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RESUMO

O cancer de colo uterino cervical pode ser causado através da infecgao persistente
do Papilomavirus Humano (HPV). Excluindo os tumores de pele ndo melanoma, &
considerado o terceiro mais comum entre as mulheres no Brasil. Essa patologia
costuma ser silencioso e evoluir de forma lenta, apresentando apenas
sintomatologia em estagios avancados da doenca, sendo este, um fator
determinante para a busca de alternativas diagnosticas inovadoras que possam
identificar a doenca de maneira rapida, especifica e resultar em um bom prognéstico
quando confirmado. Nesse contexto, biossensores eletroquimicos se destacam por
serem biodispositivos utilizados no diagndstico de multiplas doengas, apresentando
caracteristicas como elevada sensibilidade, seletividade e baixo custo, além de
permitir a sua miniaturizacdo quando associados a nanomateriais. O presente
trabalho teve como objetivo o desenvolvimento de uma plataforma biossensora
eletroquimica nanoestruturada formada por monocamadas automontadas de
3-mercaptopropiltrimetoxisilano (MPTS), nanoparticulas de ouro funcionalizadas e a
sonda aminada p53 para a identificagcdo do cDNA de HPV em amostras clinicas de
pacientes com baixa carga viral. Para isso, foi utilizado na analise da interagéo
biomolecular a técnica de impedancia eletroquimica (EIE), que é capaz de
caracterizar cada camada de bioreconhecimento adsorvido na superficie do
eletrodo, por meio de variagbes na taxa de transferéncia de elétrons. Através do
estudo foi observado a eficiente adsorcdo das monocamadas automontadas
(MPTS), das nanoparticulas de ouro (AuNPs) e da sonda aminada p53 na superficie
do eletrodo. Esses resultados foram confirmados por meio da taxa de transferéncia
de elétrons e das variagbes da resposta de EIE, logo apos a adsorgao de cada
camada. Portanto, o sensor desenvolvido (MPTS-AuNPs-p53) foi capaz de detectar
diferentes tipos de HPV (33,31,18 e 6), sendo mais sensivel na deteccdo do HPV 18
de alto risco, com diferentes concentracdes testadas e limite minimo de detecg¢ao de
1 fg/uL. Desta maneira foi possivel determinar que a plataforma teve uma boa
reprodutibilidade, alta seletividade e especificidade quando submetida a analises de
biomoléculas comuns (glicose, acido citrico). Logo, o estudo demonstra como o
biossensor desenvolvido caracteriza-se como uma promissora ferramenta voltada
para o diagndstico do HPV, ja que se mostrou responsivo a amostras de HPV de
diferentes tipos com deteccédo de baixas concentragdes e seletividade em relacéo a
biomoléculas comuns, podendo no futuro servir de apoio as técnicas consideradas
“padrao ouro” como o RT-qPCR e o exame citopatoldgico.

Palavras-chave: Papilomavirus humano; biossensor; nanoparticulas; eletroquimica.
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ABSTRACT

Cervical cancer can be caused by persistent Human Papillomavirus (HPV)
infection. Excluding non-melanoma skin tumors, it is considered the third most
common cancer among women in Brazil. This type of pathology is usually silent
and evolves slowly, presenting some symptoms in advanced stages of the disease,
which is a determining factor for the search for innovative diagnostic alternatives
that can identify the disease quickly, specifically and result in a good prognosis
when confirmed. In this context, electrochemical biosensors stand out for being
biodevices used in the diagnosis of multiple diseases, with characteristics such as
high sensitivity, selectivity and low cost, in addition to allowing their miniaturization
when associated with nanomaterials. The present work aimed to develop a
nanostructured electrochemical biosensor platform formed by self-assembled
monolayers of 3-mercaptopropyltrimethoxysilane (MPTS), functionalized gold
nanoparticles and the p53 aminated probe for the identification of HPV cDNA in
clinical samples. For this, the technique of electrochemical impedance (EIS) was
used in the analysis of the biomolecular interaction, which is capable of
characterizing each layer of biorecognition adsorbed on the surface of the
electrode, through variations in the rate of electron transfer. Through the study, the
efficient adsorption of self-assembled monolayers (MPTS), gold nanoparticles
(AuNPs) and the p53 aminated probe on the electrode surface was observed.
These results were confirmed by means of the electron transfer rate and the
variations of the EIE response, right after the adsorption of each layer. Therefore,
the developed sensor (MPTS-AuNPs-p53) was able to detect different types of
HPV (33,31,18 and 6), being more sensitive in the detection of high-risk HPV 18,
with different concentrations tested and a minimum limit of detection of 1 fg/uL. In
this way, it was possible to determine that the platform had good reproducibility,
high selectivity and specificity when subjected to analyzes of common biomolecules
(glucose, citric acid). Therefore, the study demonstrates how the developed
biosensor is characterized as a promising tool for the diagnosis of HPV, since it
proved to be responsive to HPV samples of different types with detection of low
concentrations and selectivity in relation to common biomolecules. In the future, it
can support techniques considered the “gold standard” such as RT-gPCR and
cytopathological examination.
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1. INTRODUGAO

O céancer de colo uterino tem um histérico muito bem conhecido e ja
estudado, tendo como causa principal a infecgao pelo papilomavirus humano (HPV).
Atualmente ja foram descobertos mais de 200 tipos diferentes de HPV (AVELINO et
al., 2022), que muitas vezes estdo associados com o aparecimento de lesbes
benignas como verrugas e papilomas (HPV 1, HPV 2, HPV 3 e HPV 4), e outras
vezes lesdes malignas como as lesdes de colo de utero. Os tipos de HPV com mais
chances de virarem lesGes oncogénicas de colo de utero séao o HPV16 (53%), HPV
18 (15%), HPV45 (9%), HPV 31 (6%), HPV 33 (3%) (WILD; WEIDERPASS;
STEWART, 2020).

Desta forma, a infeccao por HPV pode acontecer por contato de pele ou
mucosa de material infectado, porém, o meio mais comum de infeccdo é o sexual. E
necessaria uma infecgao persistente por um tipo oncogénico do HPV combinado
com outros fatores (idade, tabagismo, imunidade, genética) para que se comece as
mudancas celulares no colo do utero. Na maioria das mulheres, de 12 a 24 meses
apos a infeccédo, o préprio sistema imunoldgico do individuo consegue eliminar a
infeccdo, mas, o risco de desenvolvimento para uma neoplasia é de 30% quando
nao ocorre tratamento das lesdes precursoras (WILD; WEIDERPASS; STEWART,
2020).

A existéncia de uma forte relagdo entre a infecgao por papilomavirus humano
(HPV) e a carcinogénese cervical destaca a importancia do seu diagndstico precoce.
A colposcopia em combinagdo com o teste de Papanicolau tem sido o método clinico
mais usado para determinar a presenca ou auséncia de lesdes no epitélio cervical
causadas pelo HPV. A confirmagado do diagndstico pode ser feita por avaliagao
histopatolégica do tecido através de bidpsia (CONTROLE INTEGRAL DO CANCER
DO COLO DO UTERO GUIA DE PRATICAS ESSENCIAIS, 2014)

. Embora amplamente empregadas, estas técnicas possuem baixa acuracia,
os resultados ndo sao suficientemente preditivos, a reprodutibilidade nao é
satisfatoria e a correlagao entre alteracbes visuais no tecido e a severidade da
doenga € pouco significativa. Diante destas limitagées, novos métodos para a
deteccdo do HPV tém sido desenvolvidos, como ensaios sorologicos e detec¢do do
genoma viral. Entretanto, os testes sorolégicos podem nado quantificar as
imunoglobulinas anti-HPV em condig¢des clinicas com baixas cargas virais e a cultura

de células para a deteccdo de espécimes de HPV exibe baixa acuracia. Como
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diagnostico molecular, destacam-se ensaios de captura hibrida e ensaios de
amplificagdo de acidos nucléicos, como a reagdo em cadeia da polimerase
quantitativa em tempo real (RT-gPCR) (AVELINO et al., 2022).

