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RESUMO

A partir de marco de 2020 a doenca causada pelo virus SARS-CoV-2 tornou-se um
problema de saude publica e, apesar dos altos indices relatados, existe uma grande
subnotificacdo evidenciando-se a necessidade de tecnologias de diagnostico de
amplo acesso, sensiveis e de baixo custo. Esta tese objetivou a revisdo da literatura
na area de biossensores eletroquimicos baseados em 6xidos de nidbio, além de,
considerando o cenério previamente exposto, desenvolver uma plataforma a base
nanofios de niobato de sodio com sondas de acidos nucleicos imobilizadas
(genosensor) que possa ser empregada para a identificacdo de SARS-CoV-2 e que
possa ser facilmente adaptada para qualquer outro patdégeno. Através do artigo de
revisdo da literatura, foi possivel verificar o potencial de aplicacéo de 6xidos de nidbio
como biossensores eletroquimicos, além da importancia da nanoestruturacéo destes
oxidos. Para o desenvolvimento da plataforma, foi realizada a construcdo de 3 tipos
distintos de eletrodos suportando a camada de nanofios de niobato de sédio em
diferentes coletores de corrente (Nb-NW, FTO-NW e Gf-NW; camada de nanofios de
niobato de sédio suportada em bulk de nidbio, vidro condutor e bastdo de grafite,
respectivamente), metodologias de funcionalizacao e imobilizacédo de sondas de fitas
simples de DNA foram desenvolvidas, além da realizacdo das caracterizagdes fisico-
guimica, morfolégica e eletroquimica do dispositivo. Visando a simplificacdo da
construcdo da plataforma, inicialmente a imobilizacdo por interacao eletrostatica foi
testada, sendo possivel a visualizacdo da resposta eletroquimica associada a
guantidade de &cido nucleico, porém, foi possivel verificar a fraca estabilidade da
interacdo da probe com a superficie do eletrodo. Para ampliar esta estabilidade, a
metodologia de funcionalizag&o dos eletrodos foi padronizada recobrindo a superficie
dos nanofios com quitosana e glutaraldeido por dip coating, posteriormente
imobilizando de forma covalente sondas de DNA modificadas com grupamento
amina. Apos a confirmacdo da estabilidade desta imobilizacdo, o bloqueio da
superficie foi realizado com BSA (albumina de soro bovino). Todas as etapas de
construcdo foram caracterizadas por ensaios eletroquimicos de VC (voltametria
ciclica) e EIE (espectroscopia de impedancia eletroquimica), demonstrando que a
funcionalizacdo da superficie com quitosana gera diminuicdo da resisténcia do
sistema, enquanto que a funcionalizacdo com glutaraldeido, a imobilizacdo da probe

e 0 bloqueio dos sitios livres de glutaraldeido geram um aumento da resisténcia,



sempre em comparacdo com a etapa anterior de construgéo. Por fim, ensaios de
hibridizacdo foram realizados, demonstrando que foi possivel detectar o fenébmeno
de formacao dos hibridos constatado pela aparicdo de nova contante de tempo e
aumento dos valeres de resisténcia total do sistema encontrados por EIE. Entretanto,
se faz necesséria a otimizagdo das condi¢cdes para o aumento da seletividade do
método. Resultados preliminares indicam a importancia do tempo de incubacéo e da
utilizacdo de solucdes tampéao de hibridizagdo, como SSPE (solucao tampéo fosfato
de sodio salina EDTA) e SSC (solucdo tampéo salina sédio citrato), durante o
protocolo de hibridizagdo. Além do artigo de revisdo e desenvolvimento
metodoldgico proposto, a partir desta tese também foi possivel o pedido de depdsito
de patente para a protecao intelectual da aplicacdo e metodologia desenvolvida, além
da elaboracéo de trabalhos complementares abordando a metodologia de retirada
da camada de nanofios do bulk para a constru¢ao de diferentes configuragdes de
eletrodos e a influéncia dos componentes do eletrdlito na resposta eletroquimica de

biossensores.

Palavras-chave: Biossensor; Genosensor; Oxido de nidbio; SARS-CoV-2;

Diagnastico.



ABSTRACT

As of March 2020, the disease caused by SARS-CoV-2 virus has become a public
health problem and, despite the high rates reported, there is great underreporting,
highlighting the need for widely accessible, sensitive, and low-cost diagnosis
technologies. This thesis aimed to review the literature in the area of electrochemical
biosensors based on niobium oxides, in addition to, considering the previously
exposed scenario, developing a platform based on sodium niobate nanowires with
immobilized nucleic acid probes (genosensor) that can be used to the identification of
SARS-CoV-2 and that can be easily adapted to any other pathogen. Through the
literature review article, it was possible to verify that the application of niobium oxides
as electrochemical biosensors is promising, in addition to the importance of the
nanostructuring of these oxides in biosensor construction. For the development of the
platform, 3 different types of electrodes were fabricated supporting the layer of sodium
niobate nanowires in different current collectors (Nb-NW, FTO-NW, and Gf-NW,
sodium niobate layer supported on niobium bulk, conductive glass and graphite,
respectively), functionalization and immobilization methodologies of single-stranded
DNA probes were developed, in addition to physical-chemical, morphological and
electrochemical characterizations of the device. Aiming to simplify the construction of
the platform, immobilization by electrostatic interaction was initially tested, making it
possible to visualize the electrochemical response associated with the amount of
nucleic acid, however, it was possible to verify the poor stability of the interaction of
the probe with the electrode surface. To increase this stability, the electrode
functionalization methodology was standardized by covering the surface of the
nanowires with chitosan and glutaraldehyde by dip coating, subsequently covalently
immobilizing DNA probes modified with an amine group. After confirming the stability
of this immobilization, the surface was blocked with BSA (bovine serum albumin). All
construction stages were characterized by cyclic voltammetry and electrochemical
impedance spectroscopy, demonstrating that surface functionalization with chitosan
generates a decrease in system resistance, while functionalization with
glutaraldehyde, immobilization of the probe, and glutaraldehyde free-site blocking
generate an increase in resistance, always compared to the previous stage of
construction. Finally, hybridization tests were carried out, demonstrating that it was

possible to detect the phenomenon of hybrid formation as verified by the appearance



of a new time constant and an increase in the system's total resistance values found
by electrochemical impedance spectroscopy. However, it is necessary to optimize the
conditions to increase the selectivity of the method. Preliminary results indicate the
importance of incubation time and the use of hybridization buffer solutions, such as
SSPE (saline sodium phosphate EDTA buffer) and SSC (saline sodium citrate buffer),
during the hybridization protocol. In addition to the review article and proposed
methodological development, from this thesis it was also possible to request a patent
deposit for the intellectual protection of the application and methodology developed, in
addition to the elaboration of complementary works addressing the methodology for
removing the nanowire layer from the bulk for the construction of different electrode
configurations and the influence of electrolyte components on the electrochemical

response of biosensors.

Keywords: Biosensor; Genosensor; Niobium Oxide; SARS-CoV-2; Diagnosis.
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1. INTRODUCAO

Em marco de 2020, a populacdo mundial deparou-se com uma realidade até
entdo pouco conhecida, pelo menos desde o surto de gripe espanhola em 1919: uma
pandemia. Uma série de casos sintomaticos semelhantes aos de pneumonia viral
levaram a internacéo de pacientes na provincia de Wuhan (China) no final de 2019.
Amostras clinicas coletadas de pacientes permitram a identificacdo e
sequenciamento do material genético do patégeno causador, um virus da familia
coronaviridae, denominado SARS-CoV-2 (do inglés Severe Acute Respiratory
Syndrome Coronavirus-2) [1]. A partir deste momento, a doenca que ja havia se
espalhado pelo mundo, foi classificada pela Organizacdo Mundial da Satude (OMS)
como uma pandemia, chamada COVID-19 [2].

A pandemia de coronavirus deixou clara a falta de preparo da sociedade para
se organizar em tempos de crise, 0 que se provou com a dificuldade de manejo dos
pacientes e falhas na tentativa de parar a disseminagdo do virus [3], [4]. A
comprovacao desta limitacdo expressa-se pelos nimeros observados ao longo deste
periodo, com cerca de 773 milhdes de casos confirmados e quase 7 milhdes de mortes
ate final de janeiro de 2024 [5].

O quadro de sintomas iniciais apresenta-se como uma sindrome gripal na
maioria dos casos, porém, a manifestacdo clinica responsavel pela grande
notoriedade e caracterizacdo da doenca como uma pandemia € a sindrome
respiratdria aguda grave. A COVID-19 acomete, principalmente, o sistema
respiratorio, cardiovascular e gastrointestinal, porém sem sintomas especificos que
possam assegurar um diagnostico preliminar [6].

Devido a natureza da pandemia, na qual a contaminacao ocorre principalmente
entre individuos, a prevencao do contagio e a vacinacao tém se mostrado como uma
alternativa para prevencao de casos graves. Além disso, neste cenario, o diagndstico
rapido com identificacdo do agente etiolégico € essencial para a diminuicdo da
mortalidade associada [7].

No inicio da pandemia, quando a vacina ainda ndo havia sido desenvolvida, e
apenas uma pequena parte da populacdo havia sido infectada, um dos primeiros
métodos utilizados foi a pesquisa de anticorpos especificos para 0 SARS-CoV-2, ja
gue a intencao residia na tentativa de identificar individuos previamente expostos.

Logo em seguida, os dois métodos principais mais empregados no diagnéstico direto



da infeccéo foram os testes imunoldgicos baseados em imunocromatografia de fluxo
lateral (conhecido, popularmente, como teste rapido) [8] e a Reacdo em Cadeia da
Polimerase em tempo real com Transcricdo Reversa (RT-qPCR) [9].

