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RESUMO

O Papiloma Virus Humano (HPV) causa uma infeccao sexualmente transmissivel de
alta prevaléncia no mundo, causando diversas lesbes como a verruga comum € a
verruga genital. O diagndstico do HPV é baseado nos achados clinicos somado aos
resultados laboratoriais, onde o principal teste laboratorial utilizado € o PCR. Mesmo
sendo o padrao ouro na triagem do HPV, o PCR exibe um alto custo e méo de obra
especializada, além de um alto intervalo de tempo para aquisicdo do resultado.
Desta forma, se faz necessario o desenvolvimento de métodos analiticos com
potencial inovador que possibilitem o rapido diagnostico com baixo limite de
deteccdo, tais como os biossensores. No presente trabalho, foi desenvolvido um
genossensor baseado em poli (acido tiofeno3-acético) (PTAA) para a biodeteccao de
diferentes subtipos de HPV em amostras de cDNA de pacientes infectados com alto
e baixo risco de desenvolvimento de cancer no colo do Utero. O eletrodo de trabalho
de ouro foi modificado através da polimerizacdo do PTAA funcionalizado com grupos
carboxilicos, apds essa etapa, foi adsorvido duas sondas distintas para a deteccao
do HPV, a sonda p53 e a sonda MY11l com ativacdo por EDC/NHS. A capacidade
sensora do biossistema foi avaliada por analyses distintas de voltametria ciclica e
espectroscopia de impedancia eletroquimica para cada uma das sondas utilizadas,
frente a amostras séricas contendo diferentes concentracdes de HPV e do controle
negativo. Em adicdo, foi realizada a caracterizacdo topografica das superficies
modificadas por meio da Microscopia de Forgca Atdmica (AFM). A reducdo nas
correntes de picos catddicas (ipc) e anddicas (ipa) foram observados a medida que o
genossensor foi exposto as amostras contendo diferentes concentracdes de HPV. O
genossensor apresentou uma excelente capacidade sensorial, detectando baixas
concentracbes de HPV e distinguindo do controle negativo. As analises
impedimétricas revelaram um aumento na resisténcia a transferéncia de carga (Rct)
diretamente proporcional ao processo de bioreconhecimento via hibridizacdo a partir
da interacdo do biorreceptor com a amostra de HPV com subtipos para baixo e alto
risco oncogénico. Em adicdo, as imagens de AFM revelaram uma rugosidade
heterogénea da superficie, caracteristico do processo de interacdo molecular. Os
resultados indicaram uma boa sensibilidade, especificidade e biocompatibilidade do
genossensor, e a potencial utilizagdo do PTAA como filme para a imobilizagcdo da
sonda de estudo para HPV.

Palavras-chave: Biossensor. Papilomavirus. Eletroquimica. PTAA. Microscopia de
forca atbmica.
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ABSTRACT

The Human Papilloma Virus (HPV) causes a highly prevalent sexually transmitted
infection worldwide, causing various lesions such as common warts and genital
warts. The diagnosis of HPV is based on clinical findings added to laboratory results,
where the main laboratory test used is PCR. Even though it is the gold standard in
HPV screening, PCR has a high cost and specialized labor, in addition to a long time
interval for acquiring the result. Thus, it is necessary to develop analytical methods
with innovative potential that allow rapid diagnosis with a low detection limit, such as
biosensors. In the present work, a genosensor based on poly (thiophene-3-acetic
acid) (PTAA) was developed for the biodetection of different HPV subtypes in cDNA
samples from infected patients with high and low risk of developing cervical cancer.
The gold working electrode was modified through the polymerization of PTAA
functionalized with carboxylic groups, after this step, two distinct probes were
adsorbed for the detection of HPV, the p53 probe and the MY11 probe with activation
by EDC/NHS. The sensor capacity of the biosystem was evaluated by different
analyzes of cyclic voltammetry and electrochemical impedance spectroscopy for
each of the probes used, against the serum sample containing different
concentrations of HPV and the negative control. In addition, the topographic
characterization of the modified surfaces was performed using Atomic Force
Microscopy (AFM). The reduction in cathodic (ipc) and anodic (ipa) peak currents
was observed as the genosensor was exposed to samples containing different
concentrations of HPV. The genosensor showed excellent sensory capacity,
detecting low concentrations of HPV and distinguishing it from the negative control.
Impedimetric analyzes revealed an increase in resistance to charge transfer (Rct)
directly proportional to the biorecognition process via hybridization from the
interaction of the bioreceptor with an HPV sample with subtypes for low and high
oncogenic risk. In addition, the AFM images revealed a heterogeneous surface
roughness, characteristic of the molecular interaction process. The results indicated
good sensitivity, specificity and biocompatibility of the genosensor, and a potential
use of PTAA as a film for the immobilization of the HPV study probe.

Keywords: Biosensor. Papilomavirus. Electrochemistry. PTAA. Atomic force
microscopy.
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1 INTRODUCAO

O céancer de colo de utero, também conhecido como cancro uterino, se refere
a uma condi¢do patoldgica neoplasica causada principalmente pelo Papiloma Virus
Humano (HPV) (Kai et al., 2019; Magalh&des et al., 2021). Pois os subtipos de alto
risco do HPV séo responsaveis pelo processo neoplasico maligno, principalmente
em células escamosas das regifes da ceérvice uterina e/ou endométrio, tendo em
vista que aproximadamente 100% dos casos de céancer cervical em todo o mundo
sdo positivos para DNA oncogénico do HPV (Kai et al., 2019; Magalhaes et al.,
2021).

Os métodos de diagnostico atuais para o cancer de colo de Gtero versam
sobre avaliacdo citolégica ou inspecdo visual. A principio, é realizada uma
anamnese com exames citoldgicos dirigidos principalmente aos fatores de risco e
aos sinais e sintomas relacionados ao cancer, como o teste de Papanicolau. Em
seguida, sado realizados exames moleculares, que geralmente apresentam custo
elevado e demanda de tempo para liberacdo dos resultados. Desta forma, estes
métodos ou apresentam baixa especificidade ou séo laboriosos e caros. Em relagcéo
ao desenvolvimento de métodos de diagndsticos inovadores, a biotecnologia oferece
excelentes oportunidades para a concepcdo de biossensores ultra-sensiveis e
bioensaios (Zhang et al., 2008).

Na concepc¢do de novos métodos de diagndstico, os biossensores ganham
destaque. Eles sao dispositivos que utilizam um material de origem bioldgica
acoplado a um transdutor sendo capaz de gerar um sinal mensuravel. Neste grupo,
o desenvolvimento de um genossensor impedimétrico para deteccdo do HPV conta
com a capacidade de identificar o material genético do virus de forma mais pratica a
partir de uma analise de impedancia eletroquimica. Eles consistem em plataformas
que servem de transdutor base para fixacdo da sonda genética, que ir4 interagir com
o DNA complementar encontrado na amostra, possibilitando um rapido diagndéstico
(Taha et al., 2020).

Polimeros condutores, como o poli (acido tiofeno 3-acético), vém sendo
aplicados no desenvolvimento de biossensores, diante de suas propriedades, como

estabilidade quimica, boa condutividade elétrica e biocompatibilidade (Nair et al.,
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2019). Estes polimeros apresentam caracteristicas estruturais quimicas que
favorecem as modificacdes covalentes essenciais para o desenvolvimento de
dispositivos sensores. (Li et al, 2007; Wang et al., 2014).