Os ensaios de captura hibrida tornaram-se o padrdo ouro e séao
extensivamente utilizados em testes clinicos. Contudo, ensaios de captura hibrida
nao permitem a identificacdo de gendtipos especificos do HPV, identificando apenas
0s grupos de alto e baixo risco oncogénico. Além disso, estes ensaios possuem
sensibilidade menor que a técnica PCR e resultados positivos podem ser obtidos a
partir da hibridizagdo com tipos de HPV nao incluidos no teste (BORDIGONI et al.,
2021). Dessa forma, a pesquisa biomédica associada a nanotecnologia tem atraido
atengdo do campo diagndstico com o uso de biossensores eletroquimicos,
dispositivos de diagnostico de analitos de interesse clinico caracterizados pela sua
elevada sensibilidade, especificidade e baixo custo. A aplicagdo da nanotecnologia
na estratégia diagndstica permite a miniaturizagdo e portabilidade do biodispositivo
(PUROHIT et al., 2020), favorecendo a acessibilidade em locais de dificil acesso
com uma analise rapida e simples de diferentes amostras clinicas. Em adicao,
biossensores s&o capazes de detectar bioanalitos de forma qualitativa e quantitativa,
podendo determinar a carga de determinada doenga ou se determinado tratamento
clinico esta sendo efetivo (AVELINO, et al., 2022).

Biossensores sao constituidos basicamente pelo biorreceptor, designado
especificamente para a identificagdo de um analito (anticorpos, enzimas, proteinas
oligonucleotideos, fragmentos de DNA/RNA, etc.) e um transdutor eletroquimico
(impedimétrico, amperométrico, condutimétrico) responsavel por converter o evento
da interacdo analito-biorreceptor em um sinal elétrico mensuravel, sendo
diretamente proporcional a concentracdo do analito presente na amostra (AVELINO,
et al., 2022). Destarte, o presente estudo possui como principal objetivo o
desenvolvimento e analise de um biossensor eletroquimico voltado para a
identificacdo de cDNA de HPV. A plataforma biossensora €& composta por
monocamadas automontadas de  3-mercaptopropiltrimetoxisilano  (MPTS),
nanoparticulas de ouro (AuNPs) e a sonda aminada p53
(5’-amina-TTGCCGTCCCAAGCAATGGATGA-3’). A relevancia do projeto é
determinada pela alta demanda demonstrada pelo Sistema Unico de Salde e
sociedade por um diagndstico rapido, de baixo custo, efetivo e de facil acesso para o

papilomavirus humano.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Papilomavirus Humano

Os Papilomavirus humanos possuem tropismo pelo epitélio escamoso da pele
e da mucosa, além disso, os diferentes tipos de HPV que infectam uma mesma
espécie podem apresentar tendéncia a se instalarem em diferentes regides do
organismo como, maos, peés, axilas, mucosas genitais, anais ou orais. Entretanto, o
tipo de lesao que ira ou nao se desenvolver depende diretamente do tipo viral, ja que
os tipos 1, 2 e 4 estdo diretamente ligados com o aparecimento de verrugas em peés
e maos. Ja os HPV 6 e 11 sdo responsaveis pelo aparecimento de verrugas genitais,
e os tipos 16 e 18 sdo encontrados em carcinomas escamosos do colo do utero
junto com outros tipos de baixo ou alto risco carcinogénico (TABELA 1) (OLIVEIRA,
M. L. da S. et al., 2021; MIYASAKI; JUNIOR, 2021).

Tipos de lesoes Tipos mais comuns de HPV
Benignas da pele 1,2,3,4e 10
Benignas da mucosa 6, 11, 40, 42, 43, 55,
anogenital 53, 56, 66, 68
Malignas da mucosa 16, 18, 31, 33, 35, 39
anogenital 45, 51, 52, 58

Tabela 1. Tipos mais comuns de HPV em lesdes benignas e malignas de pele e
mucosa genital, autoria do préprio autor com referéncias retiradas de OLIVEIRA, M. L. da

S. etal., 2021; MIYASAKI; JUNIOR, 2021.

Segundo o comité internacional de taxonomia viral (The International Comittee
on Taxonomy of Viruses — ICTV), o Papilomavirus Humano esta atualmente
classificado na familia Papilomaviridae, esses virus possuem genoma composto por

uma dupla hélice de DNA circular, com aproximadamente 8 mil pares de bases e
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capsideo icosaédrico com um diametro de 50 a 60 nm, ndo sendo revestido por
envelope lipidico (ROSA et al., 2009). Apesar do seu pequeno genoma, sua biologia
molecular é bastante complexa (Fig. 1). Seus genes sdo divididos em regiao
reguladora (LCR — long control region) que contém o material genético responsavel
pela replicagdo viral e grande parte dos promotores de transcricdo. Existem duas
regides codificadoras, a sequéncia precoce (E — early) que codifica as proteinas para
a construcao do capsideo viral (L1 e L2), sendo responsaveis pelas etapas finais da
replicacdo do virus, e a tardia (L — late) que faz parte da codificacao e replicacéo do
material genético do virus e da transformacgéao celular (E1, E2, E6 e E7). Em resumo,
teremos 4 principais oncogenes (E1, E2, E6 e E7), duas proteinas reguladoras (E1 e
E2) e duas proteinas estruturais (L1 e L2) (ROSA et al., 2009).

Interrupgdo do ciclo de
crescimento celular

Regulagdo da expressdo do p53 / x

gene viral e replicagdodo  Telomerase
virus T pRb

URR E6 E7

L1 ..
Capsideos /
HPV
E5

E1
protéicos \ . \
Replicagdo
/ do DNA
-’ \
Expressdo génica

E2
Proteina sinalizadora E4
de membrana

M ontage me
liberacdo

Figura 1. Esquematizacdo do genoma do HPV demonstrando o arranjo das
proteinas precoces (E), os genes do capsideo (L1 E L2) e a regido de longo controle (LCR).
Retirado de (LUIS; PAES, 2017).

O HPV possui uma fungao essencial na etiologia do cancer de colo uterino,
seu ciclo de replicagao causa multiplicacao e mutagdes celulares, que podem levar a
imortalizacdo e malignidade da célula. Esse mecanismo é causado principalmente
por dois oncogenes, o E6 e o E7, que produzem proteinas que interferem

diretamente no ciclo celular. A proteina P53 € o principal alvo do gene EG6, ja que

17



ocorre uma degradacao induzida da proteina supressora de tumor (em HPVs de alto
risco essa agédo da E6 na degradacdo de p53 é muito mais eficiente) (N. DE LIMA
CAMARA et al., 2003). Por conta desse mecanismo, 0 organismo acaba
aumentando a expressao dessa proteina (P53) para que ocorra a normalizagao de
seus niveis (AVELINO et al., 2022).

2.1.2 Rastreamento do HPV

Apods a infeccdo pelo HPV as células cervicais sofrem alteracbes que podem
progredir para um cancer. No entanto, € uma doenga de progressao lenta, podendo
levar de 10 a 20 anos para que se chegue em estagios avancados das lesdes.
Atualmente, o principal método usado pelas principais instituicbes de saude é o
rastreamento, que apenas possibilita a identificacdo das lesdes precursoras, e a
partir dos exames, o paciente é indicado para o tratamento, caso haja lesoes.
Portanto, os métodos atuais de rastreamento sdo a colposcopia e o exame
citopatologico, que devem ser oferecidos para mulheres entre 25 e 64 com vida
sexual ativa. Elas fazem parte da populacdo com maior risco de desenvolvimento de
lesdes malignas (INSTITUTO NACIONAL DE CANCER JOSE ALENCAR GOMES
DA SILVA (INCA)., 2016).

O rastreamento nao é indicado para mulheres com menos de 25 anos, ja que
a maioria das lesdes irdo regredir espontaneamente de 12 a 24 meses apos a
infeccdo, além do impacto psicoldégico negativo que essas pacientes podem
apresentar. Ja para mulheres que ja passaram dos 65 anos e mantiveram seus
exames em dia e obtiveram resultados normais, o risco de desenvolvimento de
cancer cervical € bastante reduzido por conta da evolugdo lenta da doenca, dessa
forma ndo existem evidéncias sobre a efetividade do rastreamento apds essa idade
(INSTITUTO NACIONAL DE CANCER JOSE ALENCAR GOMES DA SILVA (INCA).,
2016).