Apesar de muito avancos que foram atingidos durante este periodo, como a
melhora da qualidade dos testes rapidos e a universalizacdo das técnicas
moleculares, ainda vivemos um cenario de limitacdes relacionado a sensibilidade,
custos e operacionalizacdo/implantacdo destas metodologias. Além disso, reconhece-
se que cada regido possui uma realidade socioepidemiolégica distinta e fatores
sociais, econdmicos e epidemioldgicos devem ser analisados para a escolha da
melhor alternativa [4]. Especificamente em relagdo ao Brasil, a falta de autonomia para
a producao de insumos e flexibilidade para a construgéo de alternativas metodologicas
exp0s a realidade nacional relacionada a medicina diagnostica.

Nas ciéncias, momentos como este geralmente proporcionam avangos
tecnologicos importantes. Especialmente na area da engenharia biomédica os
avancos cientificos constantes instigam a criacdo de novos materiais, especialmente
com a incorporacdo de nanomateriais, que estdo sendo projetados e desenvolvidos
visando suprir as necessidades e possibilitam ampliar as possibilidades na medicina
diagnéstica [10]. No ambito de deteccdo e prevencdo de doencas, principalmente,
técnicas de engenharia e biologia molecular sdo combinadas fornecendo alternativas
geralmente mais acessiveis e com melhores resultados relacionados a sensibilidade,
especificidade, tempo de execucédo, além de ampla adaptacéo a diferentes usos. Este
€ o0 caso dos biossensores [11].

Além das vantagens anteriormente mencionadas, os biossensores podem ser
empregados laboratorialmente ou até em sistemas point-of-care, podendo ser
empregados em larga escala, garantindo sua incorporacdo em sistemas complexos,
como, por exemplo, o Sistema Unico de Salde (SUS), e atingindo até mesmo as
populacdes mais desassistidas.

Tendo em vista esta necessidade de desenvolvimento de tecnologias que
possam ser facilmente aplicadas até mesmo em areas de alta vulnerabilidade, mas
gue possuam sensibilidade e especificidade capazes de prover um diagndstico
confidvel, a proposta apresentada nessa tese busca o desenvolvimento de uma
plataforma de diagnéstico baseada em biossensor eletroquimico com propriedades

fisico-quimicas e analiticas inéditas na area de diagnostico viral, o qual esta sendo
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desenvolvido a partir de 6xidos nanoestruturados de niébio obtidos pelo processo
hidrotermal [12], biofuncionalizados com sequéncias curtas de fitas simples de DNA
especificas e complementares ao acido nucleico a ser detectado. Como modelo de
aplicacao, visa identificar o RNA de SARS-CoV-2, possibilitando o diagndstico rapido
da infeccao pelo agente causador da pandemia de COVID-19.

De forma ampla, a intencdo deste trabalho foi o desenvolvimento de um
dispositivo que podera ser utilizado a médio prazo, com custo relativamente baixo,
especialmente considerando a incorporacao de uma matéria-prima nacional [13] e que
encontra amparo em programas de incentivo para a pesquisa e desenvolvimento de
novos produtos que possam agregar valor ao material [14]. Ressalta-se, ainda, que o
desenvolvimento desta plataforma de biossensor eletroquimico utilizando 6xido a
base de nidbio podera contribuir fortemente para a inovagao tecnologica nacional,
uma vez que ainda ndo ha relatos de biossensores com estas caracteristicas. A
utilizacdo de nanofios de niobato de sodio como transdutor eletroquimico, bem como
o desenvolvimento de metodologias de construcao e biofuncionalizacéo de eletrodos
para aplicacdo posterior como biossensores eletroquimicos sao fatores que
evidenciam o impacto e a relevancia do projeto.

Espera-se, por fim, que seja possivel prospectar a ampliacdo da utilizacao
desta plataforma para outros patdgenos, sejam eles virais, bacterianos ou
parasitarios, também utilizando a detec¢cdo de material genético nas amostras clinicas,

apenas alterando o elemento de reconhecimento do biossensor.
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2. OBJETIVOS

Desenvolver uma plataforma para utilizagdo como biossensor baseada em

matriz de nanofios de niobato de sédio biofuncionalizada para a deteccao de acidos

nucléicos visando futura aplicacéo para identificacdo de SARS CoV-2.

2.1. Objetivos especificos

Obter eletrodos utilizando camada de nanofios de niobato de sodio;
Avaliar diferentes coletores de corrente para suporte da camada de nanofios
de niobato de sodio;

Analisar a interferéncia de diferentes eletrélitos no desempenho da anélise
eletroquimica;

Avaliar o efeito dos nanofios de niobato de sddio na construcdo do
biossensor;

Avaliar diferentes técnicas de imobilizacdo do bioreceptor;

Funcionalizar a superficie dos eletrodos;

Imobilizar o bioreceptor na superficie do eletrodo;

Caracterizar a morfologia e comportamento eletroquimico do biossensor
confeccionado;

Detectar sinal eletroquimico do reconhecimento de &cido nucleico (RNA) a

partir da hibridizacdo com o bioreceptor imobilizado.






3. ORAGANIZAGAO DA TESE

Na parte inicial da tese é apresentada a reviséo da literatura com os principais
topicos de apoio para auxiliar no entendimento do trabalho desenvolvido e que
justificaram sua realizacdo. Os resultados principais sdo apresentados em dois
capitulos, conforme descrito na Figura 1. Os resultados complementares sdo
apresentados nos anexos |, Il e lll.

O capitulo 1 refere-se ao manuscrito de revisao intitulado “Electrochemical
Biosensors Based on Niobium-containing Oxides: A Review”, enquanto que no
capitulo 2 sdo apresentados o0s principais resultados experimentais que foram
desenvolvidos. Ja, o Anexo | refere-se ao pedido de depdsito de patente gerado a
partir dos resultados obtidos nesta tese. Os resultados complementares estao
apresentados nos anexos Il e lll: 0 Anexo Il apresenta o manuscrito intitulado “Self-
supporting (free-standing) sodium niobate nanowires film” e que aborda a metodologia
desenvolvida para a retirada da camada de nanofios de niobato de sodio do substrato
de nidbio metalico e sua caracterizagdo. Por fim, o Anexo Il apresenta 0 manuscrito
intitulado “Efeito do eletrolito na deteccdo de ssDNA imobilizado em eletrodo
funcionalizado de FTO para aplicagdo com biossensor eletroquimico” e que aborda o
estudo da utilizacdo de diferentes eletrolitos na construgcdo do biossensor

eletroquimico proposto.



[

Capitulo 1 — Artigo de revisao ]

[ Capitulo 2 — Resultados ]

Objetivo ) (

Objetivo )

Revisdo da literatura acerca da aplicagao
de oxidos de niobio na construgao de
biossensores eletroquimicos.

Desenvolver uma  plataforma para
utilizagdo como biossensor baseada em
matriz de nanofios de niobato de sodio
biofuncionalizada para a detecgdo de
acidos nucleicos.

[ Questdes de pesquisa ]

[ Questdes de pesquisa ]

‘\

*Quais os oxidos de nidbio sao utilizados
como substrato para a construgcdo de
biossensores eletroquimicos?

+Quais as metodologias de sintese dos
6xidos de niébio utilizados nesta
construgao?

*Quais as metodologias de construgio
desses biossensores: funcionalizagao das

superficies e imobilizagdo de
bioreceptores?
*Quais os tipos de biossensores

construidos com oxidos de niobio?

[

‘\

*Quais metodologias podem ser aplicadas
para a construgdo de um eletrodo?

*Qual metodologia de imobilizagdo do
bioreceptor € mais estavel?

*Quais pardmetros devem ser utilizados na
funcionalizagao da superficie dos nanofios
de niobato de sédio para assegurar a
devida imobilizacdodo ssDNA-probe?

*Existe a necessidade de blogqueio da
superficie apés a imobilizacdo?

*Como e a resposta eletroquimica apos os
protocolos de hibridizagio?

+A morfologia interfere na construgdo de *Quais otimizagées do protocolo de
biossensores a base de oxido de niobio? hibridizagao possuem efeito na
\_ Y, \seletividade? Y,
Métodos utilizados ] D [ Métodos utilizados ] N
*Pesquisa tedrica nas bases de dados *Construcao da plataforma:

cientificas.

¢ Selegdo de artigos que utilizam o6xidos
de niobio para a construgdo de
biossensores eletroquimicos.

« Analise e correlagdo dos achados.

funcionalizagdo quimica da superficie,
imobilizacao eletrostatica e covalente de
ssDNA-probe, bloqueio da superficie.

eCaracterizacao eletroquimica: ensaios de
voltametria ciclica e espectroscopia de
L impedancia eletroquimica.

/

Figura 1 Esquema organizacional do desenvolvimento do estudo apresentado nessa
tese, o qual foi dividido em dois capitulos.
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4. REVISAO DA LITERATURA
4.1.COVID-19

No dia 11 de marco de 2020, a OMS declarou o surto da doenca pelo virus
SARS-CoV-2, denominada COVID-19, como pandemia ao atingir mais de 100 paises
[2]. O surto teve origem na provincia de Wuhan na China no final do ano de 2019 [15]
com o aparecimento de diversos casos com caracteristicas de pneumonia viral. Em
janeiro de 2020, o virus foi isolado a partir de amostras de pacientes sintomaticos, o
gue contribuiu para sua caracterizagdo genémica e sua identificagéo [1], possibilitando
pesquisas mais aprofundadas sobre a infeccao.

Desde o primeiro caso, no final de 2019 até janeiro de 2024, mais de 770
milhdes de casos foram reportados com 7 milhdes de mortes ocasionadas pela
COVID-19 no mundo, distribuidas por todos os continentes. A Europa é o continente
com maior prevaléncia, tendo 278 milhdes de casos confirmados e 2,2 milhdes de
mortes; em segundo lugar estd o oeste do pacifico (que inclui a China), com
aproximadamente 208 milhdes de casos e 419 mil mortes. As Américas ficam em
terceiro lugar com 193 milhdes de casos, porém, ficando em primeiro lugar
considerando o numero de vitimas fatais, com 2,99 milhdes de mortes. O Brasil é 0 6°
pais com maior niumero de casos confirmados no mundo, em torno de 37 milhdes,
porém, € o segundo em numero de mortes, com mais de 700mil ébitos até o final de
janeiro 2024 [5].