Os métodos eletroanaliticos complementares, como a voltametria ciclica (VC)
e espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE), sdo utlizados no
desenvolvimento dos biossensores nanoestruturados para a obtencdo de
propriedades elétricas mensuraveis de biomoléculas. Além dessas técnicas, através
da microscopia de forca atdbmica (AFM) é possivel obter imagens da superficie do
eletrodo a cada camada adsorvida, visando sua caracterizacdo estrutural e
topogréfica (Ferreira et al, 2006). Neste trabalho, hd o destaque para o0s
genossensores, que sdo Uteis na avaliacdo de fragmentos de DNA oncogénico do
HPV. Desse modo, a alta sensibilidade e o baixo custo dos biossensores torna
possivel realizar um diagndstico preciso dos estagios primarios da infeccéo
(Mahmood et al., 2020).

Assim, a associacdo da nanomateriais e técnicas eletroquimicas de analises
sao essenciais para o desenvolvimento de novos sistemas sensores. Neste trabalho,
foi desenvolvido um biodispositivo com filmes de poli (acido tiofeno 3-acético) e
sondas MY11 e p53. Tendo como objetivo detectar e identificar, respectivamente,
amostras de plasmideos e cDNA de HPV de maneira rapida, simples e precisa,
garantindo o diagndéstico precoce desta doenca.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 PAPILOMAVIRUS HUMANO

O Papiloma Virus Humano (HPV) é um virus com mais de 400 tipos distintos
ja registrados, com cerca de 200 tipos com capacidade de infectar o ser humano. O
HPV pertence a familia Papillomaviridae, possui um comprimento de
aproximadamente 55 nm de didametro e apresenta uma capsula proteica que contém
seu DNA circular de dupla hélice (Figura 1). Seu genoma € dividido nas regides
distal (L), proximal (E) e a ndo codificante (NCR). A regido L é responsavel por
codificar e sintetizar as proteinas da estrutura do virus por meio dos genes L1, L2,
enquanto que a regido E esté envolvida na replicagdo viral e controle de transcricao
por meio dos genes E1 e E2. Os principais genes responsaveis pela atividade
oncogénica do virus sdo os E5, E6 e E7 (Magalhdes et al., 2021). E apesar de néao
apresentar atividade codificante, a regido NCR apresenta a maioria dos elementos

reguladores responsaveis pela replicacdo do DNA viral (Araldi et al., 2017).

Figura 01 - Estrutura esquematica ampliada do virus papiloma: externa e interna.

_ _ _ PROTEINA DO CAPSIDEO
— . CAPSIDEO
DNAVIRAL - -

Fonte: Thumbs dreamstime, Adaptado. (acessado em: novembro de 2021).
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Cerca de 1% das lesbGes provocadas pelos subtipos de HPV de alto risco
levam ao desenvolvimento de tumores invasivos (Da Silva et al., 2020). Grande
parte dos sistemas imunolégicos da populacéo € capaz de eliminar o virus e evitar a
infeccdo naturalmente, todavia, quando a infec¢ao persiste por uma falha do sistema
imunoldgico, o virus se torna capaz de se infectar e se proliferar no organismo do
hospedeiro (Sendagorda et al.,, 2019). Desse modo, o HPV provoca falhas no
crescimento celular, o que leva ao desenvolvimento de lesdes e do possivel
crescimento tumoral (Szymonowicz et al., 2020). A infeccdo do virus no ser humano
€ caracterizada clinicamente por lesdes visiveis na pele ou mucosas, como também
podem estar presentes subclinicamente devido a uma infecgédo adquirida na infancia.

A transmissao do HPV ocorre através do contato fisico, comumente por meio
do ato sexual devido a entrada do virus por meio das microlesdes formadas durante
0 ato, como também pode ser transmitido pelo compartiihamento de utensilios
contaminados e entre mée e filho durante o parto (Araldi et al., 2018). Atualmente,
ainda néo existe um tratamento definitivo para o HPV, desse modo, o meio de

prevencao mais eficaz contra essa infeccdo é a vacinacao. (Soheili et al., 2021).

2.1.1 Subdivis6es do Papiloma Virus Humano

O HPV ¢é subdividido em diferentes grupos de baixo e alto risco de acordo
com sua Vviruléncia e atividade oncogénica. Essa divisdo ocorreu ao longo da
evolucdo do papilomavirus, no qual mutacdes polimoérficas ocasionaram diferentes
variagcdes nas regides proximais e distais do gene do HPV, levando a diferentes
caracteristicas filogenéticas do virus, o que proporcionou diferencas em sua
viruléncia (Chan et al., 2019). O grupo de baixo risco corresponde aos subtipos de
HPV 6, 11, 53, 66, 70, 73 e 82. Enquanto que, o grupo de alto risco corresponde aos
subtipos 16, 18, 31, 33, 35, 51, 52, 56, 58, 59 e 68. Os subtipos de alto risco sao
responsaveis pelo processo neoplasico maligno da regido anogenital, com o
envolvimento de praticamente 100% dos casos de cancer de células escamosas do
colo do utero, de 85% dos tumores anais e de 50% dos tumores penianos e vulvares
(Magalhaes et al., 2021).

Ademais, entre os subtipos de alto risco existentes do virus, os subtipos 16 e
18 sé&o os que apresentam a maior capacidade oncogénica, devido a maior atividade
oncogénica de suas proteinas E5, E6 e E7. A proteina E5 atua na evasédo imune do
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virus e também aumentando o pH endossomal por meio da interacdo com a
protonATPase vacuolar, impedindo a degradacdo do receptor de fator de
crescimento epidérmico (EGF), o que propicia o aumento dos estimulos de
crescimentos ocasionados por esse hormonio. Além disso, a oncoproteina E6 tem a
capacidade de aumentar o crescimento celular tumoral principalmente por meio da
reducdo dos niveis da proteina supressora de tumor p53 através de sua regulacéo
negativa e degradacao por ubiquitinacdo. Outrossim, a proteina E6 também induz a
elevacdo na atividade do gene transcriptase reversa da telomerase humana por
meio do aumento de sua expressao génica, e, desse modo, em conjunto a outras
alteracdes genéticas, causam a imortalizacdo das células tumorais. E a oncoproteina
E7 atua em conjunto com a E6 provocando mutacdes e instabilidade gendmica, além
da sua capacidade inibitéria da proteina supressora de tumor pRb, resultando no
aumento da atividade do fator de crescimento E2F (Araldi et al., 2018; Gupta et al.,
2018).

2.1.2 Epidemiologia Atualizada do HPV

O papilomavirus humano é responsavel pela infeccdo sexualmente
transmissivel mais comum no mundo, ficando acima de infeccdes por herpes e virus
da imunodeficiéncia humana (Wendland et al.,, 2020), com a estimativa global de
risco de infeccdo pelo HPV é de 15% a 25% para cada novo parceiro sexual
(Carvalho et al., 2021). O cancer cervical causado pela infec¢cdo dos subtipos de alto
risco do virus também possui um alto impacto no mundo, com uma estimativa média
anual de 230.000 mortes, principalmente em paises em desenvolvimento (Manini et
al., 2018). Ademais, de acordo com a Organizacao Mundial da Saude (OMS), no ano
de 2020, mais de 500 mil mulheres foram diagnosticadas com esse cancer de colo
de utero e aproximadamente 342 mil vieram ao o6bito.

No Brasil, 0 HPV apresenta uma taxa de infecgdo variavel em relagédo ao sitio
de infecgdo, devido ao tamanho e diversidade socioecondmica do pais, com uma
maior prevaléncia de 36.21% na regido peniana e com taxas de 25.68% na regiao
anal, 25.41% na regiéo cervical e 11.43% na regido oral (Colpani et al., 2020).