Atualmente, no Brasil, apds dois exames normais com intervalo de 1 ano, é
recomendado o intervalo de 3 anos para realizagao do proximo rastreamento. Esse
intervalo € recomendado por conta da auséncia de evidéncias da efetividade de
exames anuais, ja que a doencga possui um desenvolvimento lento (INSTITUTO

NACIONAL DE CANCER JOSE ALENCAR GOMES DA SILVA (INCA)., 2016).
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Na TABELA 2 sao apresentadas as condutas frente aos resultados obtidos no
rastreamento. Ja na Fig. 2 € demonstrado um desenho esquematico de como pode
ocorrer a progressao da infecgao pelo HPV, até a formacéao de lesbes de alto grau e

cancer de colo uterino.

DIAGNGSTICO CITOPATOLOGICO FAIXA ETARIA CONDUTA INICIAL
Células escamosas Possivelmente ndo < 25 anos Repetir citologia em 3 anos
atipicas de significado neoplasicas (ASC-US) . }
indeterminado Entre 25 e 29 anos | Repetir a citologia em 12 meses
z 30 anos Repetir a citologia em 6 meses
Mao se podendo afastar Encaminhar para colposcopia
les3o de alto grau (ASC-H)
Células glandulares Possivelmente ndo Encaminhar para colposcopia
atipicas de significado neoplasicas ou ndo se
indeterminado (AGC) podendo afastar lesdo de
alto grau
Células atipicas de Possivelmente nio Encaminhar para colposcopia
origem indefinida neoplasicas ou ndo
(A0OI1) podendo afastar lesdo de
alto grau
Lesdo de baixo grau <25 anos Repetir citologia em 3 anos
LSIL
( ) z 25 anos Repetir a citologia em 6 meses
Lesdo de alto grau (HSIL) Encaminhar para colposcopia
Lesdo intraepitelial de Encaminhar para colposcopia
alto grau ndo podendo
excluir microinvasio
Carcinoma escamoso Encaminhar para colposcopia
invasor
Adenocarcinoma in situ Encaminhar para colposcopia
(AIS) ou invasor

Tabela 2. Resultados citopatologicos e condutas clinicas para o rastreamento do cancer do
colo uterino, retirado de (Instituto Nacional de Cancer José Alencar Gomes da Silva., 2016).

19



Figura 15 -~ Progressio do cancer do colo do atero
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Figura 2. Progressao do cancer do colo de utero, desde seu estagio inicial até lesbes
de alto grau e cancer invasivo. Retirado de (Instituto Nacional de Cancer José Alencar

Gomes da Silva (INCA), p 44).

2.2 Exames na deteccao de HPV

2.2.1 Exames de colposcopia e teste de papanicolau

A colposcopia € um exame com o objetivo de avaliar sistematicamente todo o
trato genital inferior, com enfoque em colo do utero, da vagina e da vulva. Esse
exame é realizado com um colposcépio, que emite luz intensa e amplia o campo de
visdo do examinador, permitindo que se analise 0os vasos sanguineos das regides e
a camada epitelial dos tecidos. Dessa forma, se faz a distingdo entre aspectos
colposcopicos normais e anormais encontrados nos pacientes. Em regras gerais, a
colposcopia é utilizada em pacientes ja positivos no exame de rastreamento, e serve
para comprovar o tipo da lesdo e o seu grau (CONTROLE INTEGRAL DO CANCER
DO COLO DO UTERO GUIA DE PRATICAS ESSENCIAIS., 2016). No exame
colposcoépico pode ser utilizado acido acético de 3 a 5% aplicado diretamente sobre
o colo uterino, de forma que se acredita que ele atue causando precipitacao
reversivel das proteinas intracelulares e citoqueratinas, que quando condensadas,
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levam ao acetobranqueamento (Fig. 3 A,B), ajudando na identificacao de lesdes no

exame, ja que células neoplasicas possuem uma maior produgcdo de proteinas
(MAIA, RAMON DOS SANTOS., 2022; MUSTAFA et al, 2015).
A) B)

Figura 3. A) Exame colposcopico evidenciando epitélio branco denso papilar com
circunvolugdes, B) Exame colposcépico também evidenciando epitélio branco denso
papilar. Retirado de Doengas do Trato Genital Inferior e Colposcopia: Um enfoque na

terapéutica., 2020.

Ja o exame de papanicolau (Fig. 4) é atualmente o método mais comum

utilizado para a procura de alteragdes no colo do utero.

Figura 4. Demonstragao da colheita triplice das amostras cervicovaginais. Retirado
de (MINISTERIO DA SAUDE, 2012).

a- Colheita do fundo de saco posterior da vagina

b- Colheita da ectocérvice

c- Colheita da endocérvice
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Esse exame consiste em deitar o paciente em posigdo ginecoldgica, em
seguida a especular ¢ introduzida na vagina para que, apés uma movimentagao
transversal, a vagina fique exposta e s6 entdo € usado uma escova cervical para

fazer raspagem no endocérvice e coleta do material (Fig 5 a,b).

Figura 5. Coleta das amostras citoldgicas da ectocérvice e da endocérvice. a) sendo
a rotacdo da espatula de Ayre para a coleta de material da ectocérvice. b) colheita da
mucosa endocervical com a escovinha. ¢) modelo de confecgao e distribuicdo das amostras
na lamina citolégica (MINISTERIO DA SAUDE, 2012).

Por fim, é realizada a confecgdo e coloragdo do esfregago (Fig. 5 c) , que
deve ser lido para identificar a existéncia de alteragdes nas células do colo uterino
(Fig. 6 A e B) (MAIA, RAMON DOS SANTOS., 2022; MINISTERIO DA SAUDE, 2012).
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Figura 6. A) Lamina de exame de Papanicolau com achados normais B) Achados
de lesbes de nivel 3. Imagens concedidas pelo Laboratério de Pesquisas Citologicas e
Moleculares (LPCM).

2.2.2 Técnica PCR

Atualmente a PCR é considerada a técnica de biologia molecular mais
utilizada na deteccao viral, principalmente se houver baixos niveis quantitativos da
molécula de DNA. Contudo, essa técnica possui algumas desvantagens como erros
na extracdo do DNA, falta de primers ou até mesmo falhas na amplificagao
(GABRIELA, JESSICA., 2014). Além disso, a técnica da PCR necessita de um local
adequado e profissionais qualificados para garantir o processo correto de
amplificagdo, tais fatores acabam limitando sua implantacdo em diversos
laboratérios e restringe o publico que pode ter acesso a tal exame (CANADAS, M
PAZ et al., 2006).

Para a realizagao da técnica do PCR é necessario a extracdo do material
genético que se quer avaliar e adicionar esse material em mistura contendo primers
(desoxirribonucleotideos trifosfatos), DNA polimerase e tampao. O processo para
formagao de novas moléculas de DNA é feito em um termociclador, onde ocorrem a
desnaturacgdo, anelamento e extensao. Por fim, o resultado é lido em gel de agarose
ou poliacrilamida por meio da eletroforese (LETO, MARIA DAS GRACAS PEREIRA
et al., 2011). Este método tem uma grande vantagem, pois, através do PCR
podemos selecionar regides unicas do DNA do HPV, as quais nés tenhamos
interesse, como exemplo a regido E6 que estd ligada com a desnaturacdo da
proteina pd53, ou até mesmo a regido L1 que esta ligada com a proteina estrutural

do virus.
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2.2.3 Ensaio de captura hibrida

A captura hibrida é uma técnica com muitas vantagens por ser reprodutivel,
simples, rapida e segura. Atualmente, € uma técnica muito utilizada para a detecgao
de HPV por ser facilmente aplicada em laboratérios por ndo necessitar de
instalagdes especiais ou de profissionais extremamente capacitados em técnicas
moleculares (CANADAS, M PAZ et al., 2006).