A COVID-19 e uma infeccao viral que ocorre principalmente pela internalizagéo
do virus mediada pelos receptores da Enzima Conversora de Angiotensina 2 (ECA2)
presentes em diversos tecidos de mamiferos, como pulmdes, rins, coracao, trato
gastrointestinal e vasos sanguineos [6]. Do ponto de vista clinico, acomete
principalmente o trato respiratério com uma gama de manifestacdes que vao desde
casos assintomaticos até fatais [16]. Os sinais e sintomas mais comuns da doenca
nao séo especificos e se apresentam, na sua maioria, como quadros gripais, incluindo
febre, dor de cabeca, tosse, falta de ar e dor de garganta podendo evoluir para
quadros de pneumonia viral inflamatdria. Entretanto, alguns sintomas que chamaram
a atencado e passaram a ser parte do diagnostico clinico incluem, a perda de olfato e

paladar, além de disturbios gastrointestinais [7], [16].



4.2.0 VIRUS SARS-CoV-2

Taxonomicamente, 0 SARS-CoV-2 é um virus pertencente a ordem Nidovirales,
a familia Coronaviridae e a subfamilia Coronavirinae, mais proximamente relacionado
aos beta-coronavirus. Possui genoma organizado em uma unica fita positiva de RNA
com menos de 30kb [6], capaz de codificar aproximadamente 50 proteinas com
diferentes funcdes [17], sendo 16 proteinas nao estruturais (do inglés, non-structural
protein; nspl até nspl6), codificadas pela fase de leitura aberta (do inglés, Open
Reading Frame; ORF) 1a/b na extremidade 5, gerando poliproteinas, proteinas
acessorias e proteinas essenciais no processo de replicacao viral. Além disso, existem
proteinas estruturais codificadas por outras ORF’s da extremidade 3’: do envelope “E”;
de membrana “M”; do nucleocapsideo “N”; e a proteina spike “S”, esta ultima de maior
interesse para o entendimento da fisiopatologia da doenca, pois € uma proteina
transmembrana que facilita a ligacédo entre o envelope viral e o receptor da ECA2,
processo que permite a fusdo da membrana do virus as células do hospedeiro,
ocasionando sua internalizacao [6], [18]. Além disso, a regido codificadora da proteina
spike é a regido do genoma em que ocorreram as principais mutacées responsaveis
pela passagem interespécies do virus e dos diferentes gendtipos ja identificados nas
infeccbes em humanos [6].

Porém, diferentemente do que ocorre para 0s outros coronavirus, nos quais ha
baixa capacidade de transmiss@o do virus na fase de aparecimento dos primeiros
sintomas nos individuos, o surto por SARS-CoV-2 demonstrou a capacidade de

transmissdo mesmo em estagio iniciais do desenvolvimento da doenca [4].

4.3.FERRAMENTAS DE DIAGNOSTICO

Por ndo possuir especificidade de sinais e sintomas, a COVID-19 pode ser
facilmente confundida clinicamente com doencas causadas por outros virus
respiratorios de comum circulagdo, como influenza, parainfluenza, rinovirus,
adenovirus, outros coronavirus, entre outros. Por este motivo, o quadro clinico deve
ser associado a testes laboratoriais para o diagnostico da doenca e seu adequado
manejo [19] .

O diagnostico de COVID-19 é realizado majoritariamente a partir do
aparecimento do quadro clinico do paciente, caracterizado como Sindrome Gripal.

Diretrizes do Ministério da Saude do Brasil indicam a investigacdo clinico-
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epidemiol6gica com anamnese e exame fisico do paciente, considerando o historico
de contato com casos confirmados para COVID-19. Com essas informacdes
registradas em prontuario, exames complementares devem ser indicados para a
confirmacédo da infeccdo por SARS-CoV-2, podendo ser realizados por métodos de
imageamento e testes laboratoriais. Estes ultimos podem ser baseados em testes
sorologicos, testes de antigeno, com uso de ferramentas de biologia molecular, ou
mesmo a associacao entre as técnicas[19].

A metodologia de imageamento indicada pelo Ministério da Saude do Brasil &
a tomografia computadorizada, na qual a observacéo da presenca de opacidades em
vidro fosco, sinal de halo reverso e outros achados de pneumonia sdo sugestivos de
infeccdo por SARS-CoV-2 [19]. Apesar de estudos analisarem sua sensibilidade na
deteccdo de COVID-19 [20] e na sua capacidade de diferenciacdo entre COVID-19 e
outras doencas respiratorias [21], em funcéo de seu custo, dificuldade de analise dos
resultados e exposi¢ado do paciente a irradiacao ionizante [22], ainda ndo ha consenso
na sua recomendacdao e no seu uso para diagnéstico da doenca, sendo utilizada como
complemento diagnéstico ou no acompanhamento de casos mais graves de
acometimento pulmonar [23].

Os testes laboratoriais mais empregados para a identificacdo do virus sdo
aqueles que fazem a pesquisa direta de proteinas do virus (antigeno) ou do seu acido
nucleico (biologia molecular). A pesquisa do antigeno pode ser realizada por testes

rapidos ou enzimaticos, como serdo abordados a seguir.

4.3.1. Testes Rapidos

Os testes baseados no principio de imunocromatografia para deteccdo de
antigenos, chamados de testes rapidos, além de portateis, rapidos e de baixo custo,
podem ser utilizados no diagndstico point-of-care ou beira do leito em estagios iniciais
da infeccao [24]. Isto ocorre pois se baseiam na deteccéo de proteinas estruturais do
SARS-CoV-2, como a proteina do nucleocapsideo ou a proteina spike. Os testes mais
amplamente aplicados no diagnoéstico sdo os de fluxo lateral, tendo uma matriz
polimérica construida em blocos, que induz a corrida da amostra bioldégica por
capilaridade. O primeiro bloco é destinado para a insercdo da amostra, que se
encaminha para o bloco de conjugacédo, onde estao presentes anticorpos marcados,

gue reconhecem quando o antigeno esta presente na amostra e se ligam a ele; a partir
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dai continuam o fluxo até a regido na qual, caso a amostra contenha o antigeno alvo,
anticorpos de captura imobilizados, ligam-se gerando um complexo anticorpo
marcado-antigeno-anticorpo de captura, gerando um produto de cor que pode ser
visualizada sem auxilio de equipamentos [25].

Embora possuam caracteristicas desejaveis para a aplicacdo de testes em
massa, 0s testes rapidos de antigeno sdo mais recomendados em casos de triagem,
visto que sua sensibilidade é bastante variavel, podendo ir de 60% [26], [27], [28] a
98,1% [29], [30] (casos em que o0 paciente apresentava os sintomas ha pelo menos 7
dias), dependendo do fornecedor e qualidade do teste. Por este motivo, resultados
negativos em testes rapidos de deteccdo de antigeno de pacientes sintomaticos,

devem ser confirmados por técnicas de amplificacdo de &cidos nucleicos [27].

4.3.2. Testes Enzimaticos

Os testes enzimaticos funcionam baseados na deteccdo de antigenos
presentes em uma amostra clinica por detecc¢éo indireta a partir de formacéo de cor
ou fluorescéncia. Estes antigenos detectaveis sao proteinas especificas expressas no
virus, como proteinas do nucleocapsideo e a proteina spike [22]. Os testes
enzimaticos possuem sensibilidade entre 50 e 100%, com especificidade de 95 a
100%; estes valores podem variar conforme condicbes de acondicionamento das
amostras e o tempo decorrido entre a contaminacdo do paciente e a coleta da
amostra, sendo recomendado de 6 a 14 dias ap0s a apari¢ao dos sintomas [31], [32],
[33].

A principal metodologia empregada sdo o0s ensaios de imunoabsorcéo
enzimatico (do inglés, Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay, ELISA) e sé&o
realizados em placas com anticorpos imobilizados em sua superficie. Caso a amostra
possua 0s antigenos alvo, eles se ligardo aos anticorpos e ficardo fixados; apos a
lavagem para a retirada de material ndo fixado, adiciona-se outro anticorpo
normalmente marcado com uma enzima, adicionado seu substrato e convertido a uma
substancia colorida, que pode ser medida instrumentalmente, ampliando
consideravelmente a sensibilidade do teste [34]. Este tipo de ensaio é considerado de
rapida execucao, levando em média de 35 a 60 minutos para obtencédo de resultados,

com bons resultados mesmo em amostras sem pré-tratamento [35]. Além disso, sédo
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testes de alto rendimento, pois podem ser realizados em placas de 96 pocos,
otimizando o tempo de anélise [26].

Ainda, com metodologia semelhante ao ELISA, o Imunoensaio de
Quimioluminescencia (CLIA) e Ensaio imunolégico com revelacdo fluorescente
(ELFA), também utilizam anticorpos imobilizados que reconhecem o antigeno alvo,
porém, a marcacdo do anticorpo secundario ndo emite apenas cor, mas luz e

fluorescéncia, que podem ser detectadas e quantificadas instrumentalmente [34].

4.3.3. Testes moleculares

De maneira geral, as técnicas de amplificacdo de acidos nucleicos destacam-
se por sua sensibilidade, visto que séo técnicas que multiplicam a quantidade de
copias do acido nucleico alvo, ampliando o limite inferior de detec¢do. Em relacdo ao
SARS-CoV-2, as técnicas moleculares apresentam sensibilidade que variam de 70 a
100% e especificidade reportada como 100%, o que também garante maior
confiabilidade ao diagndstico [22], [35].

