emitida pela amostra é transformada num
sinal elétrico mensuravel e assim, medido como absorbéncia da amostra (Fig.
23) (Prates, 2021).

Figura 23 - Representagédo esquematica de componentes de um espectrofotémetro.
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Fonte: West; Skoog; James (2006).

As propriedades 6pticas das AuNPs sao estudadas pela espectroscopia
UV-vis por ser uma técnica excelente na caracterizagdo de uma amostra a luz
numa faixa de comprimento de onda. Somado a isso, é possivel por meio deste
meétodo garantir a estabilidade das amostras e ajustar suas caracteristicas
fisicas, quimicas e opticas. A analise nao altera a amostra e pode ser feita de

forma rapida (Unser et al., 2015).

2.4.3. Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica

A EIS permite identificar propriedades intrinsecas de materiais utilizados
na transducao de sinal em biossensores. Sua aplicacdo serve para estudar os
processos do eletrodo em relacdo aos parametros da difusdo, cinética, dupla
camada e reagdes homogéneas acopladas. Na EIS é aplicado uma perturbacao
de potencial, geralmente do tipo senoidal, por corrente alternada ou potencial,

em ampla faixa de frequéncia e uma variavel permanece sob controle, enquanto
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a outra é registrada a diferenga em amplitude e fase (Gandarilla, 2009).
A impedancia tem como base conceitual a utilizagao de circuitos elétricos
de corrente alternada e os elementos presentes, isto &, resistor, capacitor e

indutor, representados na Fig. 24 (Ferreira et al., 2023).

Figura 24 - Representacdo esquematica (a) elementos do circuito e (b) circuito RLC.
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Fonte: Autoria prépria (2024).

Os resistores obedecem a lei de Ohm (Eq. 1) e a resisténcia elétrica (R)
€ a capacidade do circuito elétrico de resistir ao fluxo de elétrons e pode ser
descrita como a relagao entre tenséo aplicada em V e a intensidade de corrente
elétrica. Nota-se pela equagao que corrente e resisténcia sao inversamente
proporcionais, assim, quanto maior a corrente menor sera a resisténcia que flui

pelo circuito (Ferreira et al., 2023).
R=1 Eq.1

Nesta equacao, R é a resisténcia (Q), V é a diferenca de potencial (V) e |
a corrente elétrica gerada em ampere (A). A partir dos resistores ainda se tem a
Resisténcia Ohmica (Rs) e a Resisténcia a Transferéncia de Carga (Rct), aonde
Rs diz respeito a todas as resisténcias 6hmicas presentes na solugao, incluindo
cabos e contatos elétricos. J& o Rcr esta ligado a densidade de corrente
faradaica, pois segundo a lei de Faraday, sempre que houver passagem de
corrente elétrica na interface eletrodo/eletrdlito ocorrera uma reacao
eletroquimica. Assim, a Rcr corresponde a transferéncia eletrébnica e
concentracao ibnica dos produtos e reagentes na interface em um dado intervalo
de tempo (Viégas; Silva; Rodrigues, 2021).

Os capacitores armazenam a carga elétrica (Q) e se definem pela sua
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capacitancia (C) e tem como fungdo armazenar energia potencial elétrica, é
usualmente descrito pela Eq. 2, em que C, w e Z. sao respectivamente a

capacitancia do capacitor, frequéncia angular e reatancia capacitiva.
1 .
Ze = — (ﬁ)] Eq.2

Ja os indutores conseguem armazenar a energia criada em um campo e
sao uteis na aplicacdo de células eletroquimicas, em que o comportamento
indutivo €& estimulado pela adsorgdo de reagentes numa amostra.
Matematicamente Eq. 3 tem-se L que a indutancia do indutor, w frequéncia

angular e Z. reatancia indutiva.

A técnica de EIS é também conhecido como método de impedancia AC,
por utilizar corrente alternada (AC). Assim, um circuito DC (sinais continuos), se
diferencia do AC, pois a resisténcia sera mais ampla, visto que além dos
resistores, oferecendo resisténcia a passagem de corrente, se tem os
capacitores e indutores. A resisténcia gerada pelo capacitor e indutor se
denominam por reatancia ou resisténcia reativa e compdem a parte imaginaria
da impedancia, e a resisténcia 6hmica é a parte real. Nesse sentido, a Eq. 4,
determina a impedancia, em que Z é o valor total, Z: parte real e Zi parte
imaginaria e j os valores complexos de reatancia (Viégas; Silva; Rodrigues,
2021).

7 =7, +jZ; Eq.4

Graficamente a EIS é representada pelo diagrama de Nyquist (Fig. 25). O
diagrama de Nyquist possui em seus eixos x e y, a impedancia real (Zr) em
fungdo da imaginaria (Zi), respectivamente, e o grafico em fungéo da frequéncia

forma o espectro de impedancia (Viégas; Silva; Rodrigues, 2021).

Figura 25 - Representacdo esquematica do diagrama de Nyquist.
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Fonte: Lucena (2021).

A resisténcia 6hmica (Rs) € o primeiro encontro da curva com o eixo real
(eixo x), localizada na regiéo de altas frequéncias. Ja o segundo encontro nesse
eixo representa a resisténcia de transferéncia de carga (Rct), que se da em
regides de baixas frequéncias. Em regides de frequéncia intermediaria encontra-
se 0 arco capacitivo, e o pico desse arco permite calcular a capacitancia da dupla
camada no sistema investigado (Franco, 2014).

O circuito de RandlessErshler tem sido o mais usado e expressa a
resisténcia 6hmica da solucéo eletrolitica (Rs), elemento de fase constante
(CPE), a resisténcia a transferéncia de carga (Rct) e a difusdo de Warburg (Zw),
resultado da difusdo de ions da solugao para a superficie do eletrodo. A cinética
eletroquimica existente na superficie de um eletrodo, é alterada quando qualquer
material for adsorvido a essa superficie, resultando na modificacdo dos
processos de transporte e difusdo dos reatantes do seio da solucédo para a
interface. Essas modificacbes impactardo diretamente a dupla camada elétrica
(DCE) criada na interface eletrodo-solucao (Gandarilla, 2022).

Assim, dado que as alteragdes na superficie do eletrodo resultam em
mudancgas na resposta eletroquimica, € crucial compreender a camada presente
na interface eletrodo-eletrolito. O termo "DCE" refere-se a uma interface entre
uma superficie carregada e uma fase liquida onde a eletroneutralidade é
perturbada, resultando na formagcdo de um campo elétrico. Esse fenbmeno
provoca a realocacédo e reorientacdo dos ions no liquido para minimizar os
efeitos do campo elétrico formado. A DCE se forma imediatamente apds o
contato do eletrodo com a solugéo eletrolitica (Khademi; Barz, 2020). A Fig. 26

esquematiza os 3 diferentes modelos de DCE e sua relagdo com o circuito



53

equivalente de Randles.

Figura 26 — Representacao esquematica da relagao do circuito equivalente de Randles com os
processos existentes na interface eletrodo/solugao.
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Fonte: Autoria propria (2024).

A EIS é uma técnica excelente e com sensibilidade para aplicagdo no
desenvolvimento de biossensores, podendo ser usada para monitorar processos
interfaciais e analisar superficies modificadas. Suas principais vantagens sao:
identificar mecanismo de corrosao, estudo cinético, analise eletroquimica com
base no diagrama de Nyquist e efeitos de resisténcia da solugdo (Gandarilla,
2022).

2.4.4. Voltametria Ciclica

A VC uma das principais técnicas para estudar os processos
eletroquimicos interfaciais, esta, dispde de informacdes relacionadas a cinética
de transferéncia de caga, potenciais redox de substancias eletroativas e
reversibilidade de reacdes eletroquimicas. Na constru¢ao de biossensores a VC
possui diversas aplicabilidades, como, por exemplo, na eletropolimerizagao e
eletrodeposicdo de nanomateriais. Somado a isso, caracteriza os fendmenos
fisico-quimicos que ocorrem entre o eletrodo e a solugao eletrolitica, associados
ao biorreconhecimento e imobilizacdo de moléculas (Avelino, 2017).

A técnica da voltametria ciclica (VC) se baseia nos processos

eletroquimicos que ocorrem na interface entre o eletrodo de trabalho e a solugéo
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eletrolitica adjacente. Os sinais de corrente medidos durante a voltametria estéo
relacionados com as espécies eletroquimicas que participam das reagdes de
oxirreducao (Eq. 5). Essas reagdes fornecem elétrons para permitir a passagem
da corrente elétrica. Alguns fatores podem influenciar a intensidade deste fluxo
de carga, incluindo o consumo ou a geragao de espécies eletroquimicas, assim
como a presencga de moléculas e nanoestruturas no eletrodo, que conseguem
interferir na condutividade do sistema. Assim, identificando estes fatores, torna-
se viavel obter informag¢des sobre o analito, com base nas variagdes vistas

(Ronkainen; Halsall; Heineman, 2010).
O+ ne” & REQ.5

Nesta, O é a forma oxidada, R a forma reduzida e ne- representa o
numero de elétrons no processo de oxirredugado, que geralmente é n=1. Os
experimentos de voltametria sdo conduzidos em uma célula eletroquimica que
consiste em trés eletrodos: o eletrodo de trabalho, o eletrodo auxiliar (também

conhecido como contra-eletrodo) e o eletrodo de referéncia (Fig. 27).

Figura 27 - Representacdo esquematica de uma célula eletroquimica com unico
compartimento.
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Fonte: Autoria prépria (2024).

A corrente elétrica gerada no sistema é medida entre o eletrodo auxiliar
e o eletrodo de trabalho, ja a voltagem é aplicada entre o eletrodo de trabalho e
o eletrodo auxiliar. Portanto, matematicamente o parédmetro ajustado na
voltametria é o potencial (E) em fungdo da corrente resultante (i), assim, i = f(E).

Os resultados da voltametria sdo apresentados graficamente por meio de
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voltamogramas ciclicos, que mostram a relagao entre a corrente elétrica e o
potencial aplicado. Assim, é necessario utilizar analitos que tenham capacidade
de sofrer reagdes redox na janela de potencial estabelecida como parametro
(Pacheco et al., 2013).

Na VC é avaliado a transferéncia de elétrons de uma molécula, pelo
monitoramento de uma corrente elétrica numa faixa de potencial estabelecido,
neste sistema € aplicado uma sequéncia de pulso de modo a realizar uma
varredura obtendo um voltamograma ciclico. O voltamograma é obtido pela
diferenga de potencial que gera picos de potencial anddica (Epa) € catdédicas
(Epc), € possivel ainda com o pulso de corrente do sentido positivo para o
negativo medir correntes de redugéao (lpc) e do negativo para o positivo o pico de
oxidagao (lpa). A seta apresentada na Fig. 28 indica onde comeca e a diregédo da
varredura do primeiro segmento. E por essa amplitude que se obtém
informacdes das moléculas, vale ressaltar, que em casos de material com
propriedades isolantes havera uma menor taxa de transferéncia de elétrons com

reducao dos picos redox (Teixeira, 2022).

Figura 28 - Voltamograma exemplificando as regides de potencial anddica (Epa), catédicas
(Epc), correntes de redugéo (lpc) e pico de oxidagao (lpa) com a seta indicando o sentido da

varredura.
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Fonte: Autoria prépria (2024).

2.5 MICROSCOPIA DE FORCA ATOMICA (AFM)

A Microscopia de Forga Atémica (AFM) é caracterizada por possuir alta

resolucdo e obter imagens detalhadas da superficie de materiais na escala
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nanométrica. Binnig, Quate e Gerber em meados de 1986 desenvolveram a
AFM, que apresenta vantagens, comparada as limitagbes da luz visivel nos
microscopios Opticos convencionais, o qual, sé permite usar amostras
condutoras e semicondutoras (Binnig; Quate; Gerber, 1986).

Por possuir ampla aplicagéo e as amostras serem de facil preparo, a AFM
€ usada em diversas areas, como, ciéncias biolégicas, ambientais, da terra, fisica
e dos materiais. Além disso, € possivel detectar in situ estruturas cristalinas e
avaliar o grau de defeito superficial de amostras condutoras e n&o condutoras, e
observar a morfologia tridimensional de amostras em escala nanométrica. E
possivel, também, estudar amostras liquidas identificando o processo de reacao
superficial (Liu et al., 2023).

Uma das caracteristicas mais importantes do AFM é a ampliacao da
imagem em trés dimensdes: x, y e z. Com isso, é fornecido informacgdes
quantitativas de altura ao varrer a superficie horizontalmente com baixos niveis
de ruido. O principio de funcionamento basico da técnica consiste em obter uma
imagem medindo forgas atébmicas entre a ponta e a superficie da amostra,
dobrando ou desviando o cantilever (Burgo et al., 2022).

Metodologicamente, o AFM usa uma sonda para varrer a superficie da
amostra, e identificar alteracbes no seu relevo por meio de variagcdes de
grandeza fisica, e por intera¢gdes ao longo da varredura entre atomos da sonda
e da amostra (Martinez-Garcia et al., 2016). Essas interagdes ocorrem por meio
de forgcas que podem ser atrativas ou repulsivas. A configuracdo basica de
funcionamento da AFM é uma ponta piramidal colocada sob um cantilever,
montado em um scanner piezoelétrico (Fig. 29).

Na fase de aproximacéo, a forca de Van Der Waals é a que atua entre a
superficie da amostra e a ponta. Tais for¢cas induzem a deflexdo do cantilever na
direcdo da superficie da amostra, que ao entrar em contato com a mesma, é
gerada uma forga de repulsdo. Esta reagao é denominada por repulsao de Pauli.
Com a deflexdo, o feixe de laser muda de direcéo e é refletido na traseira do
cantiléver, permitindo medir de forma precisa a deflexdo. O fotodiodo é
responsavel por detectar o desvio da deflexao e transmitir essa informacéao para
um computador, aonde sera construida a topografia digitalizada da superficie da

amostra (Amarouch; El Hilaly; Mazouzi, 2018).
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Figura 29 - Representagédo esquematica de funcionamento da AFM e principais componentes.
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Fonte: Autoria prépria (2024).

De forma pratica a AFM opera basicamente de trés formas de analises

(Fig. 30), conforme o tipo de aplicacao:

Modo contato (também denominado por modo néo-
oscilante/repulsivo): a ponta da AFM pode interagir em pontos unicos
da amostra. A sonda se move de maneira ndo oscilante e se acomoda de
forma adequada a superficie de leitura. Este modo é aplicado na analise
de superficies soélidas e resistentes;

Modo nao-contato: o cantiléver oscila numa frequéncia ressonante com
baixa amplitude e a sonda se desloca a cerca de 100 A da superficie, em
decorréncia disso, a predominancia das forcas atrativas. E usado na
analise de materiais poliméricos, semicondutores e biolégicos;

Modo intermitente: varia entre 0 modo com e sem contato, tendo dessa
forma as forgas atrativas e repulsivas. A sonda se move em grande
amplitude de oscilagéo, e é indicado para analisar polimeros hidrofilicos

e materiais bioldgicos.
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Figura 30 - Modos de operagao da AFM.