Para sua realizacdo sao coletadas células do trato genital feminino ou
masculino, a partir de esfoliagdo ou de material ja coletado para bidpsia
(CREMONESI, ADRIANA et al., 2004). Atualmente, para a realizagao do ensaio, séo
utilizadas sondas de RNA altamente sensiveis para a detec¢cdo dos virus de HPV,
que diferenciam os resultados em dois grupos: no grupo A existem sondas para
detecgdo de HPV de baixo risco, ja o grupo B possui sondas para a deteccéo de
HPV de médio e alto risco carcinogénico (VALDERRAMA JORDAO, ANDREA et al.,
2003). Apesar de todas as vantagens desta técnica, a mesma ainda ndo detecta
todos os tipos de HPV de alto risco, ndo consegue determinar o tipo viral presente
na amostra e possui uma sensibilidade de pelo menos 5 mil cépias/mL, ndo sendo
indicado para revelar a presenga do virus no inicio da infeccao (RODRIGUES,
ADRIANA DALPICOLLI et al., 2009).

2.3 Biossensores Para a Deteccao do HPV

Biossensores sado ferramentas que fazem a jungdo de biomoléculas
imobilizadas (tecidos, células, anticorpos, antigenos, acidos nucléicos, entre outros)
a um transdutor de sinal, permitindo a medi¢cao quantitativa ou qualitativa de um
analito especifico (Fig. 6). Esses sensores vém sendo estudados para o diagndstico
de doengas, inclusive com deteccdo in situ de agentes infecciosos
(CAMPOS-FERREIRA et al., 2013), e possuem 3 componentes em sua estrutura: o
bioreceptor, responsavel pela ligagdo com o analito de interesse; o transdutor,
responsavel por converter o sinal biolégico em um sinal mensuravel para medigoes,
e por fim, o detector, responsavel por amplificar os sinais vindos do transdutor

(ARYA et al., 2012). Portanto, o principal objetivo desses dispositivos € produzir um
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sinal elétrico proporcional a concentracédo do analito em estudo, para analise em

tempo real.
Anaitto Blorecepior Transdutor Mensuramento
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Figura 5. Componentes do biossensor. Adaptado de (102).

Figura 7. Componentes possiveis em biossensores. Retirado de (ARYA et al., 2012)

Os biossensores estdo se mostrando cada vez mais como simples e
promissores dispositivos de diagndstico em comparagdo com a instrumentacédo de
laboratdrios e métodos classicos. Além disso, mostram-se como alternativas rapidas
e baratas para medidas analiticas convencionais, como na medi¢ao de substancias
quimicas ou bioldgicas (AVELINO et al., 2022).

2.3.1 Tipos de Biossensores

Os biossensores podem ser classificados de acordo com o seu bioreceptor
(elemento de reconhecimento biolégico). Este sera responsavel pela deteccédo do
analito através de reconhecimento molecular, podendo ser constituido por diversas
biomoléculas. Portanto, o bioreceptor € o0 componente que vai conferir a
caracteristica de sensibilidade e especificidade ao biossensor, e como tal, sua
escolha deve ser de acordo com qual analito se quer analisar. Para que ocorra uma
uma interagdo especifica, com uma transdugdo confiavel e mensuravel, as
moléculas do biorreceptor necessitam ser imobilizadas na superficie do sensor. Os
biossensores também podem ser classificados de acordo com os transdutores, que
sdo responsaveis pela conversao da interacdo do analito com o bioreceptor num

sinal elétrico mensuravel e quantificavel. Estes podem ser divididos em diferentes

25



classes, tais como eletroquimicos, 6ticos, piezoelétricos e térmicos. Por fim podem
ser divididos de acordo com a natureza do bioreconhecimento, sendo os de
bioafinidade baseados na ligacao seletiva entre biomolécula e analito, e os
biocataliticos baseados na detecg¢ao da reacdo quimica ou de produtos gerados pela
reagao quimica. (BARROSO et al,, 2014; HVASTKOVS, Eli G., 2010)

2.3.2 Biossensores de acordo com seus bioreceptores

2.3.2.1 Genossensor

Os genossensores sao biodispositivos capazes de identificar sequéncias
especificas de acidos nucleicos através do processo de hibridizagao. Este dispositivo
utiliza uma sonda de acido nucleico imobilizada, como o dispositivo de
reconhecimento. E uma ferramenta promissora no diagndstico clinico por sua
determinagao rapida e confiavel além de poder ser usada em varias outras areas
como nas analises forenses e ambientais (HVASTKOVS, Eli G., 2010). Esse tipo de
sensor foi recentemente utilizado na deteccdo de pacientes infectados com SARS-
CoV-2 como podemos ver em (CATUNDA et al., 2023), tendo um efetivo sensor
construido que detecta o material genético do virus em amostras de saliva de

pacientes infectados.

2.3.2.2 Microbiologicos

Os biossensores microbiolégicos combinam um transdutor a um
microrganismo imobilizado. Esse tipo de sensor possui uma grande vantagem, pois
possuem uma capacidade de se adaptarem a condi¢gbes adversas sem perderem
sua sensibilidade, ao contrario de sensores enzimaticos. Atualmente, os
microrganismos mais utilizados sdo algas, bactérias e leveduras, por serem
facilmente cultivados por meio da cultura de células. Esses organismos sé&o
utilizados pois, em comparagao com células mais complexas, as células microbianas

sdao mais facilmente manipuladas e apresentam uma melhor estabilidade in vitro, o
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que acaba melhorando o desempenho do biossensor. Apesar dos pontos positivos,
existe uma limitacado nesse método, pois ele é dependente da difusdo do substrato
em estudo nas células usadas, logo, sua resposta é lenta em comparagédo com o0s
outros tipos de sensores (SU, HAIYAN et al.,, 2012). Este tipo de biossensor é
majoritariamente  utilizado nas industrias alimenticias na deteccdo de
microrganismos e substratos contaminantes (PORFIRIO; GIAROLA; PEREIRA,
2016; BRITO, 2020).

2.3.2.3 Imunossensor

Este tipo de sensor é basicamente relacionado a uma reagao imunologica
especifica, onde teremos um antigeno ou anticorpo imobilizado na superficie do
transdutor. Portanto, os imunossensores s&o altamente seletivos e sensiveis, sendo
capazes de identificar baixos niveis do analito alvo, pois seu processo de
reconhecimento é unico e existe uma forte afinidade de interacdo entre o antigeno e
o anticorpo. Logo, esse tipo de biossensor pode ser usado na detecgdo de
horménios, drogas, marcadores tumorais, virus e bactérias (BOJORGE RAMIREZ;
SALGADO; VALDMAN., 2009). Pesquisas recentes demonstram o uso de
imunossensores para a detecgdo de proteinas virais da dengue (APRESENTADA,
2013), e o seu uso na detecgdo de troponina cardiaca (ZANATO et al., 2016).
Apesar dos pontos positivos, esse tipo de sensor possui algumas limitagdes quanto
a estabilidade da bioatividade das moléculas aderidas em sua superficie (DOS
SANTOS AVELINO et al., 2018).

2.3.2.4 Enzimatico

O principio de uso desse tipo de biossensor esta na catalise enzimatica do
analito (SERNA COCK, LILIANA et al., 2009). Ele pode tanto ser usado no
monitoramento do desaparecimento de um substrato (que ira ser catalisado) ou no
aparecimento de novos produtos, advindos da reacdo. Ele pode usar diferentes

sinais de leitura, seja na liberagdo ou absorgdo de gases na reacdo, seja na
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liberacdo de prétons no meio (em emissado), absor¢do ou reflectancia da luz e por
emissao de calor (SERNA COCK, LILIANA et al., 2009). Dentre os varios tipos de
biossensores, o enzimatico € o que mais se destaca comercialmente, 0 mais popular
em uso é o glicosimetro em amostras de sangue, ele usa a glicose oxidase ou a
glicose desidrogenase como elemento de reconhecimento (TAGUCHI, MASASHIGE
et al., 2014). Apesar do seu elevado uso, esses biossensores apresentam
limitagdes, pois muitos fatores podem alterar o seu desempenho, como o uso em ph
ou temperaturas inadequadas (MONOSIK et al., 2012).

2.3.3 De Acordo Com a Natureza do Evento de Bioreconhecimento Com o

Analito Alvo.

Os dispositivos de bioafinidade sdo baseados na ligagao seletiva entre o
analito alvo e o receptor do biossensor, assim um complexo é formado e as
alteragdes fisico-quimicas sado detectadas pelo transdutor, e por fim analisadas
(KIRSCH, JEFFREY et al., 2013). Ja os dispositivos biocataliticos sdo baseados na
deteccdo da reacgédo realizada pelo catalisador (bioreceptor) que estara imobilizado
pelo transdutor. Nesse caso teremos um elemento biolégico que ira converter o
substrato em produtos, e as mudancas vistas nesse evento € que serao medidas e
registradas pelo transdutor (RAMASAMY, RAMESH et al., 2014; BARROSO et al,,
2014).