Entre elas, duas tém apresentado maior destaque na area de diagndstico de
COVID-19:

a) O método considerado como referéncia para a identificacdo do SARS-
CoV-2 atualmente € a Reacdo em Cadeia da Polimerase em tempo real com
transcricao reversa (RT-gPCR). O método € considerado extremamente sensivel e ja
permite detectar a presenca do virus nos primeiros dias apds o contagio inicial (2 a 3
dias apdés aparicao dos sintomas) [9], [36], [37]. A técnica de RT-gPCR permite que o
RNA viral, presente em uma amostra clinica, normalmente swab orofarigeo ou nasal,
seja transcrito em seu DNA complementar (cDNA), com auxilio da enzima
transcriptase reversa. Apos, este cDNA € amplificado exponencialmente mediado pela
ciclagem de temperatura gerando cépias, que sdo detectadas simultaneamente a
amplificacao [7], [26].

Os kits obtidos comercialmente para o diagnéstico de COVID-19 por RT-qPCR
podem incluir a transcriptase reversa, as enzimas necessarias para amplificacéo, dois
ou trés conjuntos de primers, que sao 0s responsaveis por se ligarem ao cDNA e
sinalizarem as regides de interesse para a amplificacdo, além de controles positivo,
negativo e controle interno [38]. Como primers, podem ser utilizadas quaisquer

sequencias que sejam altamente conservadas para o genoma do alvo, mas que sejam
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capazes de diferenciar de outros genotipos semelhantes. No caso do SARS-CoV-2,
sdo utilizadas sequéncias ORF1ab, e sequencias dos genes “N” e “E”, além da RNAse
P humana, como controle interno [26], [39], [40]. Ressalta-se que ao longo do periodo
de utilizac&o deste tipo de teste, a OMS tem recomendado alteracéo na sequéncia de
primers em funcdo das diversas mutacgfes ja identificadas e que caracterizam o0s
diferentes gendtipos do SARS-CoV-2.

b) O segundo método de amplificacdo de &cidos nucleicos que mais tem
sido aplicado no diagndstico de infeccbes COVID-19 é a Amplificacdo Isotermal
Mediada por Loop com Transcricdo Reversa (do inglés Reverse-Transcription Loop-
Mediated Isothermal Amplification; RT-LAMP). Esta técnica € uma variante da PCR,
porém, ndo necessita de ciclagem de temperatura e realiza a transcriacdo do RNA em
cDNA e sua amplificagéo posterior em uma temperatura fixa, geralmente em torno de
60-65°C [35] e consegue fazer a detecgdo do acido nucleico apoés 5 dias o
aparecimento dos sintomas [34]. Como uma das alternativas de subproduto da
reacao, forma-se pirofosfato de magnésio, que € utilizado na deteccao do resultado,
podendo ser realizado visuamente ou com auxilio de andlises instrumentais, como
turbidimetria ou fotometria [26]. Além de dispensar o uso de termocicladores,
possibilita a obtencdo de resultados mais rapidos com sensibilidade semelhante a
obtida por RT-gPCR quando a amostra € coletada e extraida em condi¢cdes
adequadas [35], [41].

A Tabela 1 resume as principais caracteristicas que diferenciam as
metodologias de testes rapidos de deteccdo de antigenos, testes enzimaticos para
deteccéo de antigenos e RT-qPCR para deteccdo de acido nucleico viral. E possivel
observar que o tempo entre o estabelecimento da infeccdo e a realizacdo do teste €
um grande diferencial entre as técnicas, na qual a RT-qPCR mostra um desempenho
analitico superior aos demais testes, com resultados positivos em estagios iniciais do
desenvolvimento da doenca, de 2 a 3 dias ap0s o aparecimento de sintomas.
Entretanto, como outras técnicas moleculares, necessita de estrutura laboratorial
complexa e profissionais altamente treinados [22], [26]. Tanto os testes moleculares
guanto os enzimaticos buscam a deteccdo de antigenos, porém, estes ultimos
proporcionam resultados com menor tempo de analise, diminuindo a investigacao
laboratorial de um prazo de até 3 horas para menos de uma hora[32], [35]. Por fim, os

testes rapidos para pesquisa de antigenos virais fazem uso de técnicas de diagnostico
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mais simples, podendo ser realizados em locais sem infraestrutura e com o menor
tempo de obtencéo de resultado, aproximadamente 20 minutos. Apresentam como
grande limitacdo a sensibilidade analitica, dependendo da qualidade do fornecedor
empregado [42], [43]. Sendo assim, € necessario que se faca uma analise completa
da realidade em que o paciente se insere e sua condi¢do clinica para que a melhor
metodologia seja empregada. Outro aspecto que se destaca é o periodo de janela de
identificagdo, tempo decorrido entre o contato inicial com o virus e a identificacédo

através do teste.

Tabela 1 Comparacéo das caracteristicas entre principais metodologias empregadas
no diagndéstico de COVID-19.

ANTIGENO ENZIMATICOS RT-QPCR
(RAPIDO)
Seletividade Baixa a alta Média a alta Alta
Especificidade Alta Alta Alta
Janela de 7 dias apés 6 a 14 dias apés 2 a 3 dias apés
identificacao aparicao dos aparicao dos aparicao dos
sintomas sintomas sintomas
Estrutura Point-of-care Infraestrutura Infraestrutura
laboratorial complexa complexa
Tempo para o 20 minutos Menos de 1 hora  Aproximadamente
resultado 3 horas

4.3.4. Outros testes

Alguns achados laboratoriais podem ser utilizados como suporte no diagnéstico
de COVID-19, como linfocitopenia, elevacdo da Proteina C reativa e da Velocidade de
Hemossedimentagcdo. A procalcitonina também é um marcador de infec¢cdo que
comumente apresenta-se elevado. Além destes, um teste que tem se destacado
principalmente em ambiente hospitalar é a detec¢cdo do Fragmento D-dimero, um
marcador de fibrinélise que tem demostrado associacdo com o quadro de pneumonia
inflamatoria e trombose pulmonar [44]. Todos estes fatores podem estar associados
a severidade com que a COVID-19 acomete o paciente e, por este motivo, devem ser

utilizados no acompanhamento da progresséo da doencga [16].
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No inicio da pandemia os testes baseados em imunocromatografia para
deteccdo de IgM ou IgG tornaram-se uma alternativa diagndstica amplamente
utilizada, nos quais os resultados eram obtidos em até 20 minutos. S&o testes que
fazem a deteccéo de anticorpos anti-SARS-CoV-2 e néo detectam o virus diretamente
[8]. Como eram, inicialmente, uma das poucas alternativas laboratoriais, acabaram
difundindo-se na tentativa de identificacdo de contato com o virus. Atualmente, séo
mais utilizados para fins de pesquisa ou para levantamentos epidemiolédgicos [26].
Apesar da facil execucdo e custo acessivel, possuem uma limitacdo bastante
importante que é o periodo de janela imunoldgica, tempo decorrido entre o contato
inicial com o virus e a producdo dos anticorpos com consequente identificacdo do
teste positivo. Estima-se que seus resultados indiguem o contato com o agente
infeccioso apenas a partir de 7 a 14 dias ap0s a exposicdo ou de 3 a 5 dias apds o
aparecimento dos primeiros sintomas [45]. Quando realizados antes destes periodos,
os testes podem apresentar resultado negativo mesmo que 0 paciente esteja com
infeccdo ativa e capaz de disseminar o virus [46], [47]. Estes testes podem trazer
informacdes sobre a progresséo da doenca, casos de individuos que nunca entraram
em contato com o virus, levantamento de casos assintomaticos ou avaliacdo da
efichcia da capacidade imunogénica pos-vacinacdo. Entretanto, ndo é uma
metodologia indicada para o diagndéstico de doencga ativa, visto que a quantidade de
anticorpos produzidos nos primeiros dias de infecgcdo pode ser insuficiente para sua
deteccéo [26], [48], [49].

No decorrer da pandemia, muitas técnicas foram empregadas no diagnostico
de COVID-19, porém, nenhuma pode ser considerada ideal para todos os casos. Em
um cenario de pandemia, em que todos os paises foram atingidos, ndo ha apenas um
método que possa ser utilizado, e, por mais que a sensibilidade e a especificidade
sejam atributos essenciais no diagndstico, fatores sociais, epidemioldgicos e
econdmicos devem ser levados em consideracao na escolha do método a ser adotado
[4], [48]. Neste sentido, o desenvolvimento de novas alternativas laboratoriais, amplas,
de custo acessivel e com bons valores preditivos positivo e negativo ganham
importancia. A pandemia impulsionou o desenvolvimento deste trabalho e o
desenvolvimento de uma plataforma que pudesse néo sé contribuir para esta questao

especifica, mas que também permitisse aplicacdo diagnostica mais ampla.
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4.4, BIOSSENSORES

Entre novas alternativas metodolégicas que vém sendo desenvolvidas na area
diagndstica, os biossensores apresentam vantagens que vém se destacando frente a
outros métodos, como baixo custo de analise, portabilidade, possibilidade de analises
guantitativas, alta sensibilidade e especificidade [22]. Apresentam-se como uma
alternativa por dispensarem a necessidade de profissionais altamente qualificados e
estrutura laboratorial complexa, além de serem capazes de apresentar resultados
rapidos e quantitativos [50], [51]. Diversos exemplos s&o utilizados comumente no dia-
a-dia, entre eles estdo os testes imunocromatograficos, ja discutidos anteriormente.

Os biossensores sdo dispositivos capazes de detectar analitos em amostras
biolégicas variadas. Tipicamente, como representado na Figura 2, um biossensor
consiste em um bioreceptor (elemento que é responsavel por interagir com o analito
alvo), um transdutor (elemento que transforma o sinal gerado pela interagédo do
bioreceptor com o analito em um sinal resposta) e, por fim, um dispositivo que |é o
sinal transmitido pelo transdutor, trata os dados e disponibiliza o resultado para o

operador [52].