Modo contato Modo ndo-contato Modo intermitente

Fonte: Autoria propria (2024).

A interacédo ponta-superficie permite obter caracteristicas dos materiais,
como, por exemplo, médulo de elasticidade e energia de adesao, por meio das
teorias de contato citadas. No caso da deflexao do cantiléver durante a interagao
da sonda com a amostra, esta € medida pela lei de Hooke: F = -k.x, sendo x a
deflexdo do cantiléver e k a constante da mola (Zhou; Du, 2022).

Vale destacar também, a aplicaggo da AFM para auxiliar no
desenvolvimento de ferramentas de biodetecgao, como os biossensores. Sob
esta perspectiva, um pesquisador propds usar a AFM pelo modo de contato
intermitente e contato para estudar a dinamica molecular no processo de
biorreconhecimento do HPV 16 com base em teorias mecanicas (Lin et al.,
2016). Outra pesquisa de Jaapar et al., (2023), fez uso da AFM objetivando
caracterizar a modificagdo DNA-AuNPs e descrever a morfologia das AuNPs.
Assim, fica claro a aplicacdo e alto potencial da AFM no desenvolvimento de

biodispositivos clinicos (Millan et al., 2023).
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Desenvolvimento de genossensor eletroquimico, baseado em filmes de
polimero condutor e nanoparticulas de ouro funcionalizadas com
dendrimero PAMAM-G5 para detecgéo e identificacdo de gendtipos de
HPV.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Revestir eletrodos de superficie de ouro com o PPy através da VC;
Sintetizar AUNPs pela técnica da redug¢ao do borohidreto e revesti-las com
o dendrimero PAMAM-G5;

Avaliacado fisico-quimica dos parametros relacionados as etapas de
modificagao da superficie do eletrodo metalico;

Caracterizacao da interacao do sistema PPy-AuNPs+PAMAM-G5-MY09-
BSA frente aos plasmideos recombinantes contendo o gene L1 de
diferentes tipos de HPV (HPV 6, 16, 18, 31 e 33), através das técnicas
EIS e VC;

Avaliacao tedrica do elemento de fase constante (CPE) e da resisténcia a
transferéncia de carga (Rct) através de circuitos equivalentes e
determinacao das correntes de pico anddicos (lpa) e catédicos (lpc) dos
voltamogramas ciclicos;

Caracterizacao da interagédo do sistema PPy-AuNPs+PAMAM-G5-MY09-
BSA frente a DNA complementar (cDNA) de amostras de paciente
infectado com HPV (HPV 6, 18 e 31), através das técnicas de EIS e VC;
Caracterizar as nanoparticulas funcionalizadas pelas técnicas opticas de
FTIR e espectroscopia UV-vis;

Analise morfologica e estrutural da superficie dos eletrodos metalicos pela
técnica de AFM.
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4 MATERIAIS E METODOS

41 MATERIAIS

Dendrimero PAMAM de 52 geragéo, glutaraldeido (CsHsO2), pirrol (98 %),
albumina de soro bovino (BSA), acido cloridrico (37 %), boro-hidreto de sédio
(NaBH4) e acido tetracloroaurico (HAuCls) (249,0%), foram obtidos da
Sigma AldrichCo. (St Louis, EUA). Ferricianeto de potassio (Ks[Fe(CN)s]),
ferrocianeto de potassio (Ka[Fe(CN)g]), fosfato de sédio monobasico (NaH2POa4),
fosfato de sddio dibasico (Na2HPOas), peroxido de hidrogénio (H202) foram
adquiridos da VETEC (Brasil). Agua ultrapura foi utilizada em todos os
experimentos, obtida por um sistema MilliQ. Todos os produtos quimicos e

solventes de grau analitico.

4.2 SONDA DE OLIGONUCLEOTIDIO E AMOSTRAS BIOLOGICAS

Para os ensaios de biodeteccdo se utilizou uma sonda de DNA
funcionalizada com grupos amino terminais, que sera testada frente a
plasmideos recombinantes e amostras de cDNA de pacientes infectados pelo
HPV. A sonda MY09 é um oligonucleotideo degenerado que possui a seguinte
sequéncia: 5-CGT CCM ARR GGA WAC TGA TC -3’ e foi adquirida pela
Invitrogen Co. (Carlsbad, CA, EUA).

Se tratando dos plasmideos recombinantes, estes foram adquiridos por
subclonagem da sequéncia do gene L1 de diferentes tipos de HPV (HPV 6, 11,
16, 18, 33, 45, 51, 53, 58, 61, 62, 66, 72, 81 e 84). O sequenciamento dos
plasmideos recombinantes foi feito usando primers complementares para
confirmar a subclonagem do gene L1 de papilomavirus.

Com relagao as amostras clinicas s6 se realizaram a coleta das mesmas
apos consentimento dos pacientes e com a aprovagao do comité de ética local
(processo n° CAAE 23698513.0.0000.5190). Amostras de cDNA foram obtidas
por meio da transcrigdo reversa de segmentos de RNA total pelo método trizol,
subsequentemente foi feita a sintese de cDNA a partir do RNA mensageiro. As

amostras clinicas foram submetidas a técnicas de PCR para detectar a presenca
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do HPV, e o produto da PCR foi sequenciado para identificar o genétipo de HPV.
Foram feitas diluicdes de todas as amostras bioldégicas com solugao salina de

tampéo fosfato (PBS) a 10 mM, pH 7,4 e mantidas congeladas.

4.3 SINTESE DE NANOPARTICULA DE OURO REVESTIDA POR PAMAM
(AUNPs+PAMAM)

Seguiu-se o protocolo de Razzino et al., 2020, adotando alguns ajustes.
O PAMAM-G5 10 uM em aproximadamente 6 mL de agua deionizada, foi levada
ao banho ultrassénico a 40KHz por cerca de 2 minutos. Posteriormente, retirou-
se 5 mL desta solucéo e adicionou em 2,2 mL de HAuCl4 2mM, esta foi levada
ao agitador magnético por 30 minutos, obtendo coloragdo amarela. Por fim,
adicionou NaBH4 1.5 M, observando mudanca imediata para preto, ficando sob
agitacao pelo periodo de 1 hora e 30 minutos, obtendo coloragdo rosa. As
AuNPs+PAMAM-G5 foram estocadas a 4 °C até sua utilizacdo. As amostras

foram caracterizadas por FTIR e UV-vis.

4.4 MEDICOES DE ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO COM
TRANSFORMADA DE FOURIER (FTIR)

Para a analise foi utilizado um espectrdbmetro FTIR Agilent Cary 630
(Agilent Technologies, Rowville, Australia) tendo a refletancia total atenuada por
diamante (ATR). O espectro de transmitancia se obtém na faixa de 650 cm™' a
4000 cm™" com resolugédo de 2 cm™. O grau de umidade relativa em 50% e

temperatura de 21 °C.

45 MEDICOES DE ESPECTROSCOPIA NO ULTRAVIOLETA VISIVEL (UV-

vis)

A caracterizagdo da sintese de AuNPs+PAMAM-G5 foi realizada pelo
método de UV-vis por varredura das amostras na faixa de 200 a 600 nm com o
espectrofotdmetro Kasvi. Utilizou-se cubetas de quartzo com caminho éptico de

1,0 cm e a solugdo de agua destilada foi padronizada como o branco.
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46 MONTAGEM DO SISTEMA SENSOR NANOESTRUTURADO

Como substrato para montagem do sistema sensor foi utilizado um
eletrodo de trabalho com superficie de ouro (¢ = 2 mm). Este passou por um
processo de limpeza com Al203 (0,5 uM) e agua deionizada em banho
ultrassénico por 1 minuto, sendo submetido a ciclagem via VC e EIS até ser
obtido um voltamograma e impedancia padrao para o eletrodo limpo. A primeira
etapa de modificagcédo do eletrodo de trabalho de ouro, para melhor sinal analitico,
foi a eletropolimerizacdo do PPY usando o monémero pirrol (30 mM). VC foi
aplicada para realizar dois ciclos de polimerizagao, em potencial entre — 0,398 a
+ 1.0 V com velocidade de varredura de 100 mV.s™.

Em seguida, dando inicio a formagao de monocamadas automontadas, o
eletrodo foi recoberto com 2 uL da AuNPs+PAMAM-G5 até completa adsorgao.
A AuNPs+PAMAM-G5 possui em sua extremidade numerosos grupos amino que
permitem a imobilizacdo da sonda de DNA. Para isso, GA 2% foi gotejado na
superficie do eletrodo durante 5 minutos. s. Em seguida, a sonda MY09 (500 pM)
foi imobilizada na plataforma pelo método drop-coating. 2 uL da solugdao de MY09
foi adicionado ao eletrodo modificado com PPy-AuNPs-PAMAM-G5, e depois
incubado por 30 minutos. O Ga € um agente de reticulagdo bifuncional, usado
para formar bases de Shiff entre os grupos amino AuNPs-PAMAM-G5 e a sonda
de DNA aminada. BSA 1% foi adicionado para bloquear sitios ndo especificos
de ligacédo ao HPV. O sistema sensor foi testado frente a genétipos de HPV (tipos
6, 16, 18, 31 e 33). As amostras de gendtipos de HPV foram submetidas a
aquecimento durante 1 minuto em temperatura a 90 °C, e em seguida adicionou-
se 2 uL no eletrodo por 5 minutos com posterior leituras de VC e EIE. Amostras
de cDNA (tipos 6, 18 e 31) também foram adsorvidas no sensor por 5 minutos
para posterior leitura das medidas de impedancia e voltametria.

Conforme citado acima, a Fig. 31 exemplifica as etapas para obtengao da

plataforma sensora.
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Figura 31 - Esquema de construgcdo do genossensor (PPy-AuNPs+PAMAM-G5-BSA) para
identificar diferentes amostras de DNA alvo de HPV. a) Adsor¢do de AuNPs+PAMAM-G5 com
grupos -NHz2 na superficie do ouro. b) Imobilizagdo de sonda oligonucleotidica (MY09)
degenerada com grupos -NH:2 por Glutaraldeido. c¢) hibridizagao do HPV alvo.

S
ﬁ >
W B 1

Sonda DNA aminada
Imobilizacao via
glutaraldeido

PPy

R i AuNPs+PAMAM (5G)
Eletropolimerizacao

~NH2
o NHZ
NH2
NH2
o NHZ
NHZ
NH2Z

-
® e -NH2
NHZ

2000

-Z* (Ohm)

500
: HPV L1 gene Analise o0
5 Hibridizagdo £ £°a = eletroguimica &

H E z E:
—0 >=o }:o >=o s

[e]
e
(o]

2000 4000
Z' (Ohm)

Fonte: Autoria prépria (2024).

4.7 INSTRUMENTACAO

Para realizar as analises eletroquimicas  utilizou-se  um
potenciostato/galvanostato (Ecochemie, Paises Baixos) interfaceado com o
software NOVA 1.11. Uma célula eletroquimica composta por trés eletrodos (Fig.
20) foi usada, sendo estes um eletrodo de referéncia Ag/AgCl, eletrodo de platina
e eletrodo de trabalho com disco de ouro de 3 mm de didmetro. A sonda redox
foi uma solugdo de 20 mL de 10 mM Ks[Fe(CN)s]/Ks[Fe(CN)s] (1:1), a qual,
preparou-se com 10 mM de tampao fosfato (PBS) pH 7.

As analises impedimétricas ocorreram na frequéncia entre 100 mHz e 100
kHz e potencial de 20 mV. Ja leituras voltamétricas foram feitas no potencial
entre -0.2 a +0.7 V e taxa de varredura de 50 mV.s™'. Os diagramas de Nyquist
e voltamogramas foram analisados por meio do software Origin Pro 9 (Fig. 32)
(Origin Lab, EUA).
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Figura 32 - Exemplificacdo dos equipamentos utilizados na analise dos biossensores, a) gaiola
de Faraday, b) célula eletroquimica contendo os trés eletrodos (eletrodo de referéncia, contra-
eletrodo e eletro de trabalho), c)potenciostato/galvanostato e d) sistema de amplificagcéo de
sinal e processamento.
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Fonte: Autoria propria (2024).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZAGAO TOPOGRAFICA DA PLATAFORMA
GENOSSENSORA

As caracteristicas topograficas de cada etapa de construgdo do
genossensor foram analisadas por AFM, bem como as mudancgas na superficie
depois do processo de hibridagdo entre o primer degenerado MY09 e amostras
de HPV (Fig. 33 a-e). Para fins de rugosidade foi avaliada os parametros de

rugosidade média (Ra) e rugosidade quadratica (Rms).

Figura 33 - Anadlise topografica da plataforma genossensora PPy-AuNPs+PAMAM-G5-MY09-
BSA e de amostra positiva de HPV 18.
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Fonte: Autoria prépria (2024).

Na Fig. 33a, é visto a superficie do ouro limpo que possui aspecto de
terracos atomicamente lisos com altura maxima de 0.45 um (Ra = 38.08 nm e
Rms = 67.24 nm). Apds a adsorgao de moléculas € possivel analisar mudangas
expressivas na morfologia da superficie, com aumento da altura média para 0.52
um e valores de rugosidade de Ra = 41.50 nm e Rms = 56.05 nm (Nuic et al.,

2023). O filme de PPy, revelou morfologia granular e semelhante a couve-flor, o
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qual, é o esperado para fiimes PPy elaborado pela técnica de
eletropolimerizagdo, que contribui na formacdo de eletrdlitos e maior
condutividade elétrica (Masumi; Mahdavi; Etminanfar, 2023) (Fig. 33b).

A AuNPs+PAMAM-G5 (Fig. 33c) foi bem adsorvida na superficie do
eletrodo de ouro. Na matriz do dendrimero ¢é visualizado ranhuras e cupulas, as
quais, sao caracteristicas da sua superficie com valores de rugosidade de Ra =
44.11 nm, Rms = 57.79 nm e altura de 0.75 um. O valor sugere achatamento das
moléculas do dendrimero na superficie do genossensor. Isso se da devido ao
agrupamento dos grupos funcionais que assumem um formato globular. Esta
conformacao ¢ ideal para biossensores, pois auxilia na eficiéncia de imobilizacéao
dos biorreceptores. Tais resultados estdo condizentes com estudos anteriores
(Chakkarapani; Arumugam; Brandl, 2024; Satija; Karunakaran; Mukherji, 2014).