Ademais, de acordo com Instituto Nacional do Céancer (Inca), no Brasil, esse
tipo de cancer possui também um impacto significativo para a saude publica, pois

apresenta a taxa de mortalidade ajustada pela populagcdo mundial de 4,60 6bitos/100
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mil mulheres, em 2020. Na regido nordeste, o cancer de colo de Gtero apresenta um
impacto ainda maior, com taxa de mortalidade de 5,58/100 mil mulheres, ocupando
o terceiro lugar no Brasil em relacdo ao numero de mulheres mortas por cancer de
colo de utero (INCA, 2020).

Em Pernambuco, o carcinoma de colo uterino também possui valores
expressivos, estando em quarto lugar no Nordeste na incidéncia de novos casos
para o ano de 2022, com uma estimativa de novos casos de 730/100 mil mulheres
(INCA, 2019). Ademais, o estudo epidemiolégico de Cavalcanti (2022) também
confirma esses dados em Pernambuco e suas Macrorregides, demonstrando altas

taxas de mortalidade de 2.989 ébitos em mulheres no periodo entre 2010 e 2019.

Figura 02 - Distribuicdo espacial das taxas brutas de incidéncia por 100 mil mulheres,
estimadas para 0 ano de 2023, segundo Unidade da Federacado (neoplasia maligna
do colo do utero).
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estimada de 15,18 casos para
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Fonte: INCA, 2022.

2.1.3 Métodos de Diagndstico Atuais Para o HPV

A forma de diagnéstico atual da infeccdo pelo HPV € realizada
prioritariamente por meio da anamnese e do exame clinico do paciente nos casos da
presenca de condiloma (verrugas anogenitais). ApOs isso, para 0s casos de
pacientes do sexo feminino em que se tenha suspeita do desenvolvimento do tumor
cervical, é necessario que seja realizado também o0 exame citolégico por meio da

andlise de alteracdes de esfregacos cervicais, denominado teste de Papanicolau,
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para avaliar os fatores de risco relacionados ao céncer. Todavia, devido as
limitagBes por ser apenas um teste morfologico, tem-se a necessidade de realizar
exames moleculares para a confirmacdo do subtipo do HPV para o diagnostico, e
desse modo, direcionar o analista para o diagnéstico correto (Carvalho et al., 2021).
Entre esses exames, destacam-se a captura hibrida, uma técnica simples,
rapida e de baixo custo, todavia, € incapaz de distinguir o DNA especificamente os
tipos virais de alto risco, além de ndo ser capaz de detectar de forma adequada a
presenca do HPV no inicio da infeccéo. E a reacdo da polimerase em cadeia (PCR),
sendo o0 padrao ouro para o diagnoéstico do HPV, tem elevada sensibilidade e
especificidade na identificacdo do DNA do HPV. A técnica de PCR é baseada na
inicialmente na extracdo do material genético, adicionando logo ads uma mistura
contendo desoxirribonucleotideos trifosfatos, os primers, DNA polimerase e tampéao.
Toda essa mistura é colocada em um termociclador, onde ocorrem as etapas de
desnaturacdo, anelamento e extensao, para que o resultado seja analisado através
de uma eletroforese em gel de agarose ou de poliacrilamida. Todavia, apresenta
custo elevado devido aos equipamentos sofisticados e méo de obra especializada

para evitar possiveis erros técnicos e analiticos. (Fonseca et al., 2016).

2.2 NOVAS ESTRATEGIAS DE DIAGNOSTICO DE HPV POR BIOSSENSORES

Os métodos de diagndstico atuais para o diagnostico especifico do HPV
demandam tempo de analise e custo elevado. A partir disso, torna-se perceptivel a
necessidade do desenvolvimento de novos métodos de diagndstico para o
papilomavirus. Nesse sentido, 0s biossensores nanoestruturados sdo uma
alternativa promissora para desempenhar esse papel, pois 0s biossensores
direcionados para o HPV detectam fragmentos de DNA oncogénico do virus e 0s
genes supressores de tumor alvo desse virus, desse modo, garantindo uma alta
sensibilidade e especificidade ao método, que em conjunto ao seu baixo custo, torna
possivel realizar um diagndstico preciso dos estagios primarios da infeccao, e, dessa
forma, contribuindo para o tratamento mais eficiente do paciente (Avelino et al.,
2020; Mahmood et al., 2020).

De modo geral, os biossensores sdo dispositivos capazes de obter
propriedades elétricas mensuraveis de biomoléculas de interesse clinico por meio de

mudancas bioquimicas e fisioldgicas, 0 que garante alta sensibilidade e
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especificidade ao método. Ademais, o biossensor é um método de andlise difundido
na pesquisa atualmente, devido a sua variedade de uso, incluindo pesquisas
recentes do seu uso para a deteccdo do coronavirus, como possivel forma de
diagnoéstico da Sindrome Respiratéria Aguda Grave por coronavirus (SARS-CoV)
(Taha et al., 2020).

Os biossensores sao dispositivos de ampla utilidade devido a sua rapidez,
praticidade e ao seu baixo custo, incluindo também seu potencial de detectar
simultaneamente diferentes biomoléculas em uma Unica andlise (Jayanthi et al.,
2017; Fan et al, 2020). Esses sensores nhanoestruturados sao compostos
basicamente por um biorreceptor responséavel reconhecer e ligar-se especificamente
ao analito; uma superficie capaz de receber o sinal gerado pela interacdo dos
componentes funcionalizados em sua estrutura com o analito; um transdutor que tem
a funcd@o de converter a reacdo bioquimica em um sinal mensuravel; e uma parte
eletrdnica ou um software responsavel por preparar o sinal recebido (Figura 03),
amplificando para um formato digital que sera interpretado pelo analista (Taha et al.,
2020).

Figura 03 - Esquema representativo dos componentes de um biossensor.
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Fonte: Calil et al. 2014.

2.2.1 Classificacédo dos Biossensores

Os biossensores podem ser subdivididos pelo transdutor, que realiza sua
funcéo de converter o sinal bioquimico em um sinal mensuravel tal como alteragdes

de carga e/ou massa, luz, calor e entre outras mudancas detectadas pelo sensor de
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forma diretamente proporcional a quantidade de interagbes entre o analito e o
bioreceptor.

Os transdutores podem ser classificados, de forma geral, de acordo com sua
forma de conversdo, como em Optico, piezoelétrico, calorimétrico e eletroquimico
(Calil et al., 2021). Outrossim, entre esses tipos de transdutores, o0s eletroquimicos
sdo o0s que mais se destacam, devido ao seu custo-beneficio e a maior
susceptibilidade em miniaturizar a estrutura do biossensor (Blair et al., 2019;
Mahmoodi et al., 2020). Os Biossensores também sao divididos de acordo com o
bioreceptor especifico para as diversas possibilidades de analitos que podem ser

detectadas, demonstrados na Figura 04.