Bioanalito/alvo Bioreceptor Transdutor
N
Anticorpo N
7
Farmaco Antigeno
Antigeno
Sinal
ssDNA/RNA NN\ .
Optico
DNA/RNA Anticorpo Piezoelétrico
Enzima Acustico

Termomeétrico
Eletroquimico

Aptamero %=

Figura 2 Esquema ilustrativo da constru¢cdo de um biossensor. Imagem elaborada
pela autora utilizando a plataforma BioRender.com.
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4.4.1. Bioreceptores

O bioreceptor € o componente que ira interagir com o alvo ou analito presente
na amostra e produzir uma interferéncia na superficie do sensor capaz de gerar sinal
mensuravel. O funcionamento do biossensor depende da interacdo do bioreceptor
com o alvo escolhido e da tradugdo em um sinal, indicando a presenca, ou até mesmo
a quantidade, desse analito na amostra. Entre os analitos que podem ser avaliados
estdo as proteinas, 0s anticorpos, os acidos nucleicos ou qualquer outro componente
biolégico ou metabdlico [53] e, dependendo do analito alvo, escolhe-se o bioreceptor
mais adequado. Neste sentido, os biossensores podem ser classificados como:

e Enzimaticos: utilizam enzimas como bioreceptor e o sinal detectado é gerado a
partir da reacé@o de catalise do substrato;

e Imunossensores: utiliza o sistema antigeno-anticorpo para geracao de sinal,
tanto o antigeno quanto o anticorpo podem estar imobilizados;

e Aptassensores: utilizam aptameros para a identificacdo do alvo, ocorrendo um
fenbmeno semelhante a ligacdo antigeno-anticorpo;

e Genossensores: utilizam acidos nucleicos imobilizados para a deteccdo de
hibridizagdo com o alvo na amostra.

Os genossensores despertam o interesse na area de biossensoriamento pois
sdo considerados de baixo custo, alta especificidade e rapido reconhecimento dos
alvos. Em geral, o bioreceptor € uma fita simples de acido nucleico (comumente DNA,
devido sua maior estabilidade em relagcdo ao RNA), que ir4 hibridizar com o acido
nucleico alvo (podendo ser DNA ou RNA). O bioreceptor comumente € uma sequéncia
curta, com cerca de 20 a 30 bases, e escolhida de acordo com o alvo de interesse, de

forma que seja complementar a sequéncia-alvo, presente na amostra [54].

4.4.1.1. Imobilizacéo eletrostéatica do bioreceptor
Como parte fundamental de um biossensor esta a etapa de imobilizacdo do

elemento que ira interagir com o alvo desejado gerando o sinal resposta. Em um
genossensor, 0 bioreceptor € uma fita simples de acido nucleico, geralmente DNA
(ssDNA-probe), que devera ser complementar a sequéncia alvo que se deseja
identificar (DNA-target). Ainda, existe a necessidade de uma imobilizagdo que permita

a aproximacao do DNA-target a superficie, para que haja a hibridizacéo [55].
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A metodologia de imobilizacdo por interacdes eletrostaticas € a mais simples
dentre as técnicas de imobilizacéo, pois se utiliza de caracteristicas fisico-quimicas
da superficie do eletrodo e das moléculas de DNA, como as cargas negativas dessa
molécula, fornecida pelos grupamentos fosfatos [56], [57], [58].

Alguns trabalhos utilizam o auxilio de filmes poliméricos catiénicos recobrindo
a superficie do transdutor para a disponibilizacéo de cargas positivas e interacdo com
0 ssDNA-probe. Diferentes opc¢des de polimeros tém sido utilizadas para esta
finalidade como quitosana [59], poli-L-lisina [60], polipirrol [61] e polianilina [62], [63].
Todos os polimeros citados sdo matrizes que disponibilizam grupamentos amina
(NH2) para auxiliar na adsorcao eletrostatica e imobilizacdo do bioreceptor. Porém,
gera a necessidade de uma etapa de funcionalizagédo prévia no desenvolvimento do
sensor.

Estratégias sem a necessidade de recobrimento polimérico prévio da superficie
também sdo utilizadas, como o tratamento eletroquimico da superficie aplicando
potencial no eletrodo. A diferenca de potencial favorece a disponibilizacdo de cargas
positivas para a interacdo com o DNA [64]. Ainda, a utilizacdo de nanoestruturas pode
auxiliar nesta adsorcao eletrostatica, pois os 0xidos nanoestruturados permitem a
existéncia de planos eletroativos com mais regides favoraveis a imobilizacdo do
ssDNA, guando comparados a um filme fino ndo nanoestruturado [65].

Existem poucos estudos sobre a imobilizacdo por adsorcao eletrostatica em
superficies de nidbio ou Oxidos de nidbio, ainda assim, Choi e colaboradores [66]
realizaram a imobilizacdo de ssDNA em uma superficie porosa de éxido de nibbio,
apenas controlando o pH com solucdo tampéo pH 7,4, e tempo do processo de
imobilizacdo. A interagdo demonstrou-se bastante estavel, mesmo apés lavagens,
devido a interacédo das cargas negativas do DNA com as cargas positivas da superficie
do oxido utilizado, além da morfologia porosa ter favorecido o aprisionamento das fitas
de DNA.

A imobilizagcdo por adsorcdo eletrostatica, além de fraca e passivel de
dessorcdo mesmo em condi¢Bes brandas, como pH neutro ou temperatura ambiente
(20-25 °C), gera interacdes ndo especificas entre a superficie e a molécula de DNA,
imobilizando em posicbes aleatérias, 0 que pode prejudicar a eficiéncia da
hibridizacdo posterior [57], [67]. Por estas raz6es métodos de imobilizacdo que

pudessem promover uma interacao estavel, sem obstruir a flexibilidade estrutural do
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DNA e que permitissem as modificagdes conformacionais naturais no processo de

hibridizacdo e formacé&o da dupla hélice foram desenvolvidos [67].

4.4.1.2. Imobilizagéo covalente do bioreceptor
Diferentemente da imobilizacdo por adsorcéo eletrostatica, a imobilizagéo via

ligacdo covalente possui boa estabilidade, devido a forte ligacdo entre o DNA e a
superficie, permite a flexibilidade da molécula de DNA e proporciona a orientacao
vertical do DNA, resultando numa melhor eficiéncia do processo de hibridizagéo [57].

As técnicas de imobilizacao por ligac6es covalentes exigem modificacbes na
fita de DNA que dependem da superficie na qual serd realizada a imobilizacao.
Tipicamente utilizam-se fitas de DNA com modificagdes tiol (SH) ou amina (NH2) na
extremidade 3’ ou 5’, que tem a fungao de se ligar diretamente na superficie do metal,
ou entdo em grupamentos superficiais induzidos especialmente para esta finalidade
[57], [68].

A modificagao tiol € majoritariamente utilizada para formacéo de monocamadas
de DNA nos casos em que a superficie de imobilizagdo possui ouro em sua
constituicdo. Isto porque o grupamento tiol possui alta afinidade e forma ligagbes
covalentes de facil execucéao e alta reprodutibilidade com ouro [69], [70], [71].

Para os demais tipos de superficies a metodologia mais amplamente utilizada
€ a ligacao covalente por grupos amina. Para isso a fita de DNA-probe é modificada
com grupamentos amino-terminais (-NHz2) em uma das extremidades, que se ligara
com os grupamentos quimicos disponiveis na superficie do eletrodo, provenientes de

funcionalizagdo prévia da superficie [56].

4.4.1.2.1. Funcionalizacdo de superficies e ligacdes cruzadas

A funcionalizacdo de superficies € uma estratégia para facilitar a imobilizacéo
de bioreceptores, pois é responsavel por fornecer grupamentos quimicos que serao
utilizados como sitio de ligacdo da biomolécula.

A quitina é o segundo polimero natural mais abundante do planeta, perdendo
apenas para celulose, esta presente no exoesqueleto de insetos e crustaceos e em
alguns fungos. Apesar de ser muito abundante na natureza, € um polimero de dificil
manuseio por conta de sua solubilidade, porém sua N-desacetilacao gera a quitosana,
um derivado polimérico com grupos amina livres solivel em meios acidos com pH

proximo a 6 [72].
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A quitosana age como um pseudo-plastico, podendo formar filmes que tém
potencial para o recobrimento de superficies [73], [74]. A qualidade e espessura dos
filmes formados possuem alta relacdo com a viscosidade da solugdo mée de
guitosana utilizada, que, por sua vez, depende do grau de N-desacetilacdo de quitina
utilizado no processo de sua fabricagéo [72].

Utilizada para a disponibilizacdo de aminas superficiais [59], [74], [75], sua
utilizacdo em recobrimento de superficies € bastante explorada e pode ser aplicada
ndo somente para imobilizacdo por adsorcdo eletrostatica, mas por ligacdes
covalentes também [76], [77], [78]. Ainda, sua associagcdo com outros reagentes,
como o glutaraldeido para a formacgao de ligagbes cruzadas também € uma solucao
bastante simples, de baixo custo e de facil execucéo.

O glutaraldeido é um dialdeido linear, com 5 carbonos muito utilizado em
imobilizacdo de biomoléculas por agir como um agente reticulante (crosslinker) [79],
ou seja, ele promove a ligacéo entre dois grupamentos de interesse que nao reagiriam
entre si, como por exemplo entre grupamentos aminas [80], [81], [82].