O BSA foi utilizado para bloquear sitios ndo especificos de interagao do
HPV. Apés a imobilizagdo da sonda de reconhecimento, a microscopia mostrou
que o genossensor MY09 (Fig. 33d) apresenta um perfil distinto com maior
rugosidade em sua superficie tendo valores de Ra =47.76 nm, Rms = 67.24 nm
e altura de 0.88 um. Para o sistema positivo (Fig. 33e) com amostra de paciente
infectado com HPV 18 de alto risco, € observado distribuicdo uniforme da
amostra na superficie. A rugosidade passou para Ra = 57.36 nm e Rms = 73,87
nm com altura de 1.24 um, estes achados caracterizam a hibridizagao e estéo
conforme outros estudos (Avelino et al., 2020; Lin et al., 2016). Dessa forma, a
analise topografica revela a capacidade do biossensor em identificar amostras
de HPV.

5.2 CARACTERIZACAO POR FTIR
Para confirmar a presenca do PPy e AuNPs+PAMAM-G5 as amostras

foram caracterizadas por FTIR (Fig. 34), aonde foi possivel identificar as

principais bandas de energia de grupos funcionais.
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Figura 34 - Espectro de FTIR do PPy e PPy-AuNPs+PAMAM-G5.
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As bandas entre 1555 e 1494 cm™' s3o as vibragdes caracteristicas de
alongamento do anel de polipirrol (Fu; Manthiram, 2012), C = N vibragdes de
alongamento (1394 cm') (Pasha et al., 2022), = C-H vibragdes do plano (1221
cm™) e vibragdo de flexdo do anel aromatico (950 e 795 cm') (Turkevich;
Stevenson; Hillier, 1951).

O espectro do PPy-AuNPs+PAMAM-G5 é semelhante ao do polipirrol,
demonstrando que as particulas do PPy se aderiram com as de
AuNPs+PAMAM(G5). Em adicao, é possivel identificar algumas bandas em 1540
cm-1 correspondente a amida secundaria, 1394 cm™ e 1284 cm™! é dado aos
grupos carboxilatos das terminagcdes do PAMAM e 880 cm™' é da ligagdo C — H
(Farzin et al., 2020; Wang; Dai, 2015; Zhou; Du, 2022).

5.3 CARACTERIZACAO DAS AUNPS+PAMAM-G5 POR MEIO DA UV-vis
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AuNPs revelam fortes espectros de absorgao na faixa visivel, devido a
oscilagcbes de elétrons livres na superficie da particula, este fenbmeno é
denominado por SPR (Shamaila et al., 2016). Resumidamente, ocorre uma
interagdo entre matéria e luz, a luz, uma onda eletromagnética consegue
“excitar” os elétrons na banda de valéncia do metal e gerar um movimento de
elétrons na camada de valéncia. Este fenbmeno permite identificar e caracterizar
solucdes de AuNPs por meio da técnica de espectroscopia no UV-vis. Assim, é
possivel identificar a estrutura e as propriedades 6pticas das NPs, a partir, das
bandas de absorcgao.

A AuNPs reduzida por NaHB4 tem cor caracteristica vermelha, apresentou
pico SPR em aproximadamente 520 nm (Fig. 35). Segundo a literatura, picos
nesta faixa s&o caracteristicas de AuNPs com didmetro de cerca de 15 nm. O
pico é diretamente proporcional ao diametro das NPs (SHAMAILA et al., 2016).
A AuNPs+PAMAM-G5 apresentou uma banda na faixa de 280 nm, caracteristico
do PAMAM-G5, mantendo a banda de 520 nm caracteristica da AuNPs (Jin et
al., 2019).

Figura 35 - Espectroscopia de absor¢cao UV-visivel da AuNPs redugéo pelo borohidreto de
sédio e AuNPs+PAMAM-G5.
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Fonte: Autoria prépria (2024).
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54 CARACTERIZACAO DO PPY POLIMERIZADO
ELETROQUIMICAMENTE

A obtencdo do polimero de polipirrol (PPy) se deu pelo processo de
eletropolimerizagao, na superficie do disco de ouro do eletrodo de trabalho, por
meio da técnica de voltametria ciclica. Na parte inicial do estagio de deposi¢ao
€ possivel observar de forma predominante a algca de nucleagdo com
crescimento reprodutivel no estagio seguinte. O pico anodico obtido foi em torno
de 1V, demonstrando a obtencao do filme de PPy apds oxidacao das espécies
poliméricas. Para isso, se realizou 2 ciclos de VC (Fig. 36), podendo ser
observado a maximizacdo da corrente. A reducdo do lpa apds os ciclos
voltamétricos ocorre pelo aprisionamento de produtos de oxidacdo, consumo de
mondmeros de pirrol e a degradacdo oxidativa (superoxidagao) do filme

polimérico (Avelino et al., 2022).

Figura 36 - Eletropolimerizagcao do PPy por voltametria ciclica.
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5.5 CARACTERIZACAO ELETROQUIMICA DA PLATAFORMA SENSORA
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Para a caracterizagao eletroquimica do biossensor, foram utilizadas
técnicas de VC e EIE em um sistema com a sonda redox ferro-ferricianeto de
potassio ([Fe(CN)e]*7#"), permitindo excelente troca eletrolitica do meio. A Fig.
37a apresenta os voltamogramas ciclicos de cada etapa de montagem do sensor
e a voltametria foi estudada por meio dos dados de corrente de pico anddico
(Ipa).

Na Fig.37b é possivel observar o circuito de Randles que foi utilizado para
avaliar a resposta impedimétrica, sendo este composto pelo Rct, CPE, Zw, N e
Rs. O Rcr se relaciona com o processo faradaico de transferéncia de carga entre
as especies da sonda redox, e na Fig. 37b, corresponde ao diametro do
semicirculo formado, podendo ser aplicado para determinar as interagdes entre

a superficie do eletrodo de trabalho e a solucéo eletrolitica.

Figura 37 - Voltamograma ciclico (a) e diagramas de Nyquist (b) da montagem da plataforma
sensora PPy-AuNps+PAMAM-G5-MY09-BSA. Os experimentos foram feitos utilizando 10 mM
K4[Fe(CN)s]/Ks[Fe(CN)s] em PBS (10 mM, pH 7,4).
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Fonte: Autoria propria (2024).

A primeira etapa para construgao da plataforma é a limpeza do eletrodo
de trabalho, que teve resposta elétrica média de 55.73 yA e Rcrt 0.08 kQ.
Seguidamente, realizou-se 0 aumento da condutividade da superficie do eletrodo
pelo processo de eletropolimerizagdo com PPy via voltametria ciclica, tendo um
aumento da Ipa com alta densidade de corrente e resposta amperométrica
significativa lpa= 73.59 £ 4.56 yA, em consequéncia o PPy revelou baixa
resisténcia a transferéncia de carga (Rct= 0.07 £ 0.02 kQ) devido a sua

caracteristica condutora (Jain; Jadon; Pawaiya, 2017).



71

A superficie do eletrodo apds eletropolimerizagado foi adsorvida com
AuNPs+PAMAM-G5 visando o aumento da area de adsorgédo e amplificacéo do
sinal de resposta; observou-se uma diminuicdo do lpa (lpa= 83.79 £1.92 YA) e
aumento do Rcr=0.15 £ 0.02 kQ, devido a interferéncia dos AUNPs no processo
de dopagem/desdopagem de anions do PPy (Chen et al., 2007). Em seguida,
para promover a ligagcao de elementos de biorreconhecimento na superficie de
trabalho, utilizou-se o reagente bioconjugante GA para o ancoramento de sondas
oligonucleotidicas.

O GA se liga covalentemente ao dendrimero PAMAM-G5 gracgas a sua
propriedade de reticulacédo, por meio dos grupos carbonila e grupos amino livres
da AuNPs+PAMAM-G5 (BAHADIR; SEZGINTURK, 2016). Esta interagéo resulta
numa diminuigdo de correntes de pico (lpa = 65.12 + 8.11 pA) e aumento da
resistividade eletroquimica (Rct = 0.18 £ 0.01 kQ). Construindo assim um
ambiente adequado no eletrodo de trabalho para imobilizagdo da sonda
degenerada MYQ09, usada na rotina diagndstica para detectar a presenga ou
auséncia do HPV (Senapati et al., 2017).

Com a imobilizagcdo da sonda ocorreu uma diminuicdo da corrente
amperométrica (lpa = 41.09 £ 5.36 pA) e aumento do (Rct = 0.69 + 0.04)
indicando o processo de hibridizacdo. A adicdo de BSA 1% no eletrodo de
trabalho bloqueou os sitios ativos nao especificos para o HPV com diminuicéo
da corrente amperométrica (lpa = 46.89 + 7.51) e aumento da transferéncia de
carga (Rct = 1.58 £ 0.17). A Tab. 3 descreve os valores apresentados pelos

elementos do circuito de Randles para cada etapa de modificacao do eletrodo.

Tabela 3 - Valores dos elementos do circuito equivalente obtidos a partir do ajuste dos
resultados de impedancia da plataforma biossensora.

Eletrodo modificado ((:MPFE N (ig) Fns) (pfﬂvxo)
Eletrodo limpo 728.33+7.50 0.459+0 0.08 £ 0.004 0.33 £ 0.0005 299 +6.92
PPy 0.71+£0.31 1.05 £ 0.07 0.07 £0.02 0.26 + 0.04 2090 + 242.48
AuNPs-PAMAM (G5) 1683.33 + 80.82 0.60 £ 0.002 0.15 £ 0.02 398+5.19 317 £51.96
PrimerMY09 10.34 £+ 6.61 0,35+0.04 0.69 £ 0.04 111.8+£71.90 1623.33 £ 66.58
BSA 4.88+1.59 0.46 £0.14 1.58+0.17 537.33+183.14 1440 £ 217.94

Fonte: Autoria propria (2024).
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5.6 DESEMPENHO ANALITICO DA PLATAFORMA SENSORA FRENTE A
SUBTIPOS DE HPV

Para o ensaio de hibridizacdo se utilizou o gene L1 de diferentes
gendtipos de HPV de baixo risco (6) e de alto risco (16, 18, 31 e 33) nas
concentragdes de 1, 10, 25, 50, 75 e 100 pg.uL' com o tempo de incubagéo de
5 minutos. A utilizagdo dos plasmideos recombinantes € recomendada para
testes por especialistas, por conter o genoma completo do HPV em um contexto

de DNA genémico humano (Thapa; Unger; Querec, 2023).
5.6.1 Analise dos dados voltamétricos frente a genétipos de HPV

A resposta voltamétrica dos plasmideos apds interagdo com o biossensor
apresentou diminuicdo expressiva dos picos anddicos e catddicos, com
proporcionalidade ao aumento das concentragdes das amostras (Fig. 38 a-e).
Todas as leituras foram feitas em triplicata.

A reducao dos picos anoddicos e catodicos ocorre porque a imobilizagao
com oligonucleotidios sintéticos diminui o transporte interfacial geral de elétrons,
devido ao comportamento isolante demonstrado pelas moléculas de DNA
(Avelino et al., 2022a). Com os parametros obtidos das respostas voltamétricas
dos subtipos de HPV, o grau de reconhecimento do biossensor pode ser avaliado
por meio da porcentagem de desvio relativo da variagao de corrente anddica (Al)
(Silva Junior, 2021).

a1 %) = (B0 100 £q. 6

Ib

Na Eq. 6, la e Ib, corresponde respectivamente a corrente de pico anddica
antes e apos o processo de hibridizacdo. O la do biossensor corresponde a 46,98
uA, e a Tab. 4 dispbe dos valores de Al (%) da plataforma genossensora apos
interacao com diferentes concentracbes e gendtipos de HPV. Os resultados
demonstraram um aumento nos valores de Al (%) a medida que a concentragéo

das amostras aumenta. Todas as leituras foram feitas em triplicata.
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Figura 38 - Voltamogramas ciclicos de plasmideos recombinantes contendo o gene L1:
genotipos de baixo risco HPV 6 (a) e de alto risco 16 (b), 18 (c), 31 (d) e 33 (e) (1, 10, 25, 50,
75 e 100 pg.uL™).
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Fonte: Autoria prépria (2024).
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Tabela 4 - Variagédo da corrente anddica (lpa) dos resultados dos voltamogramas derivados da
hibridizagdo com o gene L1 do HPV inserido em plasmideos recombinantes.

Concentragao Ipa (MA) Al (%)
analitica
PPy-AuNPs+PAMAM-G5- - 46,98 -
MY09-BSA
HPV de baixo-risco
(plasmideo recombinante)
Biossensor-HPV6 1 45.95+0.14 2.04+£0.31
Biossensor-HPV6 10 41.30+£1.02 13.53+2.73
Biossensor-HPV6 25 35.8+1.93 30.97 £6.56
Biossensor-HPV6 50 3498 +1.11 34.09+4.25
Biossensor-HPV6 75 28.7+2.94 63.37 + 14.65
Biossensor-HPV6 100 28.2 +1.06 66.27 + 5.93
HPV de alto-risco
(plasmideo recombinante)
Biossensor-HPV 16 1 24.67 +£0.32 90.08 £ 2.50
Biossensor-HPV16 10 20.15+0.35 132.74 £ 4.08
Biossensor-HPV 16 25 17.1+0.28 174.24 £ 4.53
Biossensor- HPV16 50 15.15 + 1.06 210.26 £ 21.72
Biossensor- HPV16 75 11.9+0.14 294.22 + 4.68
Biossensor-HPV 16 100 10.6 £ 0.14 342.39 £ 5.90
Biossensor-HPV18 1 12.35+2.17 285.67 + 68.01
Biossensor-HPV18 10 9.11+215 429.24 + 125.22
Biossensor-HPV18 25 8.03 £ 0.01 483.93 £ 1.02
Biossensor- HPV18 50 8.39+0.37 459.10 £ 24.95
Biossensor-HPV18 75 7.75+1.00 510.15 £ 79.05
Biossensor-HPV18 100 6.06 + 0.63 678.05 + 81.70
Biossensor-HPV33 1 24.34 +0.36 92.66 + 2.91
Biossensor-HPV33 10 23.32+1.85 101.70 £ 16.02
Biossensor-HPV33 25 2494 +£1.08 88.15+8.16
Biossensor-HPV33 50 22.09+0.74 112.33+7.13
Biossensor-HPV33 75 20.66 + 0.74 127.10 £ 8.23
Biossensor-HPV33 100 19.31 £0.09 142.76 £ 1.15
Biossensor-HPV31 1 31.95+0.55 46.78 £ 2.53
Biossensor-HPV31 10 28.11+1.36 66.97 +£8.10
Biossensor-HPV31 25 24.94 +1.08 88.15+8.16
Biossensor-HPV31 50 15.51+0.24 202.26 + 4.82
Biossensor-HPV31 75 10.21+£0.29 359.45 + 13.36
Biossensor-HPV31 100 4.71+£0.06 894.57 + 13.42

Fonte: Autoria prépria (2024).

5.6.2 Analise dos dados impedimétricos frente a genétipos de HPV
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Os dados impedimétricos da detec¢ao dos plasmideos recombinantes

esta disposto na Fig. 39 a-e.