Figura 04 - Esquema representativo dos tipos de receptores para construcao de
biossensores.
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Fonte: Préprio autor (2022).
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Essa caracteristica permite que seu uso se adeque ao tipo de resposta
desejada pelo analista, o que traz a essa tecnologia grande interesse cientifico e do
mercado industrial (Bhalla et al.,, 2016). Desse modo, serdo descritos os tipos de
biossensores de acordo com as possiveis biomoléculas utilizadas como

biorreceptores:

2.2.1.1 Imunossensor

E atribuida essa classificacdo ao biossensor que utiliza os anticorpos como
biomolécula, no qual a forma de deteccdo se encontra na formagdo de um
imunocomplexo entre o biorreceptor e o analito, que nesse caso € 0 antigeno alvo.
(Liu, D. et al, 2020). Ademais, esse tipo de reconhecimento especifico
antigenoanticorpo garante uma excelente sensibilidade e especificidade ao método,
gue em conjunto a sua praticidade causada pela auséncia da necessidade de
purificar a amostra e da grande variedade de anticorpos disponiveis, 0 torna uma

excelente ferramenta de pesquisa e diagnostico (Evtugyn et al., 2018).

2.2.1.2 Aptassensores

Outrossim, os aptassensores utilizam os aptameros como biorreceptor, que
sdo compostos de fitas curtas de nucleotideos de DNA produzidos sinteticamente,
porém ao contrario da sonda utilizada nos genossensores, 0s aptameros tém sua
estrutura semelhante anticorpos, com a capacidade de identificar e interagir com
diversos tipos de proteinas. Os aptameros apresentam vantagem na deteccao de
multiplos alvos em relacdo aos métodos que utilizam os anticorpos tradicionais, pois
nao apresentam a reacdo cruzada que pode ocorrer entre esses anticorpos, 0 que
permite 0 uso dessas biomoléculas para o desenvolvimento de biossensores
multiplexados (Calil et al., 2021; Fan et al., 2020).

2.2.1.3 Genossensores
Os genossensores apresentam uma elevada sensibilidade e especificidade

devido a base de sua deteccdo basear-se na ligacdo por complementaridade entre a
sonda primer utilizada em relacdo ao fragmento de DNA/RNA de interesse, processo
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esse conhecido como hibridizacdo (Chauhan et al., 2016). Esse tipo de estudo é de
grande utilidade na saude para e pesquisa do material genético de virus, bactérias e
outros organismos infecciosos, como também se tem grande utilidade para a
pesquisa do DNA oncogénico de células neoplasicas ou de mutacdes no material
genético de modo geral (Civit et al., 2012; Butterworth et al., 2019; Mahmoodi et al.,
2020).

2.3 MATERIAIS PARA A COMPOSICAO DO BIOSSENSOR

O desenvolvimento de plataformas biossensoras necessita de polimeros ou
nanomateriais que auxiliem a imobilizacdo de biomoléculas da superficie do eletrodo
de trabalho e na captacdo de sinal elétrico. Desse modo, € imprescindivel a escolha
e manuseio adequado da plataforma e de sua funcionalizacdo ideal para garantir

uma interacao estavel e eficiente entre essas moléculas (Ganji, 2009).

2.3.1 Polimeros Intrinsecamente condutores

Os polimeros condutores, tal como polianilina, politiofeno e polipirrol, tém sido
amplamente empregados como matrizes de imobilizagdo em pesquisas de
biossensores devido as suas excelentes caracteristicas intrinsecas, como alta,
facilidade de seu manuseio e boa estabilidade térmica e quimica (Wen et al., 2012;
Aydin et al., 2020). Ademais, outra caracteristica importante desses nanomateriais é
a capacidade de imobilizar grupos funcionais como &cido carboxilico, amino, epéxi e
tiol aos grupos laterais de polimeros condutores, o que permite conjugar o filme do
polimero com as demais estruturas do biossensor por meio de ligacdes fortes, e,
dessa forma, sendo de grande utilidade como um microambiente adequado para
biomoléculas e alta superficie condutora para transferéncia de elétrons (Aydin et al.,
2020).

2.3.2 Politiofeno
Além de suas caracteristicas intrinsecas de um polimero condutor, o

politiofeno apresenta baixo custo e uma versatilidade estrutural que proporcionam o

seu uso em distintos campos, como na bioeletrénica e biotecnologia (Aydin et al.,



24

2020). Ademais, o politiofeno também é um dos principais polimeros que tem sido
utilizado como no campo de biossensor para imobilizar biomarcadores de modo
geral, como enzimas e fragmentos de DNA (Le Floch et al., 2005; Nandini et al.,
2014). Portanto, o filme eletrodepositado de politiofeno (Figura 05) apresenta
propriedades fisico-quimicas essenciais para o desenvolvimento de genossensores.
(Wen et al., 2012; Voccia et al., 2017; Aydin et al., 2020).

Figura 05 - llustracdo da estrutura quimica do tiofeno e politiofeno.
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Fonte: Préprio autor (2022).

2.4 TECNICAS PARA CARACTERIZACAO DO BIOSSENSOR ELETROQUIMICO

Para o desenvolvimento de um biossensor eletroquimico, € necessario 0 uso
de técnicas que executam a avaliacdo da montagem da nanoestrutura neste, como
também o uso de métodos que validem os resultados por meio da comparacao dos
resultados experimentais obtidos com os tedricos esperados. Entre as técnicas
utilizadas para a realizacdo dos experimentos, os métodos eletroanaliticos de
voltametria ciclica (VC) e espectroscopia de impedéancia eletroquimica (EIE) sao os
mais amplamente utilizados, devido a sua ampla gama de utilidades e dados
experimentais obtidos por meio dessas técnicas. (Stupin et al., 2021).

Vale ressaltar que o desenvolvimento de um biossensor eletroquimico é feito
por meio do uso de uma célula eletroquimica, assim como demonstrada na figura
06. Nesse sentido, a célula eletroquimica € composta basicamente pelo eletrodo de
trabalho, onde é montado o biossensor; pelo eletrodo de referéncia que é
responsavel por gerar uma diferenca de potencial em conjunto ao eletrodo de
trabalho; e pelo eletrodo auxiliar, que tem como fung&o receber a corrente gerada
em conjunto ao eletrodo de trabalho, e, desse modo, evitando que ocorram

interferéncias na corrente constante do eletrodo de referéncia (Pacheco et al., 2013).
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Figura 06 - Esquema representativo de uma célula eletroquimica.
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Fonte: Holzmann, 2020

2.4.1 Voltametria ciclica

A voltametria ciclica € um método analitico comumente utilizado para a
caracterizacdo de experimentos eletroquimicos. O principio de funcionamento dessa
técnica baseia-se na aplicagcdo de uma diferenga de potencial (ddp), gerando uma
reacdo eletroquimica reversivel entre a superficie do biossensor e a solucdo
eletrolitica, que se inicia através da reducdo do composto (sonda redox) por meio da
aplicacdo de um potencial para regides mais positivas (anddica), gerando um pico
de corrente proporcional a concentracdo desse composto.

Apés esta etapa ter atingindo seu pico maximo, no qual nenhuma reacéo de
oxidacdo ocorra, o potencial entdo € aplicado no sentido inverso da reagdo inicial,

em que os produtos gerados do processo de oxidacdo inicial serdo reduzidos,
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gerando um pico catddico inverso e simétrico ao anddico, formando o grafico de
voltametria ciclica (Figura 7). (Grieshaber et al., 2008).

Ademais, o grafico voltamétrico gerado apresenta configuracdes diferentes de
acordo com o tipo de material e solucdo eletroanalitica utilizada, o que garante
respostas Unicas e especificas de cada analito estudado, tornando essa técnica
muito Gtil para a pesquisa da termodindmica das reag¢Bes quimicas oriundas da
transferéncia de massa e de carga entre o analito € a superficie do eletrodo

(Pacheco et al., 2013; Magar et al., 2021).