2.3.4 De Acordo com o Transdutor

2.3.4.1 Biossensor eletroquimico

Séao atualmente o tipo de transdutor mais utilizado, ele se baseia no fato que
durante o processo de bio-interagao entre o analito alvo e a molécula imobilizada,
irdo ocorrer reagdes quimicas com produgdo ou consumo de ions, logo a
propriedade da solugdo € alterada e € possivel fazer a medigao do processo ocorrido

(MONOSIK et al., 2012). Dependendo da propriedade elétrica em estudo eles ainda
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podem ser divididos em 3 subclasses,os condutimétricos ou impedimétricos, que irdo
medir alteragdes na condutividade ou resisténcia elétrica da amostra ao longo da
interacdo das moléculas do bioreceptor com o analito. Teremos os potenciométricos
que possuem eletrodos seletivos de ions, que detectam uma resposta elétrica no
bioreceptor. E por fim os amperimétricos que irdo medir a corrente produzida por um
potencial produzido entre dois eletrodos (BARROSO et al,, 2014).

2.3.4.2 Biossensores Opticos e piezoelétricos

Os biossensores Opticos permitem a determinagdo de analitos usando
caracteristicas da radiagao optica (absorgao, indice de refragao, fluorescéncia, entre
outros) (BOHUNICKY B et al., 2010). Este tipo de transdutores, principalmente os
que se utilizam da florescéncia, apresentam uma grande sensibilidade e
especificidade, sendo ideais para o uso em biossensores (BARROSO et al,, 2014).
Ja os biossensores piezoelétricos se baseiam na frequéncia de ressonancia de um
determinado material (geralmente cristais), onde a variacdo da frequéncia esta

diretamente ligada a variagdo da massa do analito analisado (TAMAYO et al., 2013).

2.3.4.4 Biossensores Térmicos

Este tipo de biossensor se baseia na producdo de energia sob a forma de
calor, quando ocorre a interagao entre o analito analisado e o bioreceptor escolhido.
Logo a variagdo de entalpia do sistema, tanto por produ¢do ou por absor¢gado do
calor, vai ser diretamente proporcional a quantidade de moléculas do analito. Esse
tipo de biossensor possui uma enorme vantagem por ndo precisar de constantes
calibragcbes, pois ndo sofre alteracbes de leituras por propriedades oticas e
eletroquimicas (BARROSO et al,, 2014; LEE et al., 2012).

2.4 Deteccao eletroquimica

Atualmente os biossensores eletroquimicos sao os tipos mais comuns em

uso, pois apresentam vantagens devido a sua facil portabilidade, custo, eficacia,
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miniaturizacao, facilidade de uso e possibilidade de identificar e quantificar analitos
em amostras biologicas. Este tipo de deteccdo também € muito vantajoso em
relacdo a ndo ser afetada por componentes na amostra como fluoréforos e
particulas, que muitas vezes interferem na deteccdo espectrofotométrica. Dessa
forma, a gama de amostras que podem ser utilizadas € maior do que em outros
meétodos, podendo até mesmo ser usado sangue periférico sem a interferéncia de
gordura, células ou hemoglobina na amostra (PEDRERO M et al., 2014
RONKAINEN NJ et al., 2010).

Os biossensores eletroquimicos podem ser constituidos de dois ou trés
eletrodos, onde geralmente é usado um eletrodo de referéncia composto de prata
metalica revestida com uma camada de cloreto de prata. Este eletrodo deve ser
mantido a uma certa distancia do local da reagdo a fim de manter um potencial
conhecido e estavel. Além disso, teremos o contra eletrodo que n&o permitira que a
corrente, que ira passar através da solucao eletrolitica, passe através do eletrodo de
referéncia alternando seu potencial. Ja o eletrodo de trabalho tera a fungao de ser o
transdutor da reacdo quimica, e sera nele que toda a plataforma biossensora sera
montada (GRIESHABER D et al., 2008)

2.5 Espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE)

Essa técnica tem como principal objetivo analisar as propriedades de
resistividade de materiais em um sistema de excitagao provocado por uma pequena
tensdo de amplitude sinusoidal. Essa técnica varia sua frequéncia ao longo de uma
vasta gama para obtencéo do espectro de impedancia e as pequenas alteragdes na
impedancia sdo proporcionais as concentragées dos analitos analisados. Podemos
inferir que as alteragdes nas capacidades resistivas de transferéncias de elétrons
entre a solugao e o eletrodo, indicam que o analito se ligou ao eletrodo (GUAN et al.,
2004; WANG et al., 2012). Dessa forma, a partir desse sistema podemos criar o
diagrama de Nyquist, que nos mostra o comportamento de adsorgédo, a
determinagao entre as biomoléculas e as propriedades interfaciais entre o eletrodo e
a solucao (RIBEIRO et al., 2015).

A) B)
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Figura 8. A) Grafico representativo da resposta idealizada Nyquist. B) Circuito
equivalente de Randles.

O diagrama de Nyquist (Fig 8 A) possui duas fungdes, o grafico de cole-cole e
o diagrama de Bode. Quando realizamos uma leitura impedimétrica um semicirculo
sera formado no diagrama de Nyquist, dele poderemos retirar dois parametros, a
resisténcia a transferéncia de cargas (RCT) que seria a medida do diametro do
semicirculo e a frequéncia de relaxacido caracteristica, fc, obtido no valor vertical
maximo do semicirculo. Podemos também ver ao final do semicirculo uma linha reta,
que demonstra o processo de transporte de massa por difusdo (STUPIN et al.,
2021). Desta forma, por meios desses parametros podemos descobrir os valores
experimentais das reacdes quimicas que irdo acontecer no eletrodo, e usando o
circuito equivalente de Randles podemos mensurar a quantidade de analitos
adsorvidos na superficie do eletrodo, pois foi observado que ele se assemelha ao
processo ocorrido na célula eletroquimica quando esta € submetida a leitura de
compostos bioldgicos. Podemos notar que o circuito de Randles representado (fig. 8
B), € formado pelos seguintes componentes: impedancia de Warburg (ZW),
resisténcia a transferéncia de carga (RCT), resisténcia da solucdo (Rs) e pela
capacitancia de camada dupla (Cdl). (STUPIN et al., 2021).

Nesse contexto, a espectroscopia de impedancia eletroquimica pode ser
representada como uma obstrugdo ou resisténcia a passagem de carga elétrica.
Esta resisténcia é caracteristica singular das estruturas das moléculas adsorvidas e

da carga do eletrodo utilizado.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Desenvolver e caracterizar eletroquimicamente por meio da EIE uma
plataforma biossensora nanoestruturada baseada em
3-mercaptopropiltrimetoxisilano (MPTS), nanoparticulas de ouro (AuNPs) e sonda
oligonucleotidica aminada especifica para identificar a sequéncia gendmica

codificadora do cDNA da proteina P53 em amostras clinicas de pacientes infectadas.

3.2 Objetivos Especificos

e Obter monocamadas automontadas de MPTS através da adsorcdo do
composto tiolado em eletrodo de trabalho com superficie de ouro;

e Avaliar o processo de montagem do biossensor e sua performance frente a
amostras clinicas contendo diferentes concentracées de cDNA do HPV de
baixo e alto risco;

e Obtencao de dados estatisticos de desempenho tais como reprodutibilidade,
sensibilidade e especificidade;

e Estudar a linearidade de resposta do sistema frente a diferentes
concentracdes de cDNA de amostras de HPV,

e Avaliar o controle negativo frente a amostras biolégicas comuns.