Figura 39 - Espectros de impedéancia de plasmideos recombinantes contendo o gene L1:
genotipos de baixo risco HPV 6 (a) e de alto risco 16 (b), 18 (c), 31 (d) e 33 (e) (1, 10, 25, 50,
75 e 100 pg.uL™"). Todas as leituras foram feitas em triplicata.

a) b)

HPV 18
HPV & 3000 4 i
alto risco
30004 paixo risco
2000 ] 2000+
g =
~ N . .,
1000 4
1000 4
- ______ i oy W ot ’4’ J’ _.:—':"‘ﬂ' g
“’?;3“:&’ o S
[i} . . T s 0 y Y y y
0 2000 4000 6000 8000 0 2000 4000 6000 8000
Z'n Zia
HPV 18 )
30004 alto risco 3000 - HPV 31
alto risco
2000+
g
iy
1000 4
0 1
8000
HPV 33 9)
. Biosensor-HPV 30004 altorisco
@® 1pguL A
-1 i
10 pg.uL — 2000
1 g
25 pg.ul” f:l
1 g )t
'.' 50 pg.uL -
A1
75 pg.uL 0k
1 0 2000 4000 5000 8000
100 pg.uL Z' )

Fonte: Autoria prépria (2024).
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E possivel observar que o biossensor obteve um aumento gradual no Rcr
a medida que a concentracdo de amostras de plasmideo aumentava. As
alteracbes mais relevantes nos valores dos componentes do circuito apos
interagdo com as amostras estéo ligadas ao CPE e ao Rct. O CPE correlaciona
variagdes na area ativa do sensor, como a espessura da dupla camada elétrica
(EDL). O Rcr fornece informagdes sobre as alteragdes que ocorrem na superficie
do sensor e a interagdo analito-alvo, ou seja, deteccdo quantitativa do
papilomavirus (Cordoba-Torres; Mesquita; Nogueira, 2015; Silva Junior, 2021).

Os resultados deixam claro a capacidade da plataforma em detectar
diferentes genodtipos de HPV, aumentando os valores do Rcr, devido a
ancoragem dos oligonucleotidios na superficie de detecgéo, resultando na
efetiva hibridizacdo. Em contraste, o CPE diminui até certo ponto devido a
reducao de locais de sonda livres na area superficial efetiva do eletrodo (Saxena;
Srivastava, 2019).

A Tab. 5 dispdéem dos valores dos elementos do circuito equivalente de
Randles, extraidos a partir dos dados impedimétricos. Foram realizadas duas
réplicas para cada condi¢cdo experimental e os valores sdo descritos como os
valores médios * o desvio padréo.

Com base nos dados obtidos a partir do ajuste do circuito equivalente de
Randles, calculou-se os valores de ARct (%) da resposta do genossensor frente
a plasmideos recombinantes para posterior constru¢cdo de uma curva de

calibracao. Esta relacao foi calculada pela Eq. 7.

ARGT (%) - Rct (Genossensor—HPV —Rct (Genossensor) % 100 Eq 7

Rct (Genossensor)

O Rct (Genossensor) consiste no valor de leitura da plataforma sensora, ou seja,
PPy-AuNPs+PAMAM-G5-MY09-BSA, enquanto o Rcr (Genossensor-HPV)
corresponde aos valores de leituras do circuito das amostras de plasmideo
recombinante (Fig. 40).

As curvas de calibragédo foram construidas a partir do ajuste linear do erro
do x, exibindo correlagao linear com os valores logaritmicos das concentragdes

de plasmideo recombinante contendo o gene L1 de baixo risco HPV 6 e de alto
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risco 16, 18, 31 e 33 (1 a 100 pg.uL"). O coeficiente de correlagéo (R?), desvio

padrao (DP) e probabilidade de significancia (P) sdo mostrados na Fig. 40 a-e.

Tabela 5 - Valores dos elementos do circuito equivalente obtidos a partir do ajuste dos
resultados de impedancia dos plasmideos recombinantes de baixo risco HPV 6 e de alto risco

16, 18,33 e 31.
Concentragao CPE (uMho) Rs Rer
de amostra (kQ) (kQ)
(pg-HL™)
HPV de baixo-risco
(plasmideo recombinante)

Biossensor-HPV6 1 324+4.10 0.51+0.28 2.47 £ 0.02

Biossensor-HPV6 10 422 +4.24 0.51 £0.08 3.61+0.55

Biossensor-HPV6 25 54.95 +1.90 0.51+£0.35 4.72+0.19

Biossensor-HPV6 50 50.75 + 12.23 0.52 +£0.28 6+0.26

Biossensor-HPV6 75 61 +8.90 0.34+0.16 8.40 £ 0.45

Biossensor-HPV6 100 57.15+2.05 0.65+0.13 10.12+1.27
HPV de alto-risco

(plasmideo recombinante)

Biossensor-HPV16 1 27.6+0.14 0.70 £ 0.08 2.66 +£0.35
Biossensor-HPV16 10 30.45 +£4.87 0.68+0 3.55+0.15
Biossensor-HPV16 25 35+0.70 0.68 + 0.01 4.43+0.11
Biossensor- HPV16 50 35+8.48 0.61+0.10 5.46 +0.19
Biossensor- HPV16 75 29.45 + 2.61 0.71 £ 0.01 6.18 £ 0.25
Biossensor-HPV16 100 26.95+0.77 0710 7.03 £ 0.04
Biossensor-HPV18 1 36.95 + 35.0 0.57 £0.15 2.77 £ 0.41
Biossensor-HPV18 10 40.33 £53.12 0.70 £ 0.07 4.41+0.55
Biossensor-HPV18 25 9.82 £0.39 0.87 £0.09 6.54 + 0.56
Biossensor- HPV18 50 24.30 £ 1.83 0.85+0.05 7.43 +£0.21
Biossensor-HPV18 75 60.95 + 24.11 0.92 +£0.21 8.69 £ 0.62
Biossensor-HPV18 100 78.05 £ 2.05 1.10+£0.002 10.35+0.21
Biossensor-HPV33 1 48.45 +7.56 0.48 +£0.02 2.13+0.10
Biossensor-HPV33 10 51.0 + 10.04 0.38+0.03 2.93+0.15
Biossensor-HPV33 25 56.45 + 0.21 0.25+0.17 410+0.14
Biossensor-HPV33 50 61.5+4.94 0.16 £ 0.04 5.15+0.09
Biossensor-HPV33 75 58.05 + 10.39 0.28 £0.003  6.31+0.54
Biossensor-HPV33 100 62.85 +0.63 0.28 + 0.06 8.54 + 0.53
Biossensor-HPV31 1 55.5 +15.98 0.32 £0.07 1.86 + 0.01
Biossensor-HPV31 10 32.05+5.86 0.15+0.10 2.58 +0.20
Biossensor-HPV31 25 25+1.83 0.103+0.07 4.33+0.24
Biossensor-HPV31 50 34.65 +4.31 0110 5.53+0.18
Biossensor-HPV31 75 50.4 £ 8.76 0.278+0.06 7.68 +£0.05
Biossensor-HPV31 100 55 +5.23 0.35+0.01 9.95+0.07

Fonte: Autoria prépria (2024).
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Grafico — 40: Curvas de calibracao, coeficiente de correlagcéo (R?), desvio padréo (DP) e
probabilidade de significancia (P) dos plasmideos recombinantes de baixo risco HPV 6 (a) e de
alto risco HPV 16 (b), 18 (c), 31 (d) e 33 (e).
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Fonte: Autoria prépria (2024).

O limite de quantificacdo (LQ) e detecgdo (LOD) foram calculados
respectivamente pelas formulas, 100.s" e 3,30.s"', aonde o é o desvio padréo
do intercept e s € o slope, grau de inclinagdo da curva. O limite de detecgéo &
considerado o menor valor de concentragdo do analito, a qual, podera ser
detectado, mas nao necessariamente quantificado. Ja o limite de quantificagcao
€ a menor concentracdo do analito, que podera ser medida, ou seja, quantificada
em niveis aceitaveis de precisao e exatidao (Forti; Alcaide, 2011).

As curvas de calibragcdo resultaram nos seguintes valores: HPV 6, y=
58.54 + 5.415.43 (pg.uL") com LOD de 0.04 e LQ de 0.12; HPV 16, y= 68.35 +
410.44 (pg.uL") com LOD de 0.23 e LQ de 0.72; HPV 18, y=75.31 + 3996 (pg.uL-
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") com LOD de 0.42 e LQ de 1.29; HPV 31, y=17.72 + 80156 (pg.uL™") com LOD
de 1.38 e LQ de 4.18 e HPV 33, y=35.12 + 8.946 (pg.uL') com LOD de 0.44 e
LQ de 1.35 (Tab. 6). Esses dados s&o consistentes com excelente desempenho
analitico quando comparados aos previamente descritos na literatura. Ao nivel
de comparacédo, a Tab. 7 dispde de trabalhos voltados a construcdo de

biossensores para o diagnostico de HPV.

Tabela 6 — Valores de LOD e LQ obtidos do genossensor PPy-AuNPs+PAMAM-MY09-BSA.

Plasmideo recombinante LOD (pg.uL™) LQ (pg.uL™)
contendo o gene L1

HPV de baixo risco

6 0.04 0.12
HPV de alto risco

16 0.23 0.72

18 0.42 1.29

31 1.38 4.18

33 0.44 1.35

Fonte: autoria prépria (2024).

Tabela 7 - Desempenho analitico de biossensores para detecgéo de HPV comparado ao
genossensor PPy-AuNPs+PAMAM-MY09-BSA.

Plataforma Molécula Técnica Tempo de Limite de Referencias
alvo analitica detecgado deteccao

PPy- HPV6 CVeEIS 5 min 0.04 pg/uL’ Este trabalho
AuNPs+PAMAM HPV16 0.23 pg/pL™’
-Probemyoe-BSA HPV18 0.42 pg/pL™’

HPV31 1.38 pg/uL™

HPV33 0.44 pg/uL™’
Superficie de HPV11 CVeEIS 15 min 2.74 pg/uL-! (Avelino et al.,
ouro/AuNp/PANI HPV16 7.43 pg/uL™’ 2020)
—sonda
ITO/PPy/AuNp/ HPV16 CVeEIS 15 min 57.14 fM (AVELINO et
Cys/ HPV31 al., 2022a)
ProbeBSH16/BS HPV33
A HPV35

HPV52

HPV18
Au/Cu- HPV16 SWV 1a20 min 2.15fM (Peteni et al.,
PTCA/rGO/PDN 2023)
A
Fe304- HPV16 DPV 30 min 0.1nM (Rasouli et al.,
AuNPs-SPCE 2023)
rGO-MWCNT / HPV18 DPV 15 min 0.05 fM (Mahmoodi et
AuNPs-L- al., 2020)
cisteina/ssDNA
PAA-PSS- HPV16 DPV 30 min 22 fM (Chaibun et al.,
Avidin-DNA RP- HPV18 20 fM 2022)
biotina
MWCNT/NH 2 - HPV16 DPV - 1.3nM (Farzin et al.,
IL-rGOssDNA 2020)
Micro-gapped HPV18 VC 30 min 0.529 aM (Jaapar et al.,
IDE Genosensor 2023)
(micro-IDE)
Gold surface— HPV16 CV and EIS 30 min 3.5 amol L™’ (Lucena et al.,
GNRsTh—probe HPV18 1.2 amol L™ 2021)
Au/APTES/CP/T HPV16 DPV 2h 5.475 x 107" (Yang et al.,
D/AP1/AP2 mol/L 2022)
GONRs/Ag@Au HPV16 CVeEIS - 100 aM (Pareek et al.,
NPs 2023)

Fonte: Autoria prépria (2024).
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A Fig. 41 mostra o ARct% com relacdo a adesdo das amostras de

plasmideo a superficie do genossensor.

Figura 41 - ARct% da camada sensora PPy-AuNPs+PAMAM-G5-MY09-BSA apds exposicao a
diferentes concentragdes de amostras de plasmideo HPV.
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Fonte: Autoria prépria (2024).

A variagdo de resposta do ARct% pode ser correlacionada a duas
hipéteses: semelhanga genética entre HPVs pertencentes ao mesmo ramo
filogenético e forgcas de pareamento com a sonda MY09.

Todos os papilomavirus usados neste trabalho foram escolhidos por
pertencerem ao género alfapapilomavirus, que segundo a IARC sao os tipos
carcinégenos. O HPV de baixo risco HPV 6, pertence ao ramo filogenético alfa-
10, os de alto risco 31, 33, e 16 alfa-9 e o HPV 18 alfa-7 (Cosper et al., 2021).
Assim, é possivel observar que os alfapapilomavirus pertencentes ao mesmo
ramo filogenético obtiveram um padrao de resposta semelhante, enquanto os de

outros ramos estdo minimamente distantes.
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No entanto, outro ponto que merece atengao é a semelhanca de resposta
entre o HPV de baixo risco 6 e o de alto risco 18, apesar de pertencerem a ramos
filogenéticos distintos. Isto, pode ser devido a for¢a de pareamento da sonda
degenerada MY09, de acordo com a complementariedade da amostra analisada.
Também é preciso comprovar a integridade da amostra de HPV 18, com
sequenciamento por PCR, para descartar a possibilidade de infecgao multipla da
amostra, onde estaria presente mais de um tipo de HPV.

Ainda assim, dentre todos os gendtipos analisados, o biossensor
apresentou maior sensibilidade ao HPV 18, que esta presente em
aproximadamente 71% dos casos de CC, e também infimamente atrelado ao
desenvolvimento de lesbes glandulares e adenocarcinoma (ADC) que é um
tumor maligno em diferentes 6rgdos (Ambiente, 2024).

Outro parametro adicional para atestar o grau de reconhecimento
biolégico da plataforma, € o percentual de quantificagcdo do recobrimento da
camada sensora (6). A partir deste se identifica informacbes sobre o
preenchimento dos sitios de ligacdo do genossensor apds a hibridizagdo das

amostras plasmidiais, e isto é feito por meio da Eq. 8.

Rct (Genossensor)
Rct (GenossensorHPV)

0=1 x 100 Eq. 8

O Rcr (Genossensor) corresponde a resisténcia a transferéncia de
elétrons da camada  PPy-AuNPs+PAMAM-G5-MY09-BSA e Recr
(GenossensorHPV) sdo os valores do Rcr apds exposicdo aos plasmideos
recombinantes dos respectivos HPV 6, 31, 33, 16 e 18 (Fig. 42).

O HPV 6 e 18 apresentaram um 6 de 0,86 e 0,84 respectivamente, para
a concentragdo de 100 pg.uL-'. Como pode ser observado na Fig. 42 os valores
de 6 aumentam proporcionalmente a concentragio de plasmideos em pg.uL"’
em escala logaritmica. Os dados obtidos destacam que ocorreu o preenchimento
adequado dos sitios de reconhecimento do genossensor, em todas as

concentracdes analisadas com resposta significativamente elevada.
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Figura 42 - Quantificagdo do recobrimento da camada sensora (6) apds exposi¢cdo a amostras
de plasmideos recombinantes de HPV de baixo risco 6 e alto risco HPV 31, 33, 16 e 18 em
diferentes concentragdes (1 - 100 pg.uL").