Figura 07 - Esquema representativo de um voltamograma, destacando pontos de
oxidacao e reducao formados durante a passagem da corrente.
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Fonte: Préprio autor (2022).

2.4.2 Espectroscopia de impedancia eletroquimica

A técnica de EIE € um dos métodos eletroanaliticos mais importantes devido
a algumas vantagens em relacdo aos outros testes. Entre essas vantagens,
podemos citar a sua forma de andlise, que se baseia no principio de aplicar uma

onda de potencial alternada de pequena amplitude através de uma ampla faixa de
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frequéncia, captando as ondas resultantes da passagem de corrente elétrica, que
sdo visualizadas por meio desse bloqueio parcial da transferéncia de carga
ocasionado pela presenca do biossensor e das moléculas de interesse (Ribeiro et
al., 2015; Aydin et al., 2020; Stupin et al., 2021).

Esses resultados experimentais obtidos sdo visualizados por meio do gréfico
de Nyquist (Figura 8), que é caracterizado pelo eixo X, que representa a parte real
da impedancia, e o0 eixo Y representando a parte imaginaria/tedrica. Outrossim, o
grafico de Nyquist também & um fator determinante para o estudo comparativo com
um circuito equivalente, que é ajustado de acordo com o tipo de gréafico obtido, que
pode variar de acordo com a composicao da superficie do eletrodo de trabalho e da

reacao eletroquimica obtida (Magar et al., 2021).

Figura 08 - Circuito equivalente do tipo Randles (inserido) e sua resposta idealizada
na EIE. As descri¢cdes dos componentes estao no texto.
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Fonte: Préprio autor, 2022.

Entre os circuitos equivalentes desenvolvidos, o circuito equivalente de
Randles € um dos comumente utilizados para o estudo de biossensores
nanoestruturados, devido aos valores do circuito apresentar resultados tedricos
semelhantes aos obtidos experimentalmente, permitindo a confirmacéo tedrica de
forma pratica e confiavel (Carvalho, De et al., 2006; Ribeiro et al., 2015; Stupin et al.,

2021).
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O circuito de Randles é caracterizado pelos seguintes componentes:
resisténcia da solugéo (Rs), capacitancia de dupla camada na superficie do eletrodo
(Cdl), resisténcia a transferéncia de carga (RCT) e impedancia de Warburg (ZW),
que ocorre devido ao processo de difusdo entre o eletrodo e o eletrdlito (Ribeiro et
al., 2015; Teixeira et al., 2014; Magar et al., 2021).

2.4.3 Microscopia de forca atomica (AFM)

O AFM é uma técnica com diversas aplicacfes que pode ser utilizada para
realizar as analises topogréficas da superficie e do processo de montagem e
bioreconhecimento do biossensor. E para o estudo da superficie do eletrodo, é
comumente utilizado o AFM de modo n&o-contato, no intuito de se ter nenhuma
perturbacdo ou arraste do nanomaterial presente no biossensor (Figura 9). Essas
imagens tridimensionais em alta resolucdo sao obtidas através do mapeamento da
superficie do biossensor.

Esse processo é feito comumente em uma superficie que mimetiza um
biossesor e seu biorreconhecimento por meio de uma sonda composta de uma
ponteira piramidal fina que interage com a superficie a nivel atbmico, processo esse
denominado de deflexdo, que acarreta em diferentes variacbes topograficas na
medida em que interage com estruturas e materiais distintos. Outrossim, essa
ponteira é conectada a um cantilever que é responséavel por receber e traduzir as

informacg0des produzidas (Ferreira et al., 2006).

Figura 9 - Diagrama do modo de operacédo do AFM de modo ndo-contato.

Fonte: Liu SY, 2010.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver um nanodispositivo genossensor baseado em filmes finos de poli (acido

tiofeno-3-acético)(PTAA) para a deteccdo de papilomavirus humano.

3.1.1 Objetivos Especificos

e Realizar a eletrodeposicdo de filmes de poli (acido tiofeno 3-acético) sobre a
superficie de eletrodo de ouro;

e Confeccionar e avaliar as caracteristicas elétricas de filmes nanoestruturados
formados por poli (acido tiofeno 3-acético) sobre superficie de eletrodo de ouro;

e Estudo voltamétrico e impedimétrico de filme fino composto por PTAA,;
e Obtencado dos diagramas de Nyquist com diferentes concentragdes da sonda de

HPV sobre o filme de PTAA através de espectroscopia de impedancia
eletroquimica;

e Avaliar a termodinamica de interacdo PTAA-sonda;

e Determinar o circuito equivalente para os sistemas analisados por meio da
avaliagdo do comportamento interfacial da capacitancia da dupla camada elétrica,
resisténcia de transferéncia de carga e resisténcia de Warburg;

e Avaliacao morfoldgica através de microscopia de forca atbmica;

e Avaliar a performance do genossensor frente a amostras contendo diversas
concentra¢gdes de papiloma virus humano (HPV), através de voltametria ciclica e

impedancia eletroquimica.
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4 METODOLOGIA

4.1 MATERIAIS

O &cido 3-tiofeno acético (TAA), 1-etil-3- (3-dimetilaminopropil) carbodiimida
(EDC) e N-hidroxissuccinimida (NHS) foram adquiridos da SigmaAlderich. As demais
solugbes, como Tampdo PBS, ferrocianeto de potassio (K4 [Fe (CN) 6]) e
ferricianeto de potassio (K3 [Fe(CN)6]), as sondas MY11l e p53, as amostras de
plasmideos e cDNA de HPV, foram preparadas com agua ultrapura (Milli-Q). Para o
processo de montagem da plataforma genossensora, foi utilizado poli (acido tiofeno-

3-acético) como superficie para adeséo da sonda de estudo.

4.2 CARACTERIZACAO ELETROQUIMICA DO NANODISPOSITIVO

A analise eletroquimica foi realizada atraves de um
potenciostato/galvanostato PGSTAT 302N, utilizando uma célula eletroquimica
composta por 3 eletrodos, sendo um contra eletrodo de platina, um eletrodo de
referéncia Ag/AgCl e um eletrodo de trabalho de disco de ouro. Como sonda redox,
foi utilizado uma solucdo de 20 mL de K4[Fe(CN)6]/K3[Fe(CN)6] (1:1). As analises
de voltametria ciclica (VC) foram realizadas a um potencial de varredura fixo de -0,2
a 0,7 V. A espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE) foi obtida numa faixa
de frequéncia entre 100 mHz a 100 KHz com um potencial de amplitude alternada
de 10 mV.

4.3 EletropOLIMERIZAGAO DO PTAA

Assim como demonstrado no esquema do processo de montagem do
genossensor (Figura 10). Inicialmente, foi preparado 20 mL de uma solucéo 0,1 M
de acido 3-tiofeno acético (TAA) em HCI (0,1 M), para realizacdo do processo de
polimerizacdo do monémero TAA em um filme poli (acido tiofeno-3-acético) (PTAA).

A sintese foi realizada na célula eletroquimica composta por trés eletrodos
convencionais imersos em uma solucdo de TAA (0,5 M) dissolvida em 20 mL de HCI

(0,1 M). O filme de PTAA foi preparado por polimerizacdo potenciostatica pela
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técnica de voltametria ciclica (VC) na superficie do eletrodo de ouro, posicionado
paralelamente ao eletrodo de referéncia e ao contra-eletrodo em uma faixa de

potencial de -0,2 a +1,5 V com uma velocidade de varredura de 100 mV.s™.