4. METODOLOGIA

4.1 Materiais

3-mercaptopropiltrimetoxisilano (MPTS), 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil),
carbodiimida (EDC), N-Hidroxisuccinimida (NHS), L-cisteina (Cys), borohidreto de

sédio (NaBH,) e cloreto de ouro (lll) (HAuCl,.H20) foram adquiridos pela
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Sigma-Aldrich (EUA). Ferricianeto de potassio (K;[Fe(CN)¢]) e ferrocianeto de
potassio (K,[Fe(CN)s) foram obtidos pela VETEC (Brasil). A sonda p53
(5’-amina-TTGCCGTCCCAAGCAATGGATGA-3’) foi obtida pela Invitrogen Co Ltd.
(EUA). As amostras de cDNA de HPV 6, 18, 31 e 33 utilizadas no presente estudo
foram gentilmente fornecidas pelo Instituto Aggeu Magalhdes, todas purificadas e
entregues em aliquotas concentradas (FIOCRUZ). Todos os produtos quimicos
foram utilizados sem purificagdo adicional. Em todos os experimentos foi utilizado
agua ultrapura obtida pelo sistema de purificacao Milli-Q plus (Billerica, EUA). Este
projeto trata-se de uma pesquisa aprovada pelo Comité de Etica com CAEE:
23698513.0.0000.5190, e projeto financiado pelo programa
MCTI/FINEP/MS/SCTIE/DECIT-CT-SAUDE e FNS #1299/2013, de acordo com o

previsto na resolugcao n°® 196/96 do Conselho Nacional de Saude (CNS).

4.2 Sintese e modificagdo quimica das nanoparticulas de ouro pela L-cisteina

(cys)

As nanoparticulas de ouro (AuNPs) foram sintetizadas pelo método de
sintese pela redugao quimica do HAuCI, pelo NaBH4 (SU; ZHENG,; LI, 2012), com
algumas modificagdes. Inicialmente, 100 mL de HAuCl, 1 mM ¢é preparado em um
béquer e submetido a agitagcdo magnética durante 20 minutos em temperatura
ambiente. Em seguida, 200 pL de uma solu¢do aquosa de Cys 25 mM é adicionada
ao HAuCl,, permanecendo em agitacdo por mais 20 minutos. Finalmente, 100 uL de
uma solucado de NaBH, 38,8 mM é adicionado, resultando na imediata obtencéo das
AuNPs, caracterizada pela mudancga de cor da solugédo (anteriormente amarelada)
para uma coloragado avermelhada. A adigdo prévia da Cys ao HAuCl4 favoreceu a
imediata funcionalizagdo das nanoparticulas pela presenca do grupo tiol (-SH) da
cisteina ter elevada sensibilidade pelo ouro, se ligando em sua superficie em um
processo de quimissorgdo dando origem a uma ligacdo Au-S. As AuNPs
funcionalizadas permaneceram por mais 1h em agitacdo magnética, sendo

posteriormente estocadas a 5°C + 1°C até o uso.
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4.3 Preparo da plataforma biossensora e leitura de amostras

Inicialmente, a superficie do eletrodo de ouro (¢ = 2 mm) foi polida com pasta
de alumina (AlLO;) em temperatura ambiente, imerso em hipoclorito de sédio
(NaClO) também em temperatura ambiente e seguido de varias limpezas com agua
ultrapura. Subsequentemente, o eletrodo foi imerso em solugéo etandlica de MPTS
1M (10 min), dando origem a formagcdo de uma monocamada auto montada, o
eletrodo foi submetido a leitura eletroquimica rapidamente apds sair da solugao de
MPTS. Em seguida, com o objetivo de ativagdo dos grupos carboxilicos livres do
MPTS, os agentes acopladores EDC NHS (0,4 M e 0,1 M, respectivamente, 1:1, v/v)
(FISCHER, MARCEL 2010), foram aplicados ao eletrodo (10 min). Logo, 4 pL da
solugédo de AuNPs funcionalizadas foram adsorvidos no eletrodo (30 min), se ligando
ao MPTS devido ao grupo amina livre da Cys presente nas AuNPs e foi realizada
nova leitura impedimétrica. Posteriormente, o EDC NHS foi adicionado novamente
(10 min) para ativagdo dos grupos carboxilicos Cys (RAMACHANDRAN;
MUTHUVIJAYAN, 2019), seguido da incubagdo da sonda aminada p53 (30 min)
dando origem a uma ligagao covalente amida, com nova leitura.

A partir da sintese correta da plataforma biossensora foram aplicadas as
amostras de HPV (Fig. 9), as quais foram preparadas previamente com
concentragcbes conhecidas e armazenadas em congelador de temperatura
controlada entre -3 e -6°C. Para o HPV 18 foram preparadas amostras nas
concentracdes de 1 fg/uL , 50 fg/uL , 100 fg/uL , 50 pg/pL e 100 pg/uL, onde cada
amostra precisou ser descongelada até atingir temperatura ambiente para o seu
devido uso. Para o processo de leitura foram pipetados 4 yL de cada amostra de
HPV no eletrodo de ouro, seguido de 30 minutos de espera antes da leitura
impedimétrica ser realizada. Todas as leituras foram executadas em ordem
crescente de concentracdo e antes da adicdo de nova concentragao, o eletrodo foi
limpo delicadamente com agua ultrapura. Ja& para o HPV 33 tivemos amostras
preparadas nas concentragoes de 1 fg/uL, 100 fg/uL, 250 fg/uL e por fim 1 fg/uL.
Para o HPV 6 foram preparadas e lidas amostras de 1 fg/uL, 50 fg/uL, 500 fg/uL e 1
fg/uL, ja para o HPV 31 s6 foram testadas amostras de 1 fg/puL para testes de

sensibilidade do eletrodo. Todas as amostras de HPV seguiram os mesmos passos
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da amostra de HPV 18 e foram lidas em ordem crescente de concentragao
(AVELINO et al., 2022).
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Figura 9. llustracdo da plataforma biossensora com MPTS- AuNPs-Sonda p53-cDNA
de HPV.
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4.4 Medidas eletroquimicas

As anadlises eletroquimicas foram realizadas por meio do
potenciostato/galvanostato Autolab PGSTAT 128N (Ecochemie, Paises Baixos),
associado ao software NOVA 1.11, com plotagem dos graficos usando o OriginPro9.
Todos os experimentos foram realizados em uma célula eletroquimica contendo trés
eletrodos: ouro como eletrodo de trabalho, prata-cloreto de prata (Ag/AgCl) como
eletrodo de referéncia e platina como contra-eletrodo. Todos foram imersos em 20 ml
de [Fe(CN)s]*/[Fe(CN)s]* 10 mM, usado como sonda redox. Todas as analises foram
realizadas no interior de uma gaiola de Faraday. As analises impedimétricas foram
registradas na faixa de frequéncia de 100 mHz a 100 kHz com amplitude do
potencial de onda senoidal de 10 mV (OLIVEIRA et al., 2008).

4.5 Simulacao do circuito equivalente de Randles nas analises de EIE

Os graficos de impedancia eletroquimica (diagramas de Nyquist) foram
submetidos a analise de dados através do programa NOVA 1.11 (AVELINO et al.,

2022), com o objetivo de explorar o comportamento interfacial do sistema.
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4.6 Medidas de espectrofotometria de UV-VIS

As medidas de absorbancia da regido ultravioleta das solugdes coloidais das
nanoparticulas de ouro e das funcionalizadas com L-cisteina foram medidas em um
espectrofotobmetro da marca kasvi (BRASIL) modelo K37-UVVIS usando a Faixa de

comprimento de onda 300-800nm.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Medidas de absorgao UV-VIS

O espectro de absorgdo na regido do UV-vis da solugédo coloidal de
AuNPs puras apresentaram um pico de absor¢ao em torno de 525 nm, enquanto as
funcionalizadas com Cys demonstraram um deslocamento do pico de absorgéo para
531 nm (Fig 10), indicando o recobrimento das AuNPs pela Cys (LUTHULI, SIFISO
et al., 2013).

54 — AuNp
—— AuNp-Cys

= 1 g 1 H 1 | 1 . 1 b 1 b T X
400 600 800 1000 1200 1400 180D 1800 2000

Figura 10. Mudanca no do espectro de absorgéao apds funcionalizagao com Cys.

Nesse sentido, obtivemos uma diminuicdo da intensidade da banda de
absorgcao UV-Vis. Este resultado indica a agregagcdo das moléculas de L-cisteina a
superficie das nanoparticulas de Ouro, como foi demonstrado por Luthuli et al 2013 ,

caracteristica essa que pode ser indicativo de funcionalizacdo pela mudanca de
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coloragao original das particulas, que era avermelhada/roxo e ap6s a modificagao

com a L-cisteina a mesma adquiriu uma coloragao rosa claro, conforme a fig. 11.