0

0,8
0,6
0,4

0,2

1 10 25 50 75 100 pg.plL?

EHPV 33 wmHPV31 mHPVI16 HPVE6 mHPY18

Baixo risco: HPV 6. Alto risco: HPV 16, 18, 31 e 33
Fonte: Autoria prépria (2024).

5.6.3 Amostras clinicas e teste de especificidade

O desempenho do genossensor foi analisado por meio da capacidade de
reconhecer amostras clinicas positivas para o HPV. As medidas de VC (Fig. 43
a-c) foram utilizadas para avaliar a interagao da plataforma genossensora com
amostra de DNA complementar (cDNA) de paciente com HPV 6, 18 e 31 nas
concentragdes de 1 a 75 pg.uL™".

Conforme pode ser visualizado na Fig. 43 a-c houve uma diminui¢do dos
picos anddicos e catddicos na voltametria. Estas respostas estao diretamente
relacionadas a formacao de um complexo de DNA hibrido, entre a sonda MY09
e as amostras de cDNA (Thapa; Liu; Wang, 2022). Desta forma, é demonstrado
a usabilidade do sistema AuNPs+PAMAM-GS5 para imobilizar a sonda MYQ9 para
permitir a identificagdo do HPV.

A partir das respostas voltamétricas foram extraidas as correntes de pico
anddicas. A Tab. 8 dispde dos valores de Al (%) da plataforma genossensora

apos interagcao com diferentes concentragdes de cDNA de pacientes infectadas
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com HPV 6, 18 e 31. Os resultados mostraram aumento nos valores de Al (%) a
medida que a concentragdo das amostras aumentava. Foram realizadas duas
analises, onde os valores experimentais sdo apresentados como valores meédios

* seu desvio padrao.

Figura 43 - Resposta voltamétrica do genossensor para amostras de cDNA de paciente do
sexo feminino infectada pelo HPV 6 (a), 18 (b) e 31 (c) na concentragdo 1-75 pg.uL™.

a) b)

cDNA 18
alto risco

cDNA 6
baixo risco

5,0x10°

n
=)
E
=1
1

Corrente (A)
v

Corrente (A)
L

- 50x10° o
-5.0x10°

0.0 05 0.0 0.5
Potencial (V.vs Ag/AgCl) Potencial (V. vs Ag/AgCl)

. Biosensor-HPV cDNA 31

1 alto risco
@ 1pguL

A1
10 pg.uL

n
o
E
=]
1

1
25 pg.uL

Corrente (A)
=)
L

. 50 pg.uL_1

1
75 pg.uL

n
=]
®
a
L

T T T T T T T T T T
0.2 0.0 0.2 0.4 0.8 0.8
Potendial (V. vs Ag/AgCl)

Fonte: Autoria prépria (2024).

Tabela 8 - Variagado da corrente anddica (Ipa) da plataforma genosensora PPy-
AuNPs+PAMAM-G5-MY09-BSA apds exposicdo a amostras de cDNA.

Ensaios com células cervicais Concentragao lpa (HA) Al (%)
(cDNA) da amostra

Biosensor-HPV31 1 1.96 + 0.02 196.40 + 2.64
Biosensor-HPV31 10 2.35+0.01 235.16 £ 1.01

Biosensor-HPV31 25 2.63 £0.09 263.34 £ 9.95
Biosensor-HPV31 50 3.55+0.05 355.71 £ 5.01

Biosensor-HPV31 75 5.60 +0.30 560.18 + 30.18
Biosensor-HPV18 1 0.30 £ 0.09 30.86 +9.73

Biosensor-HPV18 10 1.05+0.11 105.67 £ 11.65
Biosensor-HPV18 25 2.85+0.18 285.26 + 18.55
Biosensor-HPV18 50 4.71+0.24 471.66 £ 24.61
Biosensor-HPV18 75 5.78+0.13 578.21 £ 13.17
Biosensor-HPV6 1 1.26 £ 0.01 126.57 £ 1.00
Biosensor-HPV6 10 240+0.32 240.33 £ 32.34
Biosensor-HPV6 25 3.21+£0.40 321.35 +40.50
Biosensor-HPV6 50 4.04 £0.26 404.61 £ 26.45
Biosensor-HPV6 75 6.02£0.72 602.55 + 72.55

Fonte: Autoria propria (2024).
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As amostras clinicas positivas para o HPV também foram avaliadas por
meio de dados impedimétricos (Fig. 44 a-c). Foi possivel identificar aumento
gradual do RCT a medida que aumenta a concentragdo das amostras. Pode-se
atribuir esta resposta a ancoragem das amostras na superficie genossensora
(Avelino et al., 2020). Os valores do ajuste do circuito de Randles das leituras
estdo dispostos na Tab. 9. Os valores experimentais sao descritos como os

valores médios + o desvio padréo de trés medidas independentes.

Figura 44 - Resposta impedimétrica do genossensor para amostras de cDNA de paciente do
sexo feminino infectada pelo HPV 6 (a), 18 (b) e 31 (c) na concentragéo 1-75 pg.uL™.
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Fonte: Autoria prépria (2024).

O cDNA de amostra de paciente com HPV, pertencem a diferentes ramos
filogenéticos, bem como o seu grau de risco. O cDNA 6 é de baixo risco e do
grupo alfa-10, 31 e 18 séo de alto risco, alfa-9 e alfa-7 respectivamente (Deutsch
etal., 2022). Além disso, também deve-se levar em consideragao que a diferenga
notavel no padrao de resposta das amostras, pode ser devido a influéncia da

forga de pareamento das amostras com a sonda degenerada MY09.
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Tabela 9 - Valores dos elementos do circuito equivalente obtidos de amostras de cDNA de
paciente do sexo feminino infectada com HPV 6, 18 e 31 na concentragéo de 1-75 pg.uL™ e

controles negativos Candida albicans e Células humanas hematolégicas n&o infectadas por

HPV.
Ensaios com células Concentragao CPE (uMho) Rs Rer ARcr
cervicais da amostra (kQ) (kQ) (%)
(cDNA) (pg-HL™)
Biossensor-HPV6 1 15.4 £ 1.41 0.56+14.84 2.92+0.12 85.12 +£5.38
Biossensor-HPV6 10 22.6 +5.37 0.48 £ 0.05 4.31+0.18 172.78 £ 11.63
Biossensor-HPV6 25 25.75+0.35 0.52 £0.03 5.58 £ 0.28 253.48 + 18.34
Biossensor-HPV6 50 24.85+1.34 0.54 £0.02 6.36 £ 0.14 302.84 +9.39
Biossensor-HPV6 75 25.55+1.48 0.57 £0.02 7.32+0.40 363.60 + 25.50
Biossensor-HPV18 1 353 + 1.41 0.539 £ 0.01 5.92 £ 0.07 275+ 3.48
Biossensor-HPV18 10 279 +£9.89 0.51+0.06 6.75+0.29 327.53 +18.34
Biossensor-HPV18 25 213 +8.48 0.61+£0.05 8.06 £ 0.09 410.12 £ 6.26
Biossensor-HPV18 50 193 £ 0.01 0.70 £ 0.02 11.8 £ 0.03 646.83 + 0.01
Biossensor-HPV18 75 171 £ 11.31 0.77 £ 2.75 16.15+£2.75 922.15+ 174.53
Biossensor-HPV31 1 21.35+1.20 0.563+0.02 3.37+0.33 113.60 + 14.87
Biossensor-HPV31 10 26.65 +9.54 0.49+0.11 4.32+0.36 173.73 £ 22.82
Biossensor-HPV31 25 36.1£9.19 0.46 £0.09 6.34 £ 0.53 301.26 + 34.02
Biossensor-HPV31 50 41 +£6.50 0.48 +0.07 8.11+0.13 413.60 £ 8.50
Biossensor-HPV31 75 4545+ 4.54 0.39+0.01 10.35+0.21 555.06 + 13.42
Ensaio de seletividade
Células humanas - 31.5+9.19 1+0.04 1620 253+0
hematoldgicas néo infectadas
por HPV
C. albicans - 54.31 £20.15 0.109 £ 0.05 1.67 £0,12 6.01 +5.37

Fonte: Autoria prépria (2024).

A biodeteccado do genossensor em amostras de pacientes com HPV foi
analisada por meio do ARct (%), como referido na Eq. 7. A curva de calibragao
foi gerada com base no ajuste linear do erro do x, exibindo correlagao linear com
o valor logaritmico das concentragées de cDNA (Fig. 45). O cDNA de amostra
de paciente com HPV 18, obteve como equacéao da reta y=47.199x + 128.15066
(R?=0.98748) com LOD de 1.21 e LQ de 3.68; cDNA 6, y= 7.50896x + 72.84995
(R?=0.98937) LOD de 0.34 e LQ de 1.10 e cDNA 31, y= 27.17056x + 109.47907
(R?=0.99357) LOD de 0.81 e LQ de 2.48 (Fig. 45 a-c).

Para avaliacao da especificidade, o genossensor foi exposto a amostras
células humanas hematoldgicas nao infectadas com HPV e Candida albicans.
Conforme apresentado na Tabela 8, as amostras citadas apresentaram baixa
variacdo no ARct apés o teste de bioatividade, com valores de: células humanas
hematoldgicas nao infectadas com HPV ARct = 2.53 e Candida albicans ARct =
6.01. Estas respostas analiticas em comparagao com a amostra clinica de HPV

foram insignificantes. Assim, fica demonstrado que a plataforma genossensora
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apresenta especificidade e confianga analitica para detectar amostras bioldgicas

complexas.

Figura 45 - Curvas de calibragéo, coeficiente de correlagcéo (R?), desvio padrao (DP) e
probabilidade de significancia (P) das amostras de cDNA 6 (a), 18 (b) e 31 (c).
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Fonte: Autoria prépria (2024).

5.6.4 Grafico tridimensional para avaliar a resposta do HPV

A partir das respostas impedimétricas, extraiu-se os valores de N, CPE e

Rcrt para construgéo de um grafico 3D (Fig. 46). O grafico exprime os resultados

das leituras de cDNA de amostra de paciente com o HPV 6, 18 e 31 nas

concentragdes de 1 a 75 pg.uL-! e controles negativos Candida albicans e células

humanas hematoldgicas nao infectadas por HPV.

Como esperado, observa-se separacao entre as amostras de HPV, devido

a maior homologia entre elas. Os controles negativos agruparam-se e

mantiveram certa distancia das amostras de HPV. Observando o grafico é

possivel notar diferenciacdo entre os HPVs de alto risco e baixo risco.
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Figura 46 - Grafico tridimensional para os valores de Rct, N, CPE obtidos como resultado do
ajuste do circuito equivalente de Randles.
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Fonte: Autoria propria (2024).

Assim, relata-se que a plataforma utilizada neste trabalho aumenta a
capacidade de deteccdo da sonda MYQ9 e se traduz em um valor mensuravel.
Ainda sim, pode ser utilizada para diferenciar HPV de baixo risco e alto risco, de
diferentes ramos filogenéticos, devendo ser avaliado ainda, a influéncia da forga

de pareamento das amostras com a sonda degenerada MY09.
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6 CONCLUSOES

No presente trabalho, uma plataforma nanoestruturada baseada em PPy—
AuNPs+PAMAM-G5 foi construida em eletrodo de ouro para a imobilizagcéo
covalente da sonda degenerada MYQ9 voltada para a detecgdo do HPV em
amostras plasmidiais e cDNA de amostra de paciente com HPV. O PPy atrelado
a AuNPs funcionalizadas com PAMAM-G5 mostrou-se promissor devido ao
aumento na area de superficie, baixo custo de producéo, boa reprodutibilidade
e alta densidade de grupos funcionais do PAMAM-G5 auxiliando na imobilizagéao
de receptores. A MY09 é amplamente usada na clinica para identificar e
diferenciar subtipos oncogénicos do HPV. A analise topografica por AFM e
eletroquimica usando a VC e EIS comprovaram a eficacia da plataforma no
processo de modificacao da superficie do eletrodo.

Os testes de bioatividade com plasmideos recombinantes do HPV 6, 16,
18, 31 e 33 e cDNA de amostra de paciente com HPV 6, 18 e 31 comprovaram
a capacidade do genossensor de detectar diferentes genétipos do HPV com
elevada sensibilidade e especificidade. A avaliagcao da variagdo do ARct% das
amostras dos plasmideos permitiu identificar uma maior sensibilidade e resposta
mais expressiva para o HPV 18, presente em cerca de 71% dos casos de CC, o
terceiro responsavel por mais matar mulheres e de maior predisposi¢cao ao
cancer. No entanto, para atestar a confiabilidade dos resultados, sera necessario
amplificagdo da amostra por PCR. Isto ira confirmar a integridade da amostra e
descartar a possibilidade de infecgdes multiplas.

Para as leituras de cDNA de amostra de paciente com HPV também foi
possivel atestar a formacdo de um complexo de DNA hibrido, entre a sonda
MYO09 e as amostras. Os testes com controle negativos, também atestaram a
especificidade do sensor. Conforme pesquisas na literatura, ainda ndo ha uma
ferramenta de diagnéstico diferencial do HPV, e de sensoriamento construida
com PPy-AuNPs+PAMAM-GS5 por meio do emprego da sonda degenerada
MYQ09. Ademais, o tempo de resposta analitica foi de 5 minutos, sem auxilio de
marcadores. E de crucial importancia a implementacdo de biodispositivos
eletroquimicos de DNA na triagem do HPV, por sua portabilidade e tempo de

andlise. Assim, seria possivel um melhor prognéstico e tratamento dos
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pacientes, auxiliando na prevengcdo do cancer. Por fim, o sistema sensor
proposto nesta pesquisa, se destaca como uma ferramenta promissora de
diagnostico clinico e diferencial do HPV, podendo futuramente ser associado as

técnicas consideradas padrao ouro.
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PERSPECTIVAS

Testar amostras de cDNA de outros tipos de HPV de alto e baixo risco;
Testar o limite de detecgao da amostra em menores concentragcdes como
a exemplo, fentograma;

De forma adicional, sera interessante caracterizar a superficie sensora
também frente a amostras de paciente infectado com HPV de baixo risco,
pela técnica de AFM,;

Realizar amplificacdo da amostra do plasmideo recombinante do HPV 18
por PCR, para descartar a possibilidade de infecgao multipla;

Realizac&do de ensaios de validacao analitica, para atestar a estabilidade
do biossensor, armazenamento e reusabilidade;

Apos ter testado as amostras de cDNA, construir novos protocolos
experimentais que nao necessitem de amplificagao prévia das amostras
clinicas por PCR;

Testar a plataforma nanoestruturada no desenvolvimento de outros
biossensores para a detecgao de doengas cancerigenas, e até mesmo na

identificacdo de biomarcadores.
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Human Papillomavirus (HPV) is an often asymptomatic widespread sexually transmitted infection responsible for
causing various health issues. Low-risk HPV primarily causes genital warts. High-risk HPV types are associated
with several cancers, including cervical, anal, and oropharyngeal cancers, posing significant health risks. In this
work, we developed an electrochemical biosensor for the detection and differentiation of HPV genotypes based
on electropolymerized polypyrrole (PPy) and PAMAM dendrimer-coated gold nanoparticles (PAMAM-AuNPs) for
the immobilization of a DNA probe for detecting different HPV genotypes. Electrochemical impedance spec-
troscopy (EIS), cyclic voltammetry (CV), and atomic force microscopy (AFM) were used to characterize the
biosensor. AFM analysis revealed varied topographic surfaces associated with the increased peaks concerning the
biosensor and against patient samples. Electrochemical responses indicated that the genosensor could detect HPV
using plasmid (HPV 6, 16, 18, 31, and 33) and cDNA samples (HPV 6, 18, and 31) from infected patients.
Different electrochemical profiles were obtained between high-risk and low-risk genotypes. The sensor presented
an excellent analytical performance, presenting a lower LOD of 0.04 pg.uL ™! and 0.34 pg.uL ™! for plasmidial and
cDNA samples, respectively. Electrochemical analysis pointed out the ability of the developed genosensor
platform to differentiate the HPV genotypes. The proposed biosensor is a promising tool for detecting and
monitoring HPV and related diseases such as cervical cancer.