Figura 10 - Representacdo esquematica de montagem do genossensor.
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4.4 IMOBILIZACAO E BIOATIVIDADE DA SONDAS Aminadas

Apods o processo de polimerizagdo do PTAA, foram aplicados 4uL da solucdo de
EDC/NHS (1:1) sobre a camada de PTAA presente na superficie do eletrodo para ativar
0S seus grupos carboxilicos por um periodo de incubacdo de 10 minutos. Em seguida,
foi gotejado 2uL da solucdo da sonda aminada sobre o eletrodo modificado que é
ativado pelo EDC/NHS, que permaneceu incubado por 30 minutos para que ocorra a
imobilizacdo covalente da sonda. Foram feitas as analises das amostras de cDNA
utilizando dois biorreceptores distintos, a sonda aminada p53 e a sonda aminada MY11.
Apos ocorrido as ligagbes da sonda com o PTAA, o sistema genossensor foi avaliado
frente as amostras de cDNA de diferentes subtipos de HPV, por um periodo de

incubacéo de 30 minutos.

4.5 DADOS ANALITICOS
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Os graficos de impedéancia eletroguimica (diagramas de Nyquist) foram
obtidos pelo software NOVA 1.11, e foram submetidos a analise de dados através
do programa EQUIVCRT (Andrade et al., 2011). Os dados experimentais foram
analisados por meio do circuito de Randles e pelo estudo comparativo do ARCT,
que foram feitos por meio do software origin 7.0 para confec¢cdo dos graficos e
obtencédo de dados matematicos referentes as etapas de montagem a bioatividade

do genossensor.

4.6 CARACTERIZAGAO TOPOGRAFICA DO GENOSSENSOR

O equipamento utilizado para realizar as medicdes topograficas foi o
Microscopio de forca atdmica 9700 (Shimadzu, Japéo). As imagens de AFM foram
adquiridas através de um cantilever de silicio revestido de aluminio com uma
frequéncia de ressonancia de 75 kHz e uma constante de for¢ga de 3 N.m -1 (Multi
75AL, NCHR) em um modo sem contato. A resolucéo lateral foi definida para 512 x
512 pixels em uma area de digitalizagdo de 5 x 5 ym. Além disso, as imagens foram

processadas e analisadas usando o software Gwyddion.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 DADOS ANALITICOS OBTIDOS POR MEIO DA SONDA P53

5.1.1 Andlises Topograficas Do Sistema Sensor PTAA-Sonda(p53)-HPV.

Para a confirmacéo da aderéncia dos componentes do biodispositivo e do seu
biorreconhecimento, foram feitas analises topogréficas das modificacbes de uma
superficie que mimetiza um eletrodo de trabalho ao longo do desenvolvimento do
genossensor, que foram realizadas por meio do AFM (Fig. 11). Para isso, o sistema
sensor PTAA-Sonda(p53)-HPV foi exposto frente a subtipos de HPV de alto e baixo
risco oncogénico, para avaliar as alteragfes da altura maxima e da rugosidade de
cada etapa.

Apods o processo de polimerizacdo, e possivel visualizar que houve a formacao
e eletrodeposicao do filme do politiofeno, j& que houve um aumento da altura media
de 62 nm entre a superfiie e o PTAA formado. A superficie contendo a sonda p53
revelou uma altura média de 71 nm e com rugosidade de caracteristica heterogénea.
Destaca-se que as superficies contendo as amostras de cDNA para HPV 18 e 11
revelaram um aumento da altura média e rugosidade média distintas com alturas de
113 nm e 99 nm respectivamente (Fig. 11c e Fig. 11d).

Por meio dessa diferenca na morfologia e altura da superficie do eletrodo, &
possivel perceber que o genossensor foi capaz de detectar e distinguir diferentes
subtipos de HPV de acordo com sua viruléncia, jA& que houve uma maior interacao
com o subtipo de HPV 18 considerado de alto risco, assim como outros estudos que
demonstraram a presenca do biorreconhecimento do analito da superficie de
trabalho do biossensor. (Vitoreti A. et al., 2014; Avelino et al., 2020).
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Figura 11 - Avaliacdo topografica das etapas de montagem do sistema sensor e do
bioreconhecimento: a- Filme de PTAA; b- PTAA-sonda(p53)8; c- PTAA-sonda-
HPV18 e cPTAA-sonda-HPV11.
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Fonte: Préprio autor.

5.1.2 Caracterizagao Do Processo De Polimerizagao

O polimero do politiofeno foi obtido com sucesso através do processo de
eletropolimerizacdo desse composto sobre a superficie do disco de ouro do eletrodo
de trabalho. Esse experimento foi realizado através de 20 ciclos do VC, no qual é
possivel visualizar que a formacéo progressiva das camadas do filme do polimero
provocou uma reducdo progressiva das correntes de pico catédicas e anddicas.
Desse modo, essa alteracdo da resposta amperimétrica ap6s 0 seu processo de
eletrodeposicdo denota a sua formacdo e aderéncia sobre a superficie do eletrodo
de trabalho (Voccia et al 2017).

Ademais, foi possivel observar que também houve a formacdo de picos
adicionais na regido catodica devido a presenca de grupos carboxilicos presentes na
estrutura do politiofeno, o que demonstra a obtencdo de um voltamograma (Figura

12) caracteristico do processo de oxidoreducédo do PTAA (Aydin et al., 2020).
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Figura 12 - Gréfico voltamétrico do processo de polimerizacdo do PTAA.
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Fonte: Préprio autor.

5.1.3 Caracterizacdo do processo de montagem e biorreconhecimento do
genossensor

Os resultados obtidos das etapas de montagem do sistema sensor e a
capacidade de bioreconhecimento do sistema sensor PTAA-sonda(p53)-HPV estéo
destacadas por meio da caracterizacdo feita através das alteracbes dos picos
anddicos e catddicos dos voltamogramas presentes na Figura 13a, e através das
alteracdes da resisténcia a transferéncia de carga visualizadas pelos gréaficos de
Nyquist, obtidos das analyses de impedancia eletroquimica presentes na Figura 13b.

Nota-se que o processo de polimerizagdo do PTAA feito por VC provocou um
grande aumento da resisténcia a transferéncia de carga (Fig. 13b), o que se deve ao
aumento da carga negativa ocasionado pela presenca dos grupos carboxilicos em
sua estrutura. Outrossim, é possivel visualizar que apos a imobilizacdo da sonda
aminada p53 nos grupos carboxilicos do polimero, teve um aumento da
transferéncia de elétrons entre o eletrodo de trabalho e a sonda redox, refletido pelo
aumento da corrente de picos anodicos e catédicos do voltamograma (Fig. 13a) e na

diminuicdo do diametro do semicirculo ocorrido no grafrico de Nyquist (Fig. 13b). Em



36

seguida, o sistema sensor PTAA-sonda(p53)-HPV, quando exposto a amostra de
cDNA do HPV na concentracdo de 100 pg/mL™, mostrou-se responsivo pelo
aumento da RCT.

Observa-se gue os resultados obtidos das andlises eletroquimicas de VC e
EIE (Fig. 13a e Fig. 13b respectivamente) revelaram que houve interacdo via
processo de hibridizacdo entre a sonda e a amostra de cDNA. O processo de
biorreconhecimento da sonda p53 € destacado pela reducdo dos picos catodico e
anodico e consequente aumento do diametro do semicirculo do grafico de Nyquist,
indicando a presenca dessa amostra de cDNA atraves desse novo bloqueio da

transferéncia de eletrons.