Figura 11. Mudanga no espectro de absor¢do apds funcionalizagdo com Cys,

visualizagao na alteragao de coloragao.

5.2 Caracterizagao Eletroquimica da plataforma biossensora

Podemos observar por meio da fig. 12 a caracterizagao eletroquimica da
plataforma por meio da EIE. Todas as analises ocorreram por meio de sonda redox
de ferro-ferrocianeto de potassio [Fe(CN) ¢]*/*7, que garantiu um meio ideal para o

sistema realizar trocas eletroliticas.
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Figura 12. Diagrama de Nyquist referente a caracterizagdo eletroquimica da

plataforma biosenssora.

A fig. 12 demonstra o diagrama de Nyquist, no qual sua parte linear
demonstra o processo de difusdo na superficie do eletrodo e podemos retirar a
resisténcia a transferéncia de cargas (RCT) por meio da medida do diametro do
semicirculo formado. Desta forma, podemos avaliar as interagées que ocorreram no
eletrodo de trabalho. Apds a limpeza do eletrodo (espectro preto), nenhum
semicirculo é observado, indicando uma superficie limpa e livre de compostos
contaminantes. Em seguida a adsor¢édo do MPTS faz o RCT aumentar para 1132 Q,
demonstrando um aumento na resposta impedimétrica (espectro vermelho)
indicando a formacdo da monocamada auto montada, fomentada pela interacédo do
grupo tiol (-SH) do MPTS com o ouro do eletrodo de trabalho em um processo de
quimissorgao, resultando na perda do hidrogénio molecular (HASAN; PANDEY,
2018). Isso se deve a condutancia elétrica dos pares de elétrons dos trés oxigénios
que estado disponibilizados na interacdo com a camada das nanoparticulas e por
estarem desemparelhados (ativados pelo EDC/NHS), ou seja, com a camada
incompleta, ao serem colocados na sonda redox, forma-se na superficie da
monocamada uma nuvem de elétrons, que ao se aplicar o campo elétrico se
organizam para fluir do polo negativo para o positivo, aumentando a resisténcia. De
acordo com os trabalhos de Hasan et al 2018 e Su et al 2012, essa € uma resposta

esperada para o sistema em questéo.
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A ativacdo dos grupos carboxilicos pelos agentes acopladores EDC NHS em
associagdo com as AuNPs (espectro azul) resultou na diminuicdo da resposta
impedimétrica devido ao aumento da condutividade conferida pelas particulas,
aumentando o fluxo de elétrons na interface eletrodo-solugao redox, demonstrando
um RCT de 681 Q (ISLAM et al.,, 2020). Por fim, para completar a plataforma
nanossensora, foi aplicada novamente os agentes acopladores para a ativagdo dos
grupos carboxilicos da cisteina, presentes na nanoparticula de ouro, seguido de
adsor¢cao da sonda P53 (espectro rosa) no eletrodo de trabalho funcionalizado.
Houve uma diminuicdo na resposta do sistema, com RCT de 502 Q, por conta da
criacdo do éster NHS que anula a carga negativa do grupo carboxilico da AuNPs,
permitindo que a ligagdo amida seja concretizada de forma estavel e prolongada,
resultando na diminuigdo do didmetro do semicirculo, indicando a efetiva adsorgao
na sonda. Podemos confirmar a resposta da impedancia por meio do trabalho de
Geng et al 2008, que também confirma a mudanga no potencial elétrico por meio de

reacdes quimicas e propriedades das moléculas usadas em seu trabalho.

5.3 Analise da sensibilidade do biossensor

A avaliacdo da sensibilidade do biossensor foi realizada pela adsor¢ao do
cDNA de HPV 33 (100 pg/uL), obtido a partir de células cervicais de pacientes
infectados pelo HPV. Este analito foi submetido na superficie do eletrodo durante 30
minutos. Apds a limpeza do eletrodo funcionalizado com agua deionizada ultrapura
para remover moléculas nao adsorvidas, o eletrodo foi novamente submetido a
analise impedimétrica. Como demonstrado na Fig. 13, foi observado um aumento no
didmetro do semicirculo de Cole-Cole (espectro vermelho) quando comparado com a
resposta impedimétrica do biossensor (espectro preto), indicando a efetiva detecgao
e sucessiva hibridizacdo da sonda com o cDNA alvo, como podemos notar no
trabalho de Avelino et al 2022.
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Figura 13. Analise de sensibilidade do biosenssor frente a amostra de HPV
33.

5.4 Resultados da espectroscopia de impedéancia em relagéo a bioatividade

da plataforma

Conforme o andamento do projeto com a montagem e otimizagdo da
plataforma nanosenssora, foi realizado o estudo mediante as diferentes
concentracdes das moléculas de HPV, cada amostra foi incubada por um tempo de
30 minutos antes da sua leitura. Podemos concluir por meio da Fig. 14 que o sistema
proposto se mostrou responsivo as diferentes concentracées do cDNA de HPV 18,
por meio do aumento do didmetro dos semicirculos conforme o aumento das

diferentes concentracoes.
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Figura 14. Espectroscopia de impedancia com analise de concentragdao do HPV 18.

As amostras utilizadas foram de 3 tipos de HPV de alto risco (HPV 18, 31 e
33), enquanto apenas uma amostra de HPV de baixo risco foi utilizada, sendo ela o
HPV 6. Na fig. 14 podemos observar o aumento nos diametros do semicirculo de
Cole-Cole de acordo com o aumento da concentragdo das amostras, indicando a
efetiva deteccéo e sucessiva hibridizagdo da sonda com o cDNA alvo do HPV 18. A
sonda se mostrou sensivel as diferentes concentracbes da amostra do HPV de alto
risco (TABELA 3), sendo essas 1 fg/uL (preto), 50 fg/uL (vermelho), 100 fg/uL (rosa),
50 pg/pL (verde) e finalmente 100 pg/pL (azul). Podemos notar o aumento no RCT
referente ao incremento na concentracdo do analito alvo, dessa forma, é observado
que apo6s adicionar a primeira amostra com 1 fg/uL, o RCT aumentou de 502 Q
(sonda) para 685 Q, indicando a sucessiva hibridagdo da amostra. Apds a primeira
amostra foi adicionado uma concentracdo maior de HPV 18, sendo esta 50 fg/uL,
havendo novamente o aumento do RCT para 842 Q, logo, podemos identificar o
comportamento crescente do aumento no RCT em relagdo ao aumento de
concentragéo do analito alvo, sendo estes 100 fg/uL (910 Q), 50 pg/uL (936 Q) e 100
pg/uL (942 Q). Comportamento semelhante pode ser observado no trabalho de
Avelino et al 2022.
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Eletrodo Tempo de CPE (uMho) n RCT (KQ) RS (Q) ZW (uMho)
Modificado quimissorgao
Eletrodo @ - 5,72 0,73 17,3 299 1000,3
limpo
+ 0,09 1+ 0.01 +1.15 +0 +1.15
MPTS 10 min 2,05 0,83 1132 280 1206,6
+0.7 +0.01 +179 +0.57 + 11,54
AuNPs 30 min 3,21 0,74 681,3 266,6 1116,6
1+ 0,06 1+ 0,01 +7,23 +1,52 + 15,27
Sonda P53 30 min 3,87 0,721 502,3 251,6 1007,6
+ 0,05 1+ 0.01 +5,13 +2,08 +0,57
HPV 18 30 min 3,31 0,73 685,9 268,3 1008,6
1 fg/pL +0,18 +0.03 +5,1 +23,5 + 0,57
HPV 18 30 min 2,69 0,781 842 269,6 1076,3
50 fg/pL + 0,09 0 + 2,64 +1,15 + 58,31
HPV 18 30 min 2,67 0,78 910 269,6 1009
100 fg/uL + 0,09 1+ 0.01 1+ 10,44 +3,78 1
HPV 18 30 min 2,42 0,79 936,3 274 1009,6
50 Pg/uL + 0,25 + 0,01 + 19,73 + 8,71 +1,15
HPV 18 30 min 2,52 0,79 942,6 267,3 1076
100 Pg/uL +0,10 1+ 0,01 2,30 23 158,88