1. Introduction High-risk HPVs are of particular concern due to their significant role

in the pathogenesis of cervical cancer. HPV 16 and HPV 18 are

Human Papillomavirus (HPV) is the most common sexually trans-
mitted infection worldwide, resulting in a significant public health
challenge, widespread prevalence, and potential for severe health out-
comes. According to the World Health Organization, high-risk HPV can
cause cervical cancer in approximately 90 % of cases, representing the
fourth most common cancer and affecting 6.5 % of all cancers in women
[1,2]. HPV encompasses over 200 genotypes, each with varying onco-
genic potential, as classified by the International Agency for Research on
Cancer (IARC). These genotypes are divided into high-risk (HPV 16, 18,
31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, and 68) and low-risk (HPV 6, 11,
40, 42, 43, 44, 53, 54, 61, 72, 73, and 81), and each category is based on
its association with cancer development [3].

responsible for approximately 70 % of all cervical cancer cases globally
[4]. Low-risk HPV typically causes benign lesions, such as anogenital
warts, but it does not carry the same cancer risk [5]. The IARC classi-
fication guides public health strategies, including vaccination and
screening programs. Prevention and early detection efforts are based on
understanding the distribution and impact of these genotypes, which
contributes to better clinical outcomes and reduced cancer incidence
[6].

The primary techniques used for HPV diagnosis include polymerase
chain reaction (PCR), hybrid capture 2 (HC2), and Papanicolaou test
(Pap-test) [7]. PCR is highly sensitive and specific for detecting various
HPV genotypes. However, their cost and complexity limit their
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widespread use, especially in low-resource places. HC2 is commonly
employed for its ability to differentiate between high-risk and low-risk
HPV. Also, it lacks genotype specificity and can produce false positives
[8]. Pap smear tests are widely used for cervical cancer screening and to
identify cellular abnormalities indicative of HPV infection. However,
they are less sensitive and require frequent follow-up testing [9,10].

Electrochemical biosensors represent an innovative and promising
approach for HPV diagnosis, offering several advantages over traditional
methods. Biosensors are associated with the specificity of biomolecular
interactions and electrochemical transduction, enabling highly sensitive
and rapid detection of DNA or proteins [7]. Their portability, low cost,
and minimal sample preparation make them particularly suitable for
point-of-care testing, addressing the limitations of conventional tech-
niques such as PCR and HC2 [8]. Moreover, electrochemical biosensors
can be designed to simultaneously detect multiple HPV genotypes,
thereby enhancing their diagnostic utility. Integrating these biosensors
into diagnostic protocols can significantly improve early detection and
HPV monitoring [9].

Nanomaterials are revolutionizing the field of electrochemical sensor
platforms, offering improvements in disease diagnostics. Conductive
polymers such as polypyrrole (Ppy) provide efficient electron transfer
and enhance sensor performance [10]. Gold nanoparticles (AuNPs) can
also be used to optimize biosensors; however, one drawback is the ag-
gregation of some particles, which affects the analytical response. Sta-
bilizers such as polymers are used to assist in the preparation of
nanocomposites. Thus, gold nanoparticles (AuNPs) encapsulated in 5th
generation poly(amidoamine) dendrimers (PAMAM-G5) are promising,
as PAMAM-GS5 acts as a stabilizer due to its three-dimensional structure,
low polydispersity, nanometric size (2-100 nm), and surface flexibility
[11]. Integrating these materials synergistically enhances sensor sensi-
tivity, amplifies electrochemical signals, and increases the surface area
for analyte detection. This combination allows for highly accurate
detection of low biomarker concentrations, such as oligonucleotides and
proteins [12].

The present study describes the development of an electrochemical
biosensor based on Ppy and PAMAM-G5-AuNPs, which is a promising
tool for HPV detection and differentiation of low-risk and high-risk HPV.
The proposed biosensor associates the conductivity of the Ppy and high
surface area and functionalization capability of the PAMAM-G5-AuNPs
complex. PAMAM-G5-AuNPs possess amine groups that immobilize
the degenerate probe MY09 (5’-CGT CCM ARR GGA WAC TGA TC-3°),
identifying different HPV genotypes. Atomic force microscopy (AFM)
was used to characterize the surface morphology of the biosensor. Cyclic
voltammetry (CV) and electrochemical impedance spectroscopy (EIS)
were used to evaluate the biosensor’s assembly process and its ability to
detect HPV. The analytical response time was 5 minutes without the use
of labels.

Biosensor efficacy was tested against recombinant plasmids con-
taining the viral capsid L1 gene and complementary DNA (cDNA)
samples from patients infected with low-risk and high-risk HPV.
Implementing electrochemical DNA receptors is important for HPV
screening due to their portability and fast analysis time. The proposed
approach holds significant potential to improve early diagnosis and may
eventually be associated with gold-standard techniques.

2. Experimental
2.1. Materials

PAMAM-GS5, glutaraldehyde (CsHgOy), pyrrole (98 %), bovine serum
albumin (BSA), hydrochloric acid, sodium borohydride (NaBH4), 1-
ethyl-3-(dimethyl —aminopropyl)carbodiimide (EDC), N-hydrox-
ysuccinimide (NHS), and gold(III) chloride hydrate (HAuCl4-H20) were
obtained from Sigma AldrichCo. (St Louis, USA). Potassium ferricyanide
(K3[Fe(CN)gl), potassium ferrocyanide (K4[Fe(CN)g]), monobasic so-
dium phosphate (NaH3POj4), dibasic sodium phosphate (NapHPO4), and
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hydrogen peroxide (H20») were purchased from VETEC (Brazil). The
DNA probe was purchased from Invitrogen (USA). Ultrapure water was
obtained from a Milli-Q purification system (Millipore-Synergy, Bill-
erica, USA). All chemicals and solvents were of analytical grade and
used as received without further purification.

2.2. DNA probe and biological samples

A DNA MYO09 probe (5-CGT CCM ARR GGA WAC TGA TC —3") with
an amino-terminal group was used for detection assays. MY09 probe is a
degenerate oligonucleotide used to detect the conserved region in the
HPV L1 gene. Recombinant plasmids were obtained by subcloning the
L1 gene sequence from different types of HPV (HPV 6, 16, 18, 31, and
33) into a PTA vector. To confirm the subcloning of the L1 gene,
sequencing of the recombinant plasmids was performed using primers
complementary to the plasmid backbone.

Regarding clinical samples, the Trizol reagent was used to extract
total RNA from cervical cells. RNA samples were then reverse-
transcribed using a random primer to produce cDNA (types 6, 18, and
31). PCR and ethidium bromide-stained agarose gel electrophoresis
were used to validate the samples. PCR characterization was used to
identify positive or negative HPV samples. The local ethics committee
approved the study (number CAAE 23698513.0.0000.5190). The sam-
ples were serially diluted using 10 mM phosphate-buffered saline (PBS)
at a pH of 7.4 and stored frozen until use.

2.3. Synthesis of polyamidoamine (PAMAM) dendrimer-coated gold
nanoparticles (AuNPs)

PAMAM-G5-AuNPs were synthesized according to a previous study
with some modifications [13]. The procedure follows the reduction of
Au®" ions enclosed in PAMAM-G5 dendrimers by Hy produced by a
sodium borohydride solution. Briefly, 5 mL of 2 mM of HAuCly-H,0 was
placed in a beaker containing 7 mL of 10 uM PAMAM G5. After 30 min in
an ultrasonic bath, the solution was kept in magnetic stirring for 30 min.
Subsequently, 100 uL of a freshly prepared 0.3 M NaBH4 was added to
the previous solution, resulting in the PAMAM-G5-AuNPs. The synthe-
sized nanoparticles had a size of approximately 37 nm for
non-functionalized nanostructure and an average of 375 nm after
PAMAM G5 immobilization. The nanoparticles were then stored in
refrigerator (~4 °C) until use.

2.4. Biosensor platform assembly

The bare gold surface was first polished with alumina paste (Aly03)
and fine sandpaper (grain size 4000). The electrodes were then soni-
cated in MilliQ ultrapure water. CV and EIS evaluated the electrodes,
and after revealing a clean pattern, they were subjected to Ppy
polymerization.

First, the cleaned electrodes were immersed in a solution containing
1 M HCI and 30 mM pyrrole monomer. Two cycles of polymerization
were used in a potential range of —0.4 V to 1.2 V at a scan rate of
100 mV.s L. After that, 2 uL of the PAMAM-G5-AuNPs drop cast onto the
Ppy layer. The immobilization of the MY09 DNA probe was obtained
using 2 % glutaraldehyde for 10 min, where 2 uL of the oligonucleotide
(100 uM) was adsorbed on the functionalized electrode for 15 min.
Glutaraldehyde is a bifunctional cross-linking agent used to form Schiff
bases between the amino groups of PAMAM-G5-AuNPs and the ami-
nated DNA probe. 1 % BSA was added to block nonspecific binding sites.
Fig. 1 shows the step-by-step biosensor manufacturing process.

2.5. Hybridization analysis
Biorecognition assays were conducted with samples of recombinant

plasmid containing the HPV L1 gene (HPV 6, 16, 18, 31, and 33) at
varying concentrations (1-100 pg.pL’l) and cervical cell (cDNA)



H.B. Dantas et al.

Biochemical Engineering Journal 213 (2025) 109551

H N~
'®
\ /) &
°
pp Aminated DNA probe
y . b.l. t. .
L AUNPsS+PAMAM (oo .un wys immobilization via
Electropolymerization §§§ §§§ §_f§ glutaraldehyde
—_— AR
U — ' }C :])
[
H NN '/\h‘

HPV L1 gene
Hybridization

g (] L 3
; . ° .. ° . ° . ‘ [ ] . . ‘ 0 e T T
f— — e — 0 2AX0 4000

2000
® Daeseene
[hasbes e PEY
1400
Electrochemical £ .
Q w0+
analysis b .
£0 4 .
L]
0'....'000'.

Z (Ohm)

Fig. 1. Schematic representation of the biosensor assembly process.

samples positive for HPV (HPV 6, 18, and 31) at concentrations of
1-75 pg.uL ™.  Specificity tests were performed using non-
complementary DNA sequences and cDNA samples from patients pre-
senting the genome of acute lymphoblastic leukemia, Candida albicans,
and TNF-alpha biomarker.

Before electrochemical assays, recombinant plasmid samples were
heated at 90°C to denature the strand. Then, hybridization was per-
formed by drop-coating 2 uL of each sample on the functionalized
electrode for 5 min. After sample adsorption, the electrode was thor-
oughly rinsed with ultrapure deionized water to remove unbound mol-
ecules. The same procedure was adopted for cDNA detection analysis.
Afterward, the sensor platform was subjected to electrochemical anal-
ysis through CV and EIS.

2.6. Electrochemical characterization

Electrochemical analyses were performed using an Autolab PGSTAT
128 N potentiostat/galvanostat (Metrohm, Netherlands) interfaced with
NOVA 1.11 software. Electrochemical measurements were performed in
a three-electrode system immersed in a 10 mM Ka[Fe(CN)s]/Ks[Fe(CN)
s] (1:1, v/v) solution prepared in PBS (pH 7.4), considered as optimal pH
for analysis. Previous studies examined how to improve experimental
conditions, such as the pH of an electrolyte solution. The platform was
tested at various pH concentrations, and it found that lower pHs resulted
in more ssDNA sequences being immobilized. In contrast, the electrolyte
solution becomes negative at higher pH levels, causing electrostatic
repellence. As a result, a pH of 7.4 is considered optimum as it does not
interfere with the interaction of electrical charges [13].

A silver/silver chloride (Ag/AgCl) electrode with saturated 3 M KCI
was used as the reference electrode. Platinum wire was used as the
counter electrode. The bare gold electrode was used as the working
electrode. Voltammograms were obtained from —0.2 V to 0.7 V (scan
rate of 50 mV.s™!). Impedance data were recorded in a frequency range
of 100 mHz to 100 kHz with an applied sinusoidal potential amplitude
of 10 mV. All measurements were performed in triplicate at room

temperature (24°C + 2°C) inside a Faraday cage.
2.7. Topographical analysis

Topographical images of the sensor platform and its interaction with
the target analyte were obtained using an SPM-9700 atomic force mi-
croscope (Shimadzu, Japan) operating in non-contact mode. Measure-
ments utilized silicon probe cantilevers (Nanoworld, Japan) with a
spring constant of 42 N.m ' and resonance frequencies of 300 kHz.
Imaging was conducted at room temperature, with a line-scan rate of
1 Hz, covering a scanning area of 5 x 5um and achieving a lateral
resolution of 512 x 512 pixels. The final image processing was per-
formed using Gwyddion software.

2.8. Optical analysis

Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) measurements were
conducted in the range of 650 cm™! to 4000 cm™! with a resolution of
2 cm™!, utilizing an Agilent Cary 630 FTIR spectrometer (Agilent
Technologies, Rowville, Australia) equipped with a diamond attenuated
total reflectance (ATR) sampling accessory. The experiments were per-
formed at room temperature and 50 % relative humidity. UV-vis anal-
ysis was performed in a range of 200 nm to 600 nm with a K37-UV-vis
Kasvi spectrophotometer. Quartz cuvettes with an optical path of 1.0 cm
were used.