Figura 13 - Andlises de voltametria ciclica (a) e espectroscopia de
impedancia eletroquimica (b) do processo de hibridizacdo da sonda p53 e
amostra de cDNA do HPV.
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Fonte: Préprio autor.

5.1.4 Testagem De Muiltiplas Analises De Diferentes Subtipos de HPV

Apbs a obtencédo dos resulta do processo de montagem e biorreconhecimento
do genossensor, foram feitas andlises impedimétricas em que o sistema sensor
PTAA-Sonda(p53)-HPV foi exposto frente as amostras de cDNA de pacientes
infectados com os subtipos de HPV 6, 11, 16, 31, 33, 45 e 58 para avaliar a

especificidade do genossensor frente a presenca de diferentes concentracdes de
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cDNA de acordo com a viruléncia de cada subtipo frente ao sistema sensor PTAA-
sonda(p53)-HPV.

A sonda aminada p53 foi escolhida como biorreceptor, pois as proteinas
oncogénicas do Papilomavirus causam danos ao genoma humano com proporgoes
distintas de acordo com o subtipo infectante, e consequentemente afetando a
proteina supressora de tumor p53 de forma semelhante. Os dados obtidos por meio
da variacdo da resisténcia a transferéncia de carga (ARCT%) foram obtidos a partir
da equacéo 01, no qual o RCT (biossensor) se refere ao valor de RCT obtido da
plataforma automontada PTAA-Sonda, enquanto que o RCT (biossensor-HPV)
corresponde aos valores obtidos do biorreconhecimento dessa plataforma frente as

amostras de HPV.

Equacéo: 01:

ARct (%) _ Rct (biossensor—H{-’V) = Rc‘t (biossensor) x 100
Rct (biossensor)

Desse modo, os dados obtidos pela variacdo da resisténcia a transferéncia de
carga (ARCT%) (Fig. 14) demonstram que a sonda p53 utilizada no genossensor foi
capaz de diferenciar os tipos de HPV de acordo com a sua atividade cancerigena
relacionada com a presenca maior de cDNA, indicando que espécies de alto risco
como o HPV 16 apresentaram interacdo maior com a sonda aminada em
comparacao com as de baixo risco, assim como foi demonstrado em outros estudos
que comprovaram a eficiéncia da sonda p53 como biorreceptor para o0s
genossensores (Hasanzadeh et al., 2017).
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Figura 14 - Variacéo da resisténcia de transferéncia de carga relativa (ARCT%) em
funcao dos subtipos de HPV.
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Fonte: Préprio autor.

5.1.5 Testagem De Concentra¢fes Distintas Do Analito De Interesse

Foram realizados experimentos para avaliar a capacidade de
bioreconhecimento do sistema sensor PTAAsonda(p53)-HPV foi avaliada frente a
diluicdo seriada de amostra de cDNA do HPV 33 nas concentra¢cdes de 1aM, 100aM,
100fM, 50pM e 100pM. Os resultados experimentais de EIE obtidos dessa avaliacédo
foram ajustados frente ao circuito elétrico equivalente de Randles. E os dados
obtidos em ARCT (Fig. 15) confirmaram que o genossensor foi capaz de detectar
diferentes concentragbes da amostra de HPV, visto que houve um aumento
gradativo da RCT a medida em que concentracdes maiores da amostra de cDNA do

HPV 33 foi adorvida na superficie do genossensor (Chaibun et al., 2022).
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Figura 15 - ARCT do sistema genossensor PTAAsonda(p53)-HPV das andlises de
diluicdo seriada de amostra de cDNA do HPV 33 nas concentracdes de 1aM, 100aM,
100fM, 50pM e 100pM.
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51 DADOS ANALITICOS Obtidos Por Meio da Sonda MY11

5.2.1 Analises Topogréficas Do Sistema Sensor PTAA-Sonda(MY11)-HPV.

Outrossim, também foram feitas analises topogréaficas por meio do AFM
(Figura 16) para avaliacdo de mais subtipos de HPV de alto e baixo risco, para
avaliar uma faixa maior de deteccdo do genossensor utilizando a sonda MY11 frente
a esses analitos.

A superficie contendo a sonda aminada apresentou uma altura média de 71
nm e com rugosidade de caracteristica heterogénea. E possivel visualizar que as
amostras dos subtipos de alto risco 18 e 16 apresentaram um aumento da altura e
rugosidade média com alturas de 113 nm e 121 nm respectivamente (Fig. 16c e Fig.
16d).

Além disso, as superficies contendo os subtipos de baixo risco 6 e 11
apresentaram um aumento da altura e rugosidade média de 108 nm e 99 nm (Fig.
16e e Fig. 16f), poréem esse aumento foi menor em relagédo aos subtipos de alto
risco. Por meio dessa diferenca na morfologia e altura da superficie do eletrodo entre
0s subtipos de alto e baixo risco analisados, € possivel perceber que o genossensor

foi capaz de detectar e distinguir diferentes subtipos de HPV de acordo com sua



40

viruléncia, ja que houve uma maior interacdo com o0s subtipos de alto risco em

relacdo aos de baixo risco.

Figura 16 - Avaliacdo topografica das etapas de montagem do sistema sensor e do
bioreconhecimento: a- Filme de PTAA; b- PTAA-sonda MY11; c- PTAA-sonda MY11-
HPV18; d-PTAA-sonda MY11-HPV16; e- PTAA-sonda MY11-HPVG6; f- PTAA-sonda
MY11-HPV11.

Fonte: Préprio autor.

5.2.2 Testagem Da Sensibilidade Da Sonda MY11 Frente ao HPV 6

Apds a obtencdo dos dados eletroanaliticos de uma gama de diversos
subtipos de HPV para a avaliacdo de sua especificidade, foram feitas novas anélises
por meio dos experimentos utilizando a segunda sonda aminada selecionada. Os
Nnovos experimentos para o genossensor utilizando a sonda MY1l seguiram o
mesmo padrdo de montagem da plataforma sensora baseada o politiofeno utilizada
para a sonda p53.

A nova sonda MY11l escolhida é composta de primers degenerados com
capacidade de interagir com diferentes sequéncias de cDNA da regido distal (L) do
Papilomavirus, o que garante ampla afinidade para a detecgcdo do cDNA viral do
Papilomavirus de modo geral, o que torna propicio seu uso como um biorreceptor

sensivel (P. S, V., 2016). Desta forma, foram realizadas analises em diluicdo seriada
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para avaliar a sensibilidade do genossensor por meio de sua capacidade de
bioreconhecimento por meio do uso da sonda MY11l frente a diferentes
concentracfes do subtipo 6, considerado de baixo risco oncogénico.

Os dados obtidos por voltametria ciclica (Fig. 17a) indicaram uma boa
resposta da nova sonda utilizada no sistema sensor, pois € possivel visualizar bem
uma queda gradativa na corrente de pico anddica e catddica, o que reflete uma
gueda na resposta amperimétrica total do sistema proporcional ao aumento da
concentracdo da amostra (Ramesh et al., 2019).

Foram obtidos também resultados em grafico de Nyquist, por meio da
impedancia eletroquimica (Fig. 17b), que foram avaliados pelo circuito de Randles.
Os resultados demonstraram que o biorreceptor do genossensor foi capaz de
reconhecer o subtipo HPV 6, observa-se que houve um aumento gradativo do
didmetro do semicirculo & medida em que foram analisadas concentracdes maiores.
Esses resultados estdo diretamente relacionados com o incremento na resisténcia
de transferéncia de carga proporcional ao aumento da concentracdo das amostras,
assim como demonstrado em outros estudos que utilizaram a sonda MY11 para a
deteccdo do genoma viral do Papilomavirus (Avelino et al., 2020).
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Figura 17 - Grafico voltamétrico (17a) é grafico de Nyquist (17b) do sistema
genossensor PTAA-sonda das analises de diluicdo seriada de amostra de cDNA do
HPV 6 nas concentracdes de lag, 100ag, 100fg, 50pg e 100pg.
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Fonte: Préprio autor.