Helali et. al (2007) [80] desenvolveram um imunossensor eletroquimico feito de
eletrodo de nidbio/6xido de nidbio, obtido por anodizacado, funcionalizado com 3-
aminopropiltrietoxisilano e glutaraldeido com imobilizacdo covalente do anticorpo de
fragmento Fab k47 para deteccédo de atrazina. Por meio de ensaios de espectroscopia
de impedancia eletroquimica (EIE) em solucédo de Kz[Fe(CN)s]/K4[Fe(CN)s] 5mM em
PBS pH 7,0, os autores demonstraram que o0 biossensor proposto foi capaz de

detectar atrazina em baixos niveis de concentragdo, de até 50ug/ml.

4.4.1.2.2. Necessidade de blogqueio da superficie

Ainda, uma caracteristica de biossensores muito encontrada na literatura, & a
probabilidade de imobilizacdo inespecifica. Isso €, quando realizado o protocolo de
hibridizacdo, ao invés de ocorrer a fixacdo do DNA-target por hibridizacdo com a
probe, ocorre a imobilizagdo dele na superficie, gerando um sinal falso.

Diversos substratos podem necessitar da etapa de bloqueio na construcéo do
biossensor. Em seu trabalho, Oliveira e colaboradores [83] utilizam eletrodo de ouro
recoberto com poli(éter metilo vinilico/Copolimero de &cido maleico) (PVM), e
nanoparticulas de ouro funcionalizadas com cisteina sdo ancoradas neste filme

polimérico, por fim, a enzima é imobilizada a partir da ligacdo com a cisteina.
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Entretanto, imobilizacdo do substrato pode ocorrer nos sitios livres do filme de PVM.
Para bloquear estes sitios de possiveis ligacoes, os autores fazem a incubacéo do
eletrodo (j& com a enzima imobilizada) em solucéo de albumina de soro bovino (BSA)
0,2% em PBS por 20 minutos a 25°C.

Chen e colaboradores [84] reportaram o bloqueio da superficie como um
processo vital para a construcao de seu imunossensor para deteccao de horménio da
paratireoide (do inglés, Parathyroid Hormone; PTH). Em seu trabalho, os autores
utilizam eletrodo de carbono, com nanotubos de carbono e ouro, e um anticorpo anti-
PTH. O trabalho realizou um estudo para a escolha do melhor agente de bloqueio,
adicionando o agente na superficie do eletrodo e incubando-o por 30 minutos. Entre
0s reagentes utilizados estdo tiocianato de potassio, polietilenoglicol, alcool
polivinilico, soro humano e BSA. Dentre seus achados, observaram que o melhor

reagente para a realizacdo do bloqueio é o soro humano, seguido do BSA.

4.4.2. Genossensores

As evolucbes tecnolégicas que ocorreram no ultimo século influenciaram
intensamente o desenvolvimento de pesquisas e acdes voltadas para a atencdo a
saude. As areas de fisiopatologia, de tratamento e de diagndstico de doencas tiveram
avancos incomensuraveis [85]. Avancos que se refletiram no aumento da expectativa
de vida da popula¢do mundial, de uma média global de 46,5 anos em 1950 para 71
anos em 2021 [86].

Entre os avanc¢os que podemos destacar como essencial na medicina moderna
tém-se a descoberta do DNA pelo bioquimico suico Johann Friedrich Miescher (1844-
1895), e depois, a elucidagao da sua estrutura tridimensional e seu significado para a
transferéncia de informacdes em organismos vivos, iniciada pela imagem de
cristalografia gerada pela quimica britanica Rosalind Franklin e seu colega Raymon
Gosling, onde pela primeira vez foi possivel a observacédo com resolucao satisfatoria
da molécula de DNA. Posteriormente, levando em consideracdo as medidas e
anotacoes realizadas pela Dra. Franklin, Francis Crick (1916-2004), James Watson
(1928-atual) e Maurice Wilkins (1916-2004) conseguiram propor a teoria da dupla
hélice de DNA em 1953, e receberam o prémio Nobel de Fisiologia ou Medicina em
1962 [87], [88]. Essas descobertas originaram a era da biologia molecular,

possibilitando os estudos da interagéo entre RNA, DNA e tradugé&o proteica [89].
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Atualmente, a deteccdo de material genético é bastante utilizada na area de
diagnostico de patologias, devido a sua grande especificidade. Essa deteccdo
geralmente se baseia na ligacdo de uma fita simples de &cido nucleico de sequéncia
conhecida, com o acido nucleico presente na amostra a ser analisada, fenébmeno
chamado de hibridizacéo.

No contexto de deteccéo de acidos nucleicos, a hibridizacao € o fendémeno que
ocorre quando os nucleotideos (bases nitrogenadas) de uma fita de RNA/DNA liga-se
aos nucleotideos complementares, presente em outra fita de RNA/DNA.
Fundamentalmente existem 5 tipos de nucleotideos que ocorrem naturalmente, sao
eles: Adenosina (A), Guanina (G), Timina (T), Citosina (C) e Uracila (U), onde A possui
afinidade por T (em DNA) ou U (em RNA), e G possui afinidade por C, e vice versa.
Essa afinidade ocorre pela capacidade doadora ou aceptora de ligagdes de hidrogénio
entre essas bases, na qual A e T/U interagem por 2 ligagdes de hidrogénio, enquanto
G e C conseguem interagir por 3 ligacdes de hidrogénio, quando em uma sequéncia
mais longa, as sucessivas interacdes entre as bases de duas fitas distintas, gera uma
ligacao forte e estavel, formando a dupla hélice [90].

A interacdo se da por ligacbes de hidrogénio, que sdo muito estaveis em
condi¢Bes normais, entretanto essa estabilidade pode ser afetada por alguns fatores,
como a forca idnica do meio no qual a dupla fita se encontra e a temperatura [90]. A
temperatura de fusdo (do inglés, melting temperature; T,,) € a temperatura em que
50% do material genético encontra-se na forma de dupla fita. Essa é uma propriedade
gue pode ser calculada levando-se em consideracéo o percentual das bases G/C e
A/T, por terem diferentes niumeros de ligacdes de hidrogénio, sendo que quanto maior
o percentual G/C, maior sera a tendencia de elevacao da T,,. Além disso, outra
propriedade importante para o fendmeno de hibridizacdo € a temperatura de
anelamento (T,), que é a temperatura em que se inicia 0 pareamento entre as bases,
geralmente ligeiramente menor que a T,, [90], [91], [92], [93].

A forca ibnica encontrada em solucdes refere-se a quantidade de ions
dissolvidos no meio. Cétions divalentes, como magnésio (Mg*?), podem reagir com
os oligonucleotideos, jA os cations monovalentes, como sédio (Na*) em
concentragbes de 1 a 2 M podem atuar fornecendo estabilidade para a dupla fita
interferindo e modificando a T,, em até 20°C [90], [91], [92].
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Sabe-se que é exatamente nestes fatores que algumas técnicas de biologia
molecular fundamentam-se. Por exemplo, a PCR, conforme ja apresentada no item
4.3.3, emprega ciclagens de temperatura para romper essas ligacdes (desnaturar) ou
favorecer a ligacdo entre as sequéncias (anelamento ou hibridizacdo), bem como
utiliza de solugbes tampao, que além de regularem o pH, fornecem uma concentracéo

i6nica ideal para a realizacao da técnica [39], [94], [95].

4.4.2.1. Utilizacao da hibridizacdo em biossensores

No contexto de biossensores baseados na deteccdo de acidos nucleicos, €
necessario, fundamentalmente, que a probe interaja e se ligue com o alvo, gerando a
hibridizacdo. Para isso, diversos protocolos foram reportados na literatura, e as
principais variaveis ajustadas sédo a temperatura e o tempo.

Mahmoodi e colaboradores [96] propuseram a constru¢cao de um biossensor
para deteccao do virus HPV-18 utilizando eletrodo de ouro e DNA modificado com
grupamento tiol como bioreceptor. Neste trabalho, os autores realizam a hibridizac&o
mergulhando o eletrodo em solugéo contendo o DNA-target em PBS 0,5M, pH 7,0,
por 15 minutos a 42 °C. Neste protocolo a detec¢ao se deu por voltametria de pulso
diferencial utilizando o sal s6dico monoidratado do &cido antraguinona-2-sufénico
como marcador redox.

Sheta e colaboradores [63] utilizam eletrodo de carbono funcionalizados com
polimero derivado da anilina e imobilizacdo eletrostatica de DNA-probe. Neste
trabalho, nao foi reportado a temperatura em que a hibridizacao foi conduzida, porém
o tempo ideal para a deteccéo foi estudado, e testes foram realizados entre 15 e 120
minutos, demonstrando que 60 minutos foi suficiente para atingir a saturacdo. Isso foi
constatado pois 0s ensaios realizados acima deste tempo nao tiveram modificacdo na
resposta eletroquimica. Para a deteccdo, os autores utilizaram ensaios de EIE
empregando Ks[Fe(CN)s])/Ks[Fe(CN)s] 5mM (1:1) em KCI 0,1M.

Gokce e colaboradores [97] propuseram a construgdo de um biossensor
impedimétrico utilizando eletrodo de Oxido de estanho dopado com indio (do inglés
indium tin oxyde; ITO) funcionalizado com nanofibras de poliuretano/acido poli-m-
antranilico e, como bioreceptor, utilizaram NH2-ssDNA-probe. A hibridizacdo foi
realizada incubando o DNA-target com o biossensor por 1 hora, sem menc¢ao sobre a

temperatura utilizada. A deteccao foi realizada por EIE em PBS pH 7 ,4.
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Patel e colaboradores [69] construiram um biossensor para detec¢cdo de DNA
de Vibrio cholerae utilizando eletrodo de ouro e com ssDN-probe modificado com
grupamento tiol como bioreceptor. A hibridizac¢ao foi realizada por apenas 5 minutos
sem mencao a temperatura utilizada. Para deteccdo foram realizados ensaios de
voltametria ciclica (VC) e EIE utilizando o marcador redox azul de metileno.