Tabela 3. Resultados eletroquimicos da plataforma e teste utilizando material de

HPV 18. Todos realizados em triplicata.
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Podemos observar na fig.15 A o circuito equivalente de Randles, que foi
utilizado para a realizagdo dos ajustes dos graficos de impedancia e utilizagdo dos
elementos elétricos dos dados experimentais referentes ao EIE. Portanto, a partir do
RCT, extraido do circuito, foi confeccionada a curva de calibragdo da resposta do
sensor (fig. 15 B), como podemos conferir em Ribeiro et al 2015, Avelino et al 2022 .
Os dados que foram usados para constru¢ao do circuito equivalente foram retirados
da fig. 14 e podem ser confirmados pela TABELA 3. Logo, a fig. 15 B demonstra a
relagao linear do ARCT% e a concentragao das moléculas de HPV 18, esta relagéao

foi obtida pela seguinte equacédo (COSTA et al., 2017):

(RCT(HP\HS)-RCT (Anzi-HPV1 8))
ARCT % =
RCT (Anti-HPV18)
Eq. 1

Onde o RCT (anti-HPV18) é o representante de toda a plataforma
(MPTC-NPAus- Sondap53), ja o RCT (HPV 18) é referente as mudangas na
resisténcia apos as alteragdes nas concentracbes de HPV 18. Dessa forma, é
esperado um aumento no RCT proporcional a maior concentracdo de HPV adsorvido
na plataforma, de acordo com Costa et al 2017. Dessa forma, foi visto uma relagao
satisfatéria dos dados referentes ao sensor, ja que seu R? foi de aproximadamente
0,85 devendo ser o mais proximo possivel de 1, sendo a equacado usada para
calibragdo e determinacédo dos valores do RCT como (y=8,1x + 48,70) (COSTA et
al., 2017). Por fim, podemos inferir por meio dos valores apresentados o limite de
deteccao da plataforma que ficou estimado em (LOD= 13,54 fg/uL), sendo um limite
bastante baixo e util na detecgédo de baixas cargas virais.
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Figura 15. A) Circuito equivalente de Randles, retirados do programa NOVA 1.11. B)

Curva de calibragéo obtida usando os valores de A RCT%.
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Ja na fig. 16 A, se demonstra a espectroscopia de impedancia da plataforma
montada junto a leitura do HPV 31, que se mostrou responsivo a plataforma por
conta do aumento do didmetro do semicirculo no Cole-Cole na amostra de 1fg/uL,
nao foram lidas outras concentracbes de amostra do HPV em questado, pois esse
tipo de HPV foi utilizado apenas para testar a sensibilidade de plataforma. Enquanto
na fig. 16 B temos o espectro de impedancia das amostras de HPV 33, esse se
mostrou responsivo nas concentragdes de 1fg/uL, 100 fg/uL, 250 fg/uL e 1 pg/uL.

Ambos sao considerados amostras de HPV de alto risco.
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Figura 16. A) Resposta impedimetrica do HPV 31 em 1fg/uL B) Resposta
impedimétrica de diferentes amostras do HPV 33 em 1fg/uL, 100 fg/uL, 250 fg/uL e pg/uL.

Por fim, na fig. 17 temos o espectro de impedancia da amostra de HPV 6, a
unica amostra de HPV de baixo risco analisada. Podemos observar o aumento nos
diametros do semicirculo de Cole-Cole de acordo com o aumento da concentragao
das amostras, indicando a efetiva deteccéo e sucessiva hibridizagdo da sonda com o
cDNA alvo do HPV 6. As concentragdes utilizadas nessa amostra foram 1 fg/uL, 50
fg/uL, 500 fg/uL e 1pg/pL. Contudo, a sonda ndo se mostrou responsiva para a

diferenciagao na detecgédo da amostra de 50 fg/uL e de 500 fg/pL.

44

2,0x10°



5,0x10°

-Z7(Q)

—a—1fg
—a—50fg
= 500fg

= 1pg

0,0
1x10°_ 2x10°
Z'(Q)

Figura 17. Resposta impedimetrica do HPV 6 em concentragbes de 1fg/pL, 50 fg/uL,
500 fg/uL e 1 pg/uL.

5.5 Controle negativo com glicose e acido citrico, moléculas comuns.

Nas Figs. 18 A e 18 B, s&o apresentadas as respostas eletroquimicas
respectivamente pela glicose e o acido citrico, caracterizadas pela espectroscopia de
impedancia. Os diferentes graus de resisténcia de transferéncia de carga para a

sonda redox fornecem informagdes Uteis acerca das propriedades interfaciais do

biossensor.
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Figura 18. A) Resposta eletroquimica do controle negativo com glicose B) resposta

eletroquimica do controle com acido nitrico.

45



Estas moléculas foram empregadas para testar a especificidade frente a
interferentes que n&o sejam o analito de interesse. As concentragdes usadas foram,
uma solucao de glicose 1 mM e acido citrico 1 mM, respectivamente conforme a fig.
18 A e 18 B, e ndo foi observado um aumento no didmetro do semicirculo de
Cole-Cole (espectro rosa e laranja) quando comparado com a resposta
impedimétrica da sonda (espectro vermelho), evidenciando a nao ligacédo dos
analitos a camada anterior. Portanto, a sonda néo se mostrou responsiva ao controle
negativo de moléculas biolégicas comuns, sendo um ponto positivo ja que as

amostras podem conter contaminantes.

5.6 Reprodutibilidade, sensibilidade e especificidade da plataforma

biossensora

Podemos confirmar a reprodutibilidade da plataforma por meio dos testes
realizados em ftriplicata no estudo do HPV 18 (fig. 14), e na realizagdo dos
experimentos envolvendo os outros tipos de HPV, nos quais a plataforma se mostrou
reprodutivel e responsiva aos analitos alvo. Juntamente, estatisticamente a
plataforma se mostrou reprodutivel por ter uma variagdo de resposta pequena em
relacao ao resultado de sua impedancia. Ja no quesito sensibilidade a plataforma se
mostrou sensivel a concentragdes minimas de HPV, se mostrando responsiva em
amostras com 1x107"® g/uL tendo LOD de 13,54 fg/uL. Concluindo, a especificidade
da mesma foi comprovada ao nao responder a moléculas biolégicas comuns tais
quais glicose e acido citrico, demonstrando uma especificidade ao analito alvo e a
nao interferéncia de outras moléculas. Assim como no trabalho de Avelino et al

2022, a plataforma de mostrou responsiva para o seu analito alvo.

6. CONCLUSAO

No presente estudo, um biossensor eletroquimico baseado em monocamadas
automontadas de MPTS, nanoparticulas de ouro modificadas com L-cisteina e sonda

aminada p53 foi desenvolvido para deteccdo de cDNA de HPV em amostras de
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células cervicais. As nanoparticulas sintetizadas demonstraram o efetivo
recobrimento com Cys, indicado pelo aumento da condutividade do sistema, bem
como a imobilizagdo da sonda. A analise eletroquimica da montagem do biossensor
indicou o recobrimento do eletrodo pelos componentes, revelado pela variagdo do
diametro do semicirculo. A interagcdo do biossensor com as amostras de cDNA do
HPV 33, 31, 18 e 6 indicou a bem-sucedida detec¢cdo do analito e suas
concentragdes, resultando no aumento da resistividade do sistema, e por sua vez,
aumento do didmetro do semicirculo. Este biossensor se mostrou mais especifico,
sensivel e reprodutivel para a detecgdo e analise do HPV 18, sendo deste tipo de
HPV as melhores respostas da plataforma biossensora. Deste modo a reprodugao
estatistica do biossensor se mostrou satisfatéria, e seu limite de deteccao
demonstrou poder detectar cargas virais minimas de HPV (LOD=13,54 fg/uL), sendo
este fator muito importante para pacientes com baixas cargas virais. Destarte, os
resultados obtidos sugerem uma possivel futura aplicagdo do biossensor
desenvolvido como técnica de apoio a técnicas consideradas “padrao ouro’,
auxiliando de maneira rapida e sensivel a identificacao de analitos relacionados ao
HPV.
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