5.2.3 Testagem De Concentracdes Distintas Em Triplicata Dos Subtipos 16 E
33

Ademais, foram feitas as analises dos experimentos de diluicao seriada em
um amplo espectro de 1 ag/mL a 100 pg/mL em triplicata dos subtipos de HPV 16 e
33. Esses subtipos foram escolhidos devido ao alto indice de infeccdo no nordeste,
especificamente no estado de Pernambuco. O grafico de Nyquist obtido por EIE do
subtipo 33 indica uma boa capacidade detectora do genossensor (Fig. 18), visto que
€ possivel visualizar o aumento no diametro dos semicirculos dos graficos a medida
gue novas camadas da plataforma nanoestruturada vao sendo adsorvidas e o
posterior bioreconhecimento do sensor frente a concentragcdes gradativamente
maiores do virus (Mahmood et al., 2020; Pareek et al., 2021; Chaibun et al., 2022).
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Figura 18 - Grafico de Nyquist do sistema genossensor PTAA-sonda(MY11)-HPV
das analises de diluicdo seriada em triplicata de amostra de cDNA do HPV 16 nas
concentragdes de lag/mL, 100ag/mL, 100fg/mL, 50pg/mL e 100pg/mL.
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Fonte: Préprio autor.

Outrossim, para a avaliacdo do desempenho do genossensor, também foram
realizados experimentos de calibracdo. As curvas de calibracdo obtidas do processo
de andlise das diluicbes dos HPV 16 (Fig. 19a) e 33 (Fig. 19b) demonstraram uma
boa resposta do genossensor, visto que foi obtido uma boa resposta identificada
pelo R? de 0,92 para o subtipo 16 e de 0,74 para o subtipo 33. Ademais, essas
analises foram realizadas em triplicata, que demonstraram que 0 genossensor,
mesmo possuindo uma composicdo simples de apenas uma camada de
nanomaterial, apresentou uma excelente estabilidade, pois as respostas obtidas
através do desvio padrédo representadas por barras de erro apresentaram apenas

um baixo desvio (Rawat et al., 2022).
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Figura 19 - Grafico de calibragéo para os subtipos de HPV 16 (19a) e HPV 33 (19b).
As barras de erros sao correspondentes ao desvio padréo realizado em triplicata.
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5.2.4 Estudo Da Especificidade E Seletividade Do PTAA-sonda(MY11)-HPV

Ademais, foram feitos experimentos em triplicata do controle negativo, das
amostras de HPV dos subtipos 16 e 33 e da amostra mix do subtipo 33 contendo
Candida albicans e o virus da hepatite C na concentracdo de 100 pg/mL. Os valores
de ARCT obtidos dessas analises foram inseridos em um grafico de barras (Fig. 20).
O valor baixo do ARCT obtido da analise do controle negativo esta relacionado
diretamente a especificidade do genossensor, ja que devido a auséncia da amostra
de HPV para o genossensor identificar, ndo houve uma resposta significativa
relacionada a deteccéo desse controle.

Do mesmo modo que a presenca dos subtipos de HPV 16 e 33 nas demais
amostras analisadas obtiveram respostas em ARCT significativamente expressivas,
pois a sonda MY11 foi capaz de reconhecer o DNA do virus, sendo confirmadas
pelas respostas obtidas pelo circuito de Randles (Civit et al., 2012; Rawat et al.,
2022). Outrossim, a seletividade do genossensor foi confirmada por meio de sua
capacidade de detectar a presenca do genoma do Papilomavirus na amostra mix

contendo também diferentes controles negativos (Chaibun et al., 2022).
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Figura 20 - ARCT obtido do sistema genossensor PTAA-sonda(MY11)-HPV
frente &s amostras na concentracdo de 100 pg.mL™ do controle negativo (Candida
albicans), HPV16, MIX HPV 33 e HPV 33.
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Fonte: Préprio autor.

Para a validacdo dos dados experimentais obtidos da impedancia
eletroquimica durante a pesquisa, foram extraidos os elementos elétricos por meio
do circuito equivalente de Randles (Tabela 1). Essas varidveis sdo propicias para
anuir os valores de EIE obtidos, pois estdo relacionadas as propriedades dielétricas
das diferentes etapas de modificacdo do sistema sensor e 0 processo de

bioreconhecimento (Ramesh et al., 2019).
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Tabela 1 - Montagem e bioatividade do sistema PTAA-Sonda(MY11)-HPV frente aos
analitos. Os valores dos elementos do circuito equivalente obtidos a partir dos
resultados de impedancia ajustados. Os resultados de desvio padrao foram obtidos
de analises em triplicata com tempo de incubacao de 30 minutos.

CPE(mMho) N
Eletrodo modificado
Rct (kW) Zw (mMho)
Sonda MY11 5,813+0,727 0,759+0,007 0,467+0,021 989+11
2,173+0,015 0,848+0,001 0,548+0,002 889,67+1,527
Controle Negativo
100 pg.mL-1
MIX HPV 33 100 4,670+£0,0512 0,796+0,004 2,760+0,017 962+12,12
pg.mL-1
HPV 16 100 pg.mL-1 1,437+0,04 0,870+0,002 2,567+0,015 825,3345,033
HPV 33 100 pg/mL-1 1,983+0,246 0,848+0,013 4,920+0,236 533+7,21

Fonte: Préprio autor.
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6 CONCLUSAO

Foi desenvolvido um genossensor baseado filme eletrodepositado de PTAA.
O filme de PTAA apresentou boa capacidade de adsor¢cdo das sondas em estudo
(p53 e MY11) evidenciado por meio de alteracdes nos graficos de voltametria ciclica,
pela reducdo da resisténcia a transferéncia de carga evidenciado pelo aumento dos
didmetros dos semicirculos dos graficos de Nyquist através das analises de
impedancia eletroquimica, e pelas analises topograficas da superficie do
genossesnor por meio da microscopia de forga atdmica.

Em adicdo, o0 sistema desenvolvido revelou elevada bioafinidade,
sensibilidade, e especificidade para a detec¢cdo do virus de baixo e alto risco
oncogénico por meio dos resultados eletroanaliticos obtidos proporcionais a
viruléncia e oncogenicidade de cada subtipo. Ademais, o genossensor foi capaz de
detector os subtipos do papilomavirus e distinguir do controle negativo, mostrando-
se especifico, uma vez que nao foi capaz de biointeragir com as amostras dos
controles negativos. Do mesmo modo que 0 genossensor mostrou-se seletivo por
diferenciar eletroquimicamente, e confirmado teoricamente por meio do circuito
equivalente de Randles, a amostra de HPV 33 das amostras de controle negativo de
Candida albicans e do virus da hepatite C.

Através das imagens de AFM foi possivel comprovar as alteracdes
topogréficas apds cada etapa de modificacdo da superficie do eletrodo. Desse
modo, o desenvolvimento de um genossensor com uma plataforma simples, de
baixo custo e eficiente evidencia a viabilidade de se utilizar o PTAA como filme para
a imobilizacao da sonda de estudo e sua possivel utilizagdo como genossensor para
HPV.
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