Sun e colaboradores [70] utilizaram nanoparticulas de ouro e ssDNA-probe
modificado com grupamento tiol para a confeccdo de um biossensor para deteccao
de Staphylococcus aureus. Para a hibridizacdo, o ssDNA-target foi adicionado a
superficie do eletrodo e incubado por 30 minutos a 37 °C. Neste protocolo a deteccao
se deu por voltametria de pulso diferencial utilizando azul de metileno como marcador
redox.

A Tabela 2 traz a relacdo de parametros utilizados pelos autores citados,
ressaltando as principais variaveis ajustadas nos protocolos de hibridizagédo

reportados na literatura.

Tabela 2 Relacdo de parametros de hibridizagéo utilizados por outros trabalhos.

Método de hibridizagao Temperatura Tempo  Referéncia

Incubacao do eletrodo na solugao _
42 °C 15 minutos [96]
contendo DNA-target

Nao citado Nao citado 60 minutos [63]

Incubacao do eletrodo na solucéo _ _
Nao citado 60 minutos [97]
contendo DNA-target

Incubacéao do eletrodo na solugao

contendo DNA-target N&o citado 5 minutos [69]

Adi¢ao do DNA-farget a superficie do
eletrodo

37 °C 30 minutos [70]

4.4.3. Transdutores

A escolha do transdutor define o tipo de biossensor a ser desenvolvido, a partir
do sinal que serd gerado, podendo ser térmico, que detecta diferencas de

temperatura; piezoelétrico, sensivel a mudancas de massa na superficie do sensor;
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Optico, capaz de detectar mudancas de cor ou emissédo de luz geradas durante a
analise; ou eletroquimico, que serdo explorados a seguir [98], [99].

Dentre os biossensores, 0s eletroquimicos vém se destacando como um dos
mais utilizados, devido as suas particularidades como baixo custo do equipamento,
possibilidade de determinacao simultanea de diferentes analitos e analise de amostras
complexas [100]. Existem diversos métodos de transducao de sinal eletroquimico,
podendo ser classificados como:

e Amperométricos: detectam correntes elétricas geradas no sistema durante
analise em um valor fixo de potencial;

e Potenciométricos: detectam diferenca de potencial entre o eletrodo de trabalho
(sensor) e eletrodo de referéncia;

e Condutimétricos: detectam a diferenca na condutividade do eletrélito, causada
em decorréncia das reacoes analisadas;

e Voltamétricos: detectam diferencas nas correntes elétricas geradas no sistema
ocasionadas por variagdes controladas de potencial;

e Impedimétricos: analisam resistividade e capacitancia da superficie do sensor
ao aplicar uma perturbacdo senoidal (de potencial ou corrente alternada) em
diferentes frequéncias.

Um exemplo de biossensor eletroquimico amplamente utilizado na medicina, é
a medida da glicemia do tipo point-of-care, na qual se utliza um sensor
eletroenzimatico, funcionalizado com a enzima glicose oxidase que, em contato com
a glicose presente no sangue analisado, realiza a oxidacdo do substrato gerando um
sinal elétrico que é recebido pelo aparelho e convertido em um valor de glicose livre
[101].

4.5.DETECGAO ELETROQUIMICA
A hibridizagdo gerada pelo reconhecimento do alvo (RNA/DNA presente na
amostra) pelo bioreceptor (fita simples de cDNA imobilizada no eletrodo) gera
perturbacdes na superficie do biossensor que podem ser detectadas a partir de
técnicas eletroquimicas. Dentre elas, as mais aplicadas sao técnicas voltamétricas e

impedimétricas.
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4.5.1. Voltametria Ciclica

A voltametria ciclica (VC) € uma técnica simples e que apresenta grande
versatilidade nos estudos de espécies eletroativas, sendo uma das técnicas
voltamétricas mais utilizadas na deteccao de patdogenos [102]. Consiste na aplicacéao
de uma faixa de potencial no eletrodo de forma ciclica com velocidade de varredura
constante, e leitura das correntes geradas a partir desta perturbacéo [103], como pode

ser observado na Figura 3.
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Figura 3 Gréfico da aplicacdo de potencial em funcdo do tempo (A), voltamograma
resultante de uma VC (B). Imagem adaptada de Malhotra et al. [54].

Os picos de corrente gerados na varredura, observados no voltamograma
representado na Figura 3B, normalmente ocorrem em decorréncia de fenbmenos
reversiveis de oxidacao e reducdo de espécies durante a analise. Quando o potencial
€ varrido no sentido de potenciais mais positivos, tem-se a corrente anddica (i, ), onde
ocorre o fendmeno de oxidagéo, processo limitado pela capacidade de difusdo das
espécies até a superficie do sensor. Na sequéncia, ocorre a inversao da varredura,
indo para potenciais negativos, nos quais favorece reversdo dos fendmenos,
consequentemente reducdo das especies e gera-se a corrente catodica (i,.) [54],
[104], [105].

Quando utilizada para a deteccao de hibridizacdo em biossensores, com
frequéncia utilizam-se marcadores redox, como o azul de metileno (AM) ou o par
ferrocianeto de potassio/ferricianeto de potassio (Ks[Fe(CN)s]/Ks[Fe(CN)s]) que

interagem de formas distintas com DNA em fita simples ou dupla. O AM é capaz de
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interagir com as bases guaninas do DNA fita simples, j& quando a hibridiza¢c&o ocorre,
essa interacdo ocorre de maneira menos intensa pois existe um impedimento das
bases. Desta forma, ocorre a diminuicdo da corrente maxima dos picos gerados
durante a VC [106], [107]. A utilizagdo do par Ka[Fe(CN)s]/Ks[Fe(CN)s] € bastante
utilizada em genossensores pois a oxirreducdo do Ka[Fe(CN)s])/Ks[Fe(CN)es] da-se
proxima a superficie do substrato, gerando picos bem definidos por VC. Quando
adicionado o DNA, os grupamentos fosfato de seu esqueleto agem afastando as
moléculas negativas da superficie do sensor, ocasionando uma diminuicdo na
oxirreducdo do par Ks[Fe(CN)s]/Ks[Fe(CN)s], consequentemente h& diminuicdo na
corrente maxima dos picos, que se torna ainda maior na presenca da hibridizagéo,

visto que a repulsao gerada pela dupla fita de DNA é mais intensa [108], [109].

4.5.2. Espectroscopia de impedancia eletroquimica

As técnicas eletroquimicas visam analisar as espécies eletroativas que se
formam durante as reacdes eletroquimicas que ocorrem na superficie do sensor. Para
isso, a espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE) € uma poderosa ferramenta
para a obtencao de respostas de biossensores [110], pois as reacfes eletroquimicas
ocorrem na interface do sensor com o eletrdlito de suporte, chamada de dupla camada
elétrica, por meio da geracdo de corrente idnica proporcionada pelo par redox,
apresentando uma resisténcia de transferéncia de carga (R.;) € uma capacitancia
(C4)- Afastando-se da dupla camada elétrica, encontra-se o bulk da solucéo eletrdlito,
gue possui uma resisténcia associada ao sistema (R;), além do movimento de ions
gue sao transportados através de difusdo, resultando em transporte de massa pelo
eletrdlito que origina uma impedancia (Z,,). Em consequéncia das propriedades do
sistema, caracterizadas pela medida de EIE, € possivel representar a solu¢cédo e os
fendmenos eletroquimicos que ali ocorrem por um circuito elétrico equivalente,
apresentado na Figura 4 [103], [111].

Resumidamente, em uma célula eletroquimica ocorrem interacdes entre o
eletrodo, as espécies redox e o eletrdlito, ocasionando fendmenos de modificacdes
nas concentracbes das espécies eletroativas, de transferéncia de carga e de
transferéncia de massa do bulk do eletrlito para a superficie do eletrodo sob

influéncia da resisténcia do eletrélito [112].
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A EIE consiste na aplicagdo de sinais senoidais, geralmente de corrente
alternada, em valores de frequéncia distintos e a impedancia é medida. A resposta a
essas perturbacdes possibilita a obtencdo dos diagramas de Bode e Nyquist, mais
utilizados na literatura para uma andlise preliminar dos resultados. O diagrama de
Nyquist (apresentado na Figura 4), é construido pela divisdo das partes imaginéaria e
real da impedancia, e, cada ponto do diagrama representa um valor de impedancia na
frequéncia aplicada e possui um angulo em relacdo a origem dos eixos X, Y. Este
angulo é apresentado no diagrama de Bode — fase, enquanto a magnitude de
impedancia |Z| (m6dulo da impedéancia) é representado pelo diagrama de Bode —

modulo, os dois em fungéo da frequéncia aplicada em cada ponto [112], [113].

1400
1200
1000 -
S 800-
"\II 4
600 Warburg
_ R.4Cqy =1 (Regiéo controlada pela difuséo)
|
400 ./I/
—mtm_ y g
J /./.,l l\_.\.\ ._.,l
200 4 u -
] R V
0 _ ct ‘-‘E t"
I ' 1 ! I ! I o N\ [ ! I ! | !
0 200 400 600 800 1000 1200 1400

Z'(Q) Rs+Re

Figura 4 Representacdo de Diagrama de Nyquist com seu circuito equivalente e
propriedades do sistema. Imagem produzida pela autora.

A EIE aplicada a genossensores eletroquimicos pode revelar os fendbmenos de
modificacdo superficial gerados a partir da biofuncionalizagdo ou da resposta de

hibridizacdo. Em geral, espera-se que cada modificacdo realizada na superficie do
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eletrodo introduza dificuldades de interacdo na regiao de interface do sensor com o

eletrélito, aumentando a resisténcia geral do sistema [114], [115].