3. Results and discussion
3.1. Topographic characterization

AFM was used to investigate the topographical features of the gen-
osensor assembly processes in different stages. Fig. 2a-e shows the
topographic profile and average roughness (Ra) before and after the
analyte interaction. Root mean square roughness (RMS) also served as a
basis for the roughness evaluation. The gold electrode surface is shown
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Fig. 2. 3D AFM images (5 pm x 5 pm) of the (a) gold electrode, (b) Ppy electropolymerized layer, (c) PAMAM-AuNPs, (d) MY09-BSA, and (e) HPV 18.

in Fig. 2a, featuring atomically flat terraces with a maximum height of
0.45 pm, Ra = 38.08 nm, and RMS = 67.24 nm. Ppy film revealed a
granular morphology like a cauliflower, presenting a height of 0.52 um
and roughness values of Ra = 41.50 nm and Rms = 56.05 nm (Fig. 2b).
The quantity and size of the Ppy globular structures can vary depending
on parameters such as the oxidation and reduction state of the polymer,
monomer concentration, and the nature of the dopant ions [14].

Characteristic grooves and domes with roughness values Ra =
44.11 nm, RMS = 57.79 nm, and a height of 0.75 pym are observed for
PAMAM-G5-AuNPs system (Fig. 2¢). The height value for genosensor
surface indicates that the dendrimer molecules have flattened. This is
explained by the packing of functional groups into globular shapes,
which is a perfect conformation for biosensors since it helps to effec-
tively immobilize bioreceptors. The presented findings are aligned with
previous works [15,16].

AFM images revealed a profile with higher surface roughness after
the immobilization of the recognition probe (MY09) and BSA (Fig. 2d),
resulting in values of Ra = 47.76 nm, RMS = 67.24 nm, and a height of
0.88 pum. Well-defined peaks and an increase in the density of molecules
immobilized on the genosensor were observed after hybridization with
the complementary DNA target from HPV 18 (Fig. 2e). The height in-
creases to 1.24 ym and the roughness to Ra = 57.36 nm and RMS =
73.87 nm. The values increase are associated with the genosensor ability
to detect HPV samples [17,18].

3.2. Optical analyses

Typical stretching vibrations of the Ppy ring are found in the bands
between 1555 and 1494 cm ™! [19], while the bending vibrations of the
aromatic ring are found between 950 and 795 cm ! [20,21], C = N
stretching vibrations (1394 cmfl), and = C-H plane vibrations

(1221 em ™). The spectrum in Fig. Sla shows that PAMAM-G5-AuNPs
adhered to the electropolymerized Ppy layer. Additionally, character-
istic bands of the PAMAM chemical structure were observed at
1540 cm™!, corresponding to the secondary amide (1394 cm™},
1284 cm™}, and 1394 cm ™) from the carboxylate groups, and 880 cm ™!
from the CH bond [22,23].

Nanoparticles exhibit high absorption spectra in the visible region
due to the oscillations of free electrons on the particle surface. The
AuNPs reduced by NaBH4 have a distinctive red color and exhibit a peak
at a wavelength of around A = 520 nm (Fig. S1b). PAMAM-G5-AuNPs
display a band in the A = 280 nm region [24].

3.3. Electrochemical characterization of the biosensing platform

The cyclic voltammograms of the sensor assembly steps are shown in
Fig. S2a. The anodic peak currents (Ipa) were used to evaluate the vol-
tammetry response. EIS data was evaluated using Randle’s circuit
(Fig. S2b). The electrochemical variables were charge-transfer resis-
tance (Rcr), constant phase element (CPE), Warburg impedance (Zy),
and electrolyte solution resistance (Rg). The impedimetric variables of
the genosensor platform can be seen in Table S1 [25].

Rcr is a crucial parameter in electrochemical characterization due to
its correlation with the electrode surface. The cleaned working electrode
showed an R¢r of 0.08 kQ and an amperometric response of 55.73 pA.
Afterwards, cyclic voltammetry was used to electropolymerize Ppy to
enhance surface conductivity. Due to Ppy ability to operate as a pro-
tective layer for electron transfer, the impedance exhibited low charge
transfer resistance (Rcr = 0.07 + 0.02 kQ). An Ipa increase was
observed after Ppy electrodeposition (Ipa = 73.59 + 4.56 pA) [22,26].

PAMAM-G5-AuNPs were adsorbed onto the electrode surface during
electropolymerization to expand the adsorption area and improve the
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response signal. As a result, R¢y increased (Rer = 0.15 + 0.02), and Ipa
decreased (Ipa = 83.79 + 1.92 pA). As a bifunctional cross-linking
agent, glutaraldehyde enabled the attachment of biorecognition ele-
ments to the working electrode surface [17,23].

PAMAM-G5 dendrimers covalently bind to the sensor surface
through glutaraldehyde crosslinking [27,28], aiming to immobilize the
MYO09 probe. The viral genome was detected using the MY09 probe [29,
30]. A decrease in the amperometric current (Ipa = 41.09 + 5.36 pA)
and an increase in Rer (Rer = 0.69 + 0.04) following the probe immo-
bilization indicates the hybridization process. 1 % BSA was applied to
the sensor surface to prevent nonspecific active sites. BSA blocks
non-specific active sites, reduces non-specific binding, and improves
biosensor performance by forming a physical, steric, and electrostatic
barrier that keeps undesirable molecules from reaching the sensor sur-
face. 1 % BSA is used in small amounts to avoid interference with the
sensor response. Furthermore, voltammetric and impedimetric mea-
surements confirmed a slight change in the peak currents and impedi-
metric parameters [8]. Thus, a decrease in the amperometric current
(Ipa = 46.89 + 6.51) and an increase in charge transfer (Rcr = 1.58 +
0.17) were observed.

3.4. Analytical performance of the sensing platform

Experiments were conducted using samples of recombinant plasmids
from low-risk HPV (6) and high-risk HPV (16, 18, 31, and 33) at varying
concentrations (1-100 pg.pL~!) and after a 5-minute incubation period.
The biorecognition process is demonstrated in Fig. 3a-e and Fig. S3a-e
using voltammetric and impedimetric techniques, respectively. The
anodic and cathodic peak currents decrease as the HPV concentration
increases. Electrostatic repulsion occurs between the phosphate groups
of the hybrid DNA structures and the electroactive anions [Fe(CN)g] 3-/4-
as a result of the target oligonucleotide being captured [8,31]. The
recognition degree was also evaluated using the anodic current variation
(AI), according to the following equation [32]:
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where Ib represent the anodic peak for the Ppy_PAMAM-AuNPs_MY09
sensing layer and Ia corresponds to the peak current after hybridiza-
tion with the complementary HPV oligonucleotide sequence. Current
values for the genosensor and Al (%) values of the genosensor platform
against HPV genotypes at various concentrations are showed in Table S3
and S4. The findings showed that the AI (%) values increase propor-
tionally to the sample concentration.

EIS is an effective technique for studying electrochemical biosensor
platforms. The genosensor obtained a progressive increase in the semi-
circle diameter and subsequently Rcr values as the concentration of
plasmid samples increased. This is associated with the electrostatic
repulsion between the electroactive anions and the negative charges of
the phosphate groups in the DNA structure [33].

CPE and Rcr are associated with the most significant changes in the
values of the circuit components following interaction with the analytes.
Rcr offers details on surface changes and the analyte-target interaction,
such as the quantitative detection of the papillomavirus, while CPE
correlates variations in the active area of the sensor, such as the thick-
ness of the electrical double layer [34,35]. Table 1 shows the data from
the equivalent circuit.

Results demonstrate the platform’s ability to detect different HPV
genotypes. This was evidenced by the increased Ry values resulting
from the anchoring of oligonucleotides on the detection surface, indi-
cating effective hybridization of the samples. In contrast, the CPE
decreased to some extent because of the reduction in the number of free
probe sites on the effective surface area of the electrode.

The analytical performance of the electrochemical platform was
assessed considering the relative variations in resistance to electron
transfer (ARct) [36], as follows:
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Fig. 3. Nyquist plots of PPy PAMAM-AuNPs_MYO09 biosensor to different concentrations of low-risk HPV 6 (a) and high-risk HPV 16 (b), HPV 18 (c), HPV 31 (d), and

HPV 33 (e) genotypes at varying concentrations.
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Table 1
Adjusted data of equivalent circuit elements obtained from fitted impedance
results for the recombinant plasmid analyses.

Concentration  CPE (uF) Rs (kQ) Rer (kQ) ARcr
(pg.uL ™)
HPV 6 1 32.40 + 0.51 + 2.47 + 58.54 + 3.48
4.10 0.28 0.02
10 42.21 + 0.51 + 3.61 £ 128.48 +
4.24 0.08 0.55 34.90
25 54.95 + 0.51 + 4.72 + 198.73 +
1.90 0.35 0.19 12.53
50 50.75 + 0.52 + 6.14 + 279.74 +
12.23 0.28 0.26 17.00
75 61.29 + 0.34 + 8.40 + 431.96 +
8.90 0.16 0.45 29.08
100 57.15 + 0.65 + 11.50 + 627.84 +
2.05 0.13 1.27 80.55
10000 57.61 + 0.47 + 15.60 + 5410.43 +
1.41 0.19 1.83 65.14
HPV 1 27.62 + 0.70 + 2.66 + 68.35 +
16 0.14 0.08 0.35 15.82
10 30.45 + 0.68 + 355+ 124.68 +
4.87 0.02 0.15 9.84
25 35.02 + 0.68 + 4.43 + 180.37 +
0.70 0.01 0.11 7.16
50 33.88 + 0.61 + 5.46 + 245.88 +
8.48 0.07 0.19 12.08
75 29.45 + 0.71 £ 6.18 + 291.13 +
2.61 0.01 0.25 16.11
100 26.95 + 0.71 + 7.03 + 344.93 +
0.77 0.03 0.04 2.68
10000 27.19 + 0.72 + 8.06 + 4102.44 +
1.13 0.02 0.03 23.23
HPV 1 36.95 + 0.57 + 2.77 + 75.31 £
18 35.0 0.15 0.41 18.35
10 40.33 + 0.70 + 4.41 + 179.11 +
53.12 0.07 0.55 34.90
25 9.82 + 0.87 + 6.54 + 313.92 +
0.39 0.09 0.56 35.80
50 24.30 + 0.85 + 7.43 + 370.25 +
1.83 0.05 0.21 13.42
75 60.95 + 0.92 + 8.69 + 450.31 +
24.11 0.21 0.62 39.83
100 78.05 + 1.10 + 10.35 + 555.06 +
2.05 0.02 0.21 13.42
10000 33.55 + 0.79 + 16.8 + 3996.24 +
11.95 0.14 0.56 137.93
HPV 1 55.50 + 0.32 + 1.86 + 17.72 + 0.63
31 15.98 0.07 0.01
10 32.05 + 0.15 + 2.58 + 63.60 +
5.86 0.10 0.20 12.97
25 25.13 + 0.03 £ 433 £ 174.05 +
1.83 0.07 0.24 15.21
50 34.65 + 0.11 + 5.53 + 250.21 +
4.31 0.02 0.18 11.63
75 50.41 + 0.27 + 7.68 + 386.07 +
8.76 0.06 0.05 3.58
100 55.26 + 0.35 + 10.4 + 558.22 +
5.23 0.01 0.28 17.90
10000 53.79 + 0.45 + 11.35 + 8015.68 +
7.21 0.13 0.49 35.02
HPV 1 48.45 + 0.48 + 213 + 35.12 + 4.74
33 7.56 0.02 0.10
10 51.0 + 0.38 + 2.93 + 85.44 + 9.84
10.04 0.03 0.15
25 56.45 + 0.25 + 4.10 + 159.81 +
0.21 0.17 0.14 9.39
50 61.58 + 0.16 + 5.15 + 226.26 +
4.94 0.04 0.09 5.81
75 58.05 + 0.28 + 6.31 + 299.68 +
10.39 0.03 0.54 34.46
100 62.85 + 0.28 + 8.54 + 440.50 +
0.63 0.06 0.53 34.01
10000 60.85 + 0.30 + 9.59 + 8946.43 +
1.34 0.10 0.85 86.65
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Rer  (viral genome) — Rer  (genosensor)

1
Rcr  (genosensor) x 100

@

Rcr (viral genome) is equivalent to the circuit values of the recom-
binant plasmid samples, whereas Rct (genosensor) is composed of the
reading value of the sensor platform. ARcr% values are shown in
Table 1. Calibration curves exhibit a linear correlation with the loga-
rithmic value of the L1 gene concentrations (6, 16, 18, 31, and 33)
(Fig. 3a-e). The most conserved portion of the viral genome is repre-
sented by the nucleotide sequence of the open reading frame (ORF) of
the L1 gene. Table S5 displays the homology of the L1 gene for various
HPV genotypes.

The calculations 10c/s and 3.3c/s were utilized to determine the
limits of quantification (LOQ) and detection (LOD), respectively
(Table S5). The standard deviation of the intercept is represented by o,
while the slope or degree of curve inclination is represented by s [37].
The developed electrochemical biosensor revealed a LOD of
0.04 pg/mL, demonstrating remarkable sensitivity, significantly sur-
passing the detection limits reported in other studies, as shown in
Table 2, which brings a comparative analysis of previous biosensors.
Ultra-low detection capability is critical in applications where
trace-level analyte concentrations must be accurately quantified.

The correlation between the ARcr% response and the virus phylo-
genetics is shown in Fig. 4a. The IARC states that all papillomaviruses
studied in this work are members of the genus alphapapillomavirus,
which is a carcinogenic variety. The high-risk HPVs (HPV 16, 31, and
33) are members of the same phylogenetic branch, alpha-9, while HPV
18 is a member of alpha-7, and HPV 6 is a member of alpha-10 [29,30].
As a result, alphapapillomaviruses belonging to the same phylogenetic
branch have greater genetic similarity. Thus, HPVs from the same
branch exhibit a similar electrochemical response pattern. Another point
worth highlighting is the similarity in response between low-risk HPV 6
and high-risk HPV 18, despite belonging to different branches. This
occurs due to the pairing strength of the degenerate MY09 probe, ac-
cording to the complementarity of the analyzed sample. The platform
was assembled and stored at 4 °C for stability and regeneration in-
vestigations. During a week, the nanostructured platform remained
stable. The genosensor was stable for a day following the attachment of
the MYO09 probe. We regard the electrode as a single-use electrode as it
cannot regenerate at the same level of response.

A further parameter to verify the level of biological recognition on
the platform is the quantification percentage of the sensor layer
coverage (0), as follow [44]:

0—=1— (RCT (genosensor) > (3)
)

RCT(viral genome

ARcr (%) =

Rer(genosensor) corresponds to the electron transfer resistance of the
PPy_PAMAM-AuNPs_MYO09 layer, and Rcr(viral genome) represents the Rer
values after exposure to HPV recombinant plasmids. The biodevice
produced a notable response at all sample concentrations (Fig. 4b),
where 6 values rise proportionately to the plasmid concentration. The
sensor reached values of © = 0.83 (83 %) and 6 = 0.81 (81 %) for HPV 6
and 16, respectively, at a concentration of 100 pg.pL’l. Of note, it is
widely recognized that HPV 18 carries a significant oncogenic risk and is
present in about 70 % of all cervical cancer cases, whereas HPV 6 is
shown to be present in 90 % of cases of genital condyloma and laryngeal
papilloma. Additionally, the branched structure of PAMAM allowed for
widespread immobilization of the MY09 probe, improving the recogni-
tion of target oligonucleotides [41,45].

3.5. Selectivity test and evaluation of clinical samples

A three-dimensional plot was obtained using N, CPE, and R¢r values
(Fig. 5). The n value is a useful tool for characterizing how closely the
surface of an electrochemical biosensor platform matches ideal
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Table 2
Analytical performance of biosensors for detecting HPV compared to PPy AuNPs-PAMAM G5_MY09 genosensor.
Plataform Molecular target Analytical technique  Detection time  Limit of detection Reference
PPy-AuNPs-Cys-MY11-BSA HPV6 CV and EIS 15 min 0.37 pg.pL ! (8]
HPV16 HPV18 HPV45
HPV53 HPV54 HPV58
Gold electrode — AuNp/PANI - sonda HPV11 CV and EIS 15 min 2.74 pg.puL-! [171
HPV16
ITO surface/PPy/AuNp/Cys/ ProbeBSH16/BSA HPV16 HPV31 HPV33 HPV35 HPV52 HPV58 CV and EIS 15 min 57.14 fM [27]
HPV18
Au/Cu-PTCA/rGO/PDNA HPV16 SWv 1 a 20 min 2.15 fM [31]
Fe 3 O 4 -AuNPs-SPCE HPV16 DPV 30 min 0.1 nM [38]
rGO-MWCNT / AuNPs-L-cisteina-ssDNA HPV18 DPV 15 min 0.05 fM [39]
PAA-PSS-Avidin-DNA RP-biotina HPV16 DPV 30 min 22 fM [40]
HPV18 20 fM
MWCNT/NH 2 -IL-rGO-ssDNA HPV16 DPV - 1.3 nM [33]
Micro-gapped IDE Genosensor HPV18 vC 30 min 0.529 aM [41]
(micro-IDE)
Gold surface-GNRsTh—probe HPV16 HPV18 CV and EIS 30 min 3.5 amol L} [91
1.2 amol ™!
Au/APTES/CP/TD/AP1/AP2 HPV16 DPV 2h 5475 x 107'° mol/L [42]
GONRs/Ag@AuNPs HPV16 CV e EIS - 100 aM [43]
PPy-AuNPs-PAMAM G5-Probeyyoo-BSA HPV6 CV and EIS 5 min 0.04 pg. pL’1 This work
HPV58
HPV31
HPV33
HPV16
HPV18
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Fig. 4. ARcr (a) and surface coverage (b) of the PPy PAMAM-AuNPs_MYO09 biosensor as a function of the concentration of HPV plasmid samples.

capacitive behavior. If the n value is smaller, it could suggest that the
biosensor surface is rough or porous, which could be caused by nano-
materials or immobilized biomolecules. A smoother and more uniform
surface would be indicated by a higher n number closer to 1 [46].
Negative samples comprising the genomes of Candida albicans, acute
lymphoblastic leukemia with a 9:22 gene translocation, and tumor ne-
crosis factor-alpha (TNF-a) were subjected to the genosensor. TNF-a is a
biomarker that is crucial in mediating the inflammatory response [47].
It was utilized as a negative control sample since it was found to be
significantly elevated in HPV cases, particularly in malignancies like
cervical cancer [40,41,43]. Following the bioactivity test, we obtained
minimal changes in the ARcr values (TNF-a ARct = 9.81 %, leukemia
ARcT = 2.53 %, and Candida albicans ARct = 6.01 %) (Table S2). When
compared to the HPV clinical sample, these analytical results were
insignificant. Non-specific adsorption is the cause of the small variations
in interfacial resistance that have been noticed. Thus, the biodevice
exhibits analytical reliability and specificity for identifying the target
analyte in complex biological samples.

The analysis of the genosensor performance in identifying clinical

samples was also performed. The interaction of the platform with cer-
vical cell samples (cDNA) from female patients infected with HPV 6, 18,
and 31 (1-75 pg.uL 1) was evaluated using CV and EIS. The clinical
samples exhibited decreased oxidation/reduction currents in voltam-
metry (Fig. S5 a-c) and increased semicircle diameter in impedance
(Fig. S4 a-c). These reactions are associated with the MY09 probe and
cDNA samples, which form a hybrid DNA complex [37,42].

ARcr (%) was used to investigate the biodetection of the genosensor
in clinical samples (Table S2). The calibration curves exhibited a linear
correlation with the logarithmic values of the cDNA concentrations
(HPV 6, 18, and 31).

It was possible to confirm the formation of a hybrid DNA complex
between the MY09 probe and cDNA samples, attesting to the sensor’s
functionality. The analyzed cDNA samples are classified into low-risk
(cDNA 6) and high-risk groups (cDNA 18 and 31), belonging to
distinct phylogenetic branches, alpha-10, alpha-7, and alpha-9. As ex-
pected, due to belonging to different evolutionary branches, they
exhibited a notable difference in response patterns. Allowing for the
distinction between low-risk and high-risk HPV.
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Fig. 5. A three-dimensional plot was derived from the theoretical modeling of
the Nyquist spectra for the Rcr, CPE, and n variables.

4. Conclusion

In the present study, a label-free biosensor platform for the specific
detection of the HPV L1 gene in clinical samples was developed. An
improved electrochemical interface for the examination of recombinant
plasmids and ¢cDNA from HPV-infected patients was demonstrated by
the nanostructured system composed of an electropolymerized layer of
conductive polymer, dendrimer-functionalized gold nanoparticles, and
aminated MY09 degenerated probe. Topographic examination demon-
strated successful immobilization of the probe and its ability to identify
HPV oligonucleotide sequences. The Ppy PAMAM-AuNPs_ MY09 plat-
form was evaluated against prominent HPV genotypes (HPV 6, 16, 18,
31, and 33) using a calibration curve ranging from 1 to 100 pg.uL L. The
sensor demonstrated a noteworthy analytical performance with limits of
detection ranging from 0.04 to 1.38 pg.uL ! and limits of quantification
from 0.12 to 4.18 pg.uL ! with good selectivity among negative sam-
ples. The sensor also revealed superior electrochemical screening of
cDNA extracted from cervical cell samples, showing the platform’s
ability to distinguish high-risk HPV. The analysis time of 5 minutes is a
distinguishing feature compared to other biosensors. The developed
genosensor can be useful for clinical screening and HPV genotype
distinction, helping with the prognosis of several virus-related cancers.
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Figure captions
Fig. S1. (a) ATR-FTIR of the gold electrode after pyrrole polymerization and

functionalization and UV-vis analysis (b) of AuNPs before and after PAMAM coverage.
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Fig. S2. Cyclic voltammograms (a) and impedance spectra (b) for each step of assembly

of the biosensor. Inset: Randle’s equivalent circuit is used to fit the impedance

measurements.
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Fig. S3. Cyclic voltammograms of the PPy AuNPs-PAMAM G5 MYO09 biosensor to

different concentrations of high-risk HPV 33 (a), 16 (b), 18 (¢), 31 (d) and low-risk HPV

6 (e) genotypes at varying concentrations.
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Fig. S4. Impedance plots for cDNA samples from patients infected with HPV 18 (a), 31

(b) and 6 (¢).
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Fig. S5. Cyclic voltammograms for cDNA samples from patients infected with HPV 18
(a), 31 (b), and 6 (¢).
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Table S1. Equivalent circuit element data for the PPy AuNPs-PAMAM G5 MY09
genosensor platform impedance results.

Iw
Modified electrode Rcer (kQ CPE (uMho N AR
cr (kQ) (nMho) (uMho) cT
Bare gold electrode 0.08 +£0.004 28.33+£7.50 0.45+0.01 299 £6.92 299 +6.92
PPy 0.07+£0.02 0.71+£0.32 1.05+0.07 2090 +242 .48 2090 +242 .48
PPy-AuNPs-PAMAM G5 0.15+0.02 683.33 £80.82 0.60 +0.02 317 +£51.96 317+51.96
PPy-AuNPs- PAMAM
0.69 +0.04 10.34 £ 6.61 0.35+0.04 1623.33 £66.58 1623.33 +66.58
G5-MY09
PPy-AuNPs- PAMAM
1.58+£0.17 4.88 £1.59 0.46+0.14 1440 +£217.94 1440 +£217.94

G5-MY09-BSA




Table S2. Adjusted data of equivalent circuit elements obtained from fitted impedance

results for the cDNA samples from patients infected with HPV 6, 18, and 31 and negative

control.
cDNA samples Concentration CPE (nF) Rs (k) Rer(kQ) n ARct
(pg-nL™)

1 21.35+1.20 0.56 +0.02 3.37+0.33 0.42 +£0.03 113.60 + 14.87
10 26.65+9.54 0.49£0.11 4.32+0.36 0.38 £0.05 173.73 £22.82
HPV 6 25 36.17+9.19 0.46 £ 0.09 6.34+0.53 0.37+0.02 301.26 +34.02
50 41.03 +£6.50 0.48 £0.07 8.11+0.13 0.38 £0.04 413.60 + 08.50
75 4545 +4.54 0.39+£0.05 10.35+£0.21 0.38 £0.02 555.06 +£13.42
1 353+ 1.41 0.59 +£0.01 5.92 +£0.07 0.32 +0.06 275.11 +£3.48
10 279 +£9.89 0.51+0,06 6.75+0.29 0.19 £0.09 327.53 +£18.34
HPV 18 25 213 +8.48 0.61 £0.05 8.06 +0.09 0.23 £0.05 410.12 £6.26
50 193 +0.74 0.70 £0.03 11.8+0.11 0.24 +£0.05 646.83 = 11.41
75 171 £11.31 0.77 £2.75 16.15+£2.75 0.25+0.03 922.15+17.53

1 324+4.10 0.51+0.28 2.47+0.02 0.37+0.03 58.54 £3.48
10 422+4.24 0.51+£0.08 3.61£0.55 0.34+0.05 128.48 +34.90
HPV 31 25 54.95+1.90 0.51+0.35 4.72+0.19 0.31 +£0.02 198.73 £12.53
50 50.75 £ 12.23 0.52+0.28 6.14 +£0.26 0.30 +£0.03 279.74 £17.00
75 61.12+8.90 0.34+0.16 8.40 +0.45 0.28 =0.04 431.96 +29.08

Selectivity
assays

Acute lymphoid leukemia - 31.5+9.19 1.02 £0.04 1.62 £0.01 0.44 £0.02 2.53+£0.38

C. albicans - 54.31+20.15 0.11 £0.05 1.67+£0.12 0.45+0.09 6.01 £5.37

TNF-a - 14.3 £ 0.70 0.71 £0.02 1.73 £0.03 0.44 £0.07 9.81+0.31



Table S3. Amperometric anodic shift for the assembling process of the Ppy AuNPs-
PAMAM G5 _MY09 genosensor platform.

Ira before

Electrod dificati
ectrode modification hybridization (uA)

PPy 55.73 +£0.40
Ppy-AuNPs-PAMAM G5 83.79+£1.92
Ppy-AuNPs-PAMAM G5-MY09 41.09 +5.36
Ppy-AuNPs-PAMAM G5-MY09-BSA 46.89 +7.51




Tabela. S4. Amperometric anodic shift for assembling the Ppy AuNPs-PAMAM

G5 MY09 genosensor platform after exposure to recombinant plasmids and cDNA

samples from infected patients.

Analyte
concentration Ira (nA) Al (%)
(pg-uL™")
Low-risk oncogenic HPV
(plasmid samples)
1 4595 +0.14 2.04+£0.31
10 41.30+1.02 13.53 +£2.73
25 35.8+1.93 30.97 £ 6.56
Biosensor-HPV6 50 3498 £1.11 34.09 £4.25
75 28.7+2.94 63.37 £ 14.65
100 28.2+1.06 66.27 £5.93
10000 2344 +3.13 100.04 £22.56
High-risk oncogenic HPV
(plasmid samples)
1 24.67+0.32 90.08 £2.50
10 20.15+£0.35 132.74 £4.08
25 17.1£0.28 174.24 £4.53
Biosensor- HPV16 50 15.15+1.06 210.26 £21.72
75 11.9+0.14 294.22 +4.68
100 10.6 £0.14 342.39 £5.90
10000 0.87 +0.02 525.03 +£43.30
1 12.35+£2.17 285.67 £68.01
10 9.11+2.15 429.24 £125.22
25 8.03 £0.01 483.93 £1.02
Biosensor- HPV18 50 8.39+0.37 459.10 +£24.95
75 7.75 £ 1.00 510.15+79.05
100 6.06 £ 0.63 678.05 +81.70
10000 2.85+0.13 1544.20 +£77.37
1 24.34 £0.36 92.66 +£2.91
10 23.32+1.85 101.70 £ 16.02
25 24.94 £1.08 88.15+8.16
Biosensor-HPV33 50 22.09 +0.74 11233 +7.13
75 20.66 +0.74 127.10 £ 8.23
100 19.31 +£0.09 142.76 +1.15
10000 15.58 £2.45 204.64 +47.96
1 31.95+0.55 46.78 £2.53
10 28.11 £1.36 66.97 +£8.10
25 24.94 +1.08 88.15+8.16
Biosensor-HPV31 50 15.51+£0.24 202.26 £4.82

10



75 10.21 £0.29 359.45+13.36
100 4.71 £0.06 894.57 £ 13.42
10000 1.62 £0.16 2810.41 +£304.88
Assays with cervical
specimens
(cDNA samples)
1 1.96 £0.02 196.40 + 2.64
10 2.35+£0.01 235.16 £1.01
HPV31 25 2.63 £0.09 263.34 £9.95
50 3.55+£0.05 355.71 £5.01
75 5.60+0.30 560.18 = 30.18
1 0.30 £0.09 30.86 £9.73
10 1.05+0.11 105.67 +£11.65
HPV18 25 2.85+0.18 285.26 + 18.55
50 471 +0.24 471.66 £ 24.61
75 5.78+£0.13 578.21 £13.17
1 1.26 +£0.01 126.57 +1.00
10 2.40 +£0.32 240.33 +32.34
HPV6 25 3.21+£0.40 321.35+£40.50
50 4.04 £0.26 404.61 £26.45
75 6.02+£0.72 602.55 +72.55

11



Table S5. Sequences of nitrogenous bases of the L1 gene for different HPV genotypes.

Family Type of HPV

Access number

HPV 16 FJ006723.1
F16 HPV 31 HQ537668.1

HPV 33 HQ537694.1
F18 HPV 18 GQ180791.1
F6 HPV 6 AF092932.1

12
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