4.6.BIOSSENSORES ELETROQUIMICOS NO DIAGNOSTICO DE COVID-19

No cenério da pandemia de COVID-19, a area de biossensores eletroquimicos
se fortaleceu ainda mais, com o desenvolvimento de diversos sensores voltados ao
diagnostico da doenga. Os alvos escolhidos se assemelham aos dos métodos
diagnosticos ja apresentados, como o RNA viral [116], anticorpos IgG e IgM [117], a
proteina do nucleocapsideo [118], [119] e a proteina spike [117], [120], além de outros
biomarcadores como a proteina C reativa [121]. Porém, pelo conhecimento atual do
nosso grupo, ainda ndo ha relato de nenhum biossensor eletroquimico

comercialmente disponivel para o diagnostico de COVID-19.

4.7.MATERIAIS UTILIZADOS NO BIOSSENSORIAMENTO E NIOBIO

Diversos materiais sao utilizados como coletores de corrente em biossensores
eletroquimicos, como nanotubos de carbono [122], grafeno [123], ouro, prata [124] e
até mesmo molibdénio [125]. A escolha deste substrato estd diretamente ligada as
especificacdes do biossensor, interferindo na sensibilidade, estabilidade, custo e
necessidades técnicas de leitura do sinal [126].

Materiais a base de 6xidos de niébio vém chamando atencéo, principalmente
devido as suas propriedades semicondutoras [12], [127], [128]. E importante destacar
gue o Brasil detém pelo menos 90% das reservas mundiais desse metal [13],
facilitando o acesso e possibilitando a impulsédo da indastria brasileira que faz uso
deste material e, assim, diminuindo a necessidade de importacdo de tecnologia e
insumos o que, especialmente na area médica, tem se tornado um limitador para o
pais.

No cenario cientifico brasileiro, o nidébio tem grande importancia e gera
interesse por suas propriedades fisicas, cataliticas e semicondutoras, tanto do metal,
guanto de seus Oxidos. Tem sido muito estudado para aplicacbes nas areas de
construcéo civil [129], de producéo de energia [130], e de armazenamento de energia
[14].

A utilizagdo de nanomateriais, materiais que possuem ao menos uma de suas

dimensbes menor que 100 nm [131], € uma estratégia que vem ganhando forca na
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area de biossensores, pois esta estruturacdo do material, além de aproveitar as
vantagens da miniaturizacdo, aumenta a area superficial, o que pode, em alguns
casos, conferir maior condutividade elétrica e amplificacdo do sinal gerado durante a
analise, além de ser compativel com biomoléculas [54]. Este aumento de area
superficial possibilita uma maior quantidade de bioreceptores disponiveis para a
deteccdo do analito, por consequéncia, fazendo com que o biossensor seja mais

sensivel ao analito [132], [133].

4.7.1. Oxidos de ni6bio aplicados ao biossensoriamento eletroquimico

Materiais a base de nidbio tém sido sugeridos para diversas aplicacdes na area
de biossensores nas mais diversas configuracdes. Esses dispositivos podem ser
classificados quanto ao principio de funcionamento, sendo o0s principais tipos:
Opticos[134], acusticos [135], piezoelétricos [136] e eletroquimicos [137]. Além disso,
0 niébio quanto utilizado para deteccédo de biomoléculas, pode ser utilizado nas mais
diversas composicdes como, por exemplo, 6xido de nidbio [138], carbeto de nidbio
[139], estrutura metalorganica [140], compdsito com outros materiais [80], entre
outros. Mais detalhes sobre a utilizacdo de Oxidos de nidbio na construcdo de
biossensores eletroquimicos serdo descritos no manuscrito de revisdo apresentado
no CAPITULO 1.
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. CAPITULO 1

Electrochemical Biosensors Based on Niobium-containing Oxides: A Review
Manuscrito de reviséo elaborado de
acordo com as normas e em processo
de submisséo a revista Talanta na forma
de Review
ISSN: 1873-3573






O texto do capitulo 1, que no texto completo da tese defendida ocupa o intervalo
de paginas compreendido entre as paginas 59 — 94, foi suprimido por tratar-se de
manuscrito em preparacdo para publicacdo em periddico cientifico. Consta de uma

revisdo da literatura acerca da aplicacao de 6xidos de niobio aplicados a confeccéo
de biossensores eletroquimicos.
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. CAPITULO 2

Este capitulo retne os principais
ensaios laboratoriais realizados neste
trabalho e que serviram de base para o
processo de desenvolvimento do
biossensor. Foi organizado na forma de
materiais e meétodos, resultados e

discusséao especifica dos mesmos.






O texto do capitulo 2, que no texto completo da tese defendida ocupa o intervalo
de paginas compreendido entre as paginas 97 — 160, foi suprimido por tratar-se dos
resultados experimentais obtidos durante a realizacdo desse projeto, que serao
publicados em periédico relevante da area. A parte experimental desse projeto
consistiu no desenvolvimento de protocolos de construcdo e biofuncionalizacao de
eletrodos baseados em nanofios de niobato de sodio para aplicacdo como
genossensor eletroquimico. Também foram exploradas diferentes abordagens de

otimizacédo do protocolo de hibridizag&o.
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11.1. CONCLUSOES E CONSIDERACOES GERAIS

Foi avaliado o comportamento do sistema Nb-NW em diferentes eletrdlitos, no
gual foi possivel observar que a utilizacao de Ka[Fe(CN)s]/Ks[Fe(CN)s] (1:1) em PBS
resultou em menores resisténcias do sistema, além de ser mais sensivel quando
comparado aos ouros eletrélitos testados ao gerar fendmenos mais bem definidos até
mesmo para modifica¢cdes superficiais geradas a partir de concentragées menores de
ssDNA-probe.

A pelicula de nanofios de niobato de s6dio mostrou contribuir para 0 aumento
da resisténcia total dos trés sistemas testados; Nb-NW, FTO-NW e Gf-NW; resultado
ja esperado por se tratar da aplicacdo de um 6xido semicondutor as superficies
condutoras.

A partir dos resultados da caracterizagao eletroquimica por VC da imobilizacédo
por método eletrostatico, foi possivel observar que modificagdes de superficie de fato
ocorreram, sugerindo a imobilizacdo de ssDNA-probe. Além disso, estas modificacdes
ndo causam alterag6es ou danos morfoldgicos na estrutura das cordas micrométricas
ou nanofios observados por microscopia otica e eletrénica.

Entretanto, ao realizar-se a analise de microscopia por fluorescéncia, foi
possivel observar que a imobilizacées de ssDNA-probe néo foi estavel as lavagens
em &gua, que possui pH levemente &cido, mostrando a necessidade de outras
estratégias para uma imobilizacdo estavel, especialmente em sistemas nos quais a
camada de nanofios de niobato de sddio é suportada em outros substratos.

Ao partirmos para analises referentes a imobilizacédo covalente de NH2-ssDNA-
probe, com base nos resultados de microscopia de fluorescéncia foi possivel concluir
gue a imobilizacdo ap6s funcionalizacdo com quitosana e glutaraldeido foi obtida com
éxito. Além disso, foi possivel avaliar a estabilidade as lavagens, procedimento
importante pois as andlises eletroquimicas séo realizadas mergulhando-se as
amostras em solucdo; sendo assim, a imobilizacdo realizada neste capitulo é
adequada para a utilizacao proposta do biossensor.

Apesar de muito utilizada, a VC ndo se mostrou uma técnica capaz de distinguir
todas as modificagbes induzidas no sistema, sendo que apenas a EIE conseguiu
captar todas as funcionaliza¢des realizadas, bem como a imobilizacdo do bioreceptor

em todos os sistemas analisados.



A partir dos ensaios de EIE, foi possivel concluir que a funcionalizagdo com
guitosana diminui a resisténcia a transferéncia de cargas em todos os sistemas, além
de gerar um segundo fendmeno nas configuracbes FTO-NW e Gf-NW. Ja a
funcionalizacdo com o glutaraldeido tende a aumentar essa resisténcia retornando a
patamares proximos ao eletrodo de base (Nb-NW, FTO-NW ou Gf-NW) sem modificar
0 segundo arco gerado anteriormente. Por fim, a imobilizacdo do bioreceptor gera
aumento na resisténcia do sistema, proporcional a quantidade imobilizada.

Também foi analisado um método adequado para acondicionamento das
amostras quando néo forem utilizadas logo apds a imobilizacédo. Foi possivel verificar
a degradacao da amostra em apenas uma noite quando mantida seca. Ja em solucao
PBS, ela se manteve estavel por mais de 80 horas em temperatura ambiente (20-25
°C), sendo este 0 método escolhido para o acondicionamento quando necessario

Tendo em vista os resultados de microscopia 6tica de fluorescéncia, foi possivel
concluir que apos a imobilizagdo, ainda restam sitios ativos de glutaraldeido
disponiveis para a reacdo com DNA, gerando imobilizacdes inespecificas durante o
protocolo de hibridizacdo. Por este motivo, se faz necessério o bloqueio da superficie
apos a imobilizacdo, para neutralizar o glutaraldeido, deixando exposto somente o
NH2-ssDNA-probe para interagdo com o ssDNA-target.

A escolha de um protocolo de blogueio é uma etapa de suma importancia, para
gue a resposta eletroquimica dos ensaios seja fidedigna ao fenbmeno que se deseja
analisar. Sendo assim, com base nos testes realizados e até 0 momento, um maior
tempo de reagdo com menor concentracéo (overnight com solugéo de BSA 1%) foi o
protocolo que trouxe melhores resultados, reagindo com sitios remanescente de
glutaraldeido, porém, sem interferir na visualiza¢do da hibridizacéo.

Apoés o bloqueio a superficie, o biossensor torna-se sensivel as variacoes
térmicas e, desta forma, se faz necessario o desenvolvimento de um protocolo que
nao utilize variacdo de temperatura, ou que se faca a estabilizacdo térmica poés-
hibridizacao.

Ainda, fica evidente que a hibridizacdo com altas concentracfes de ssDNA-
target (100 uM) gera duas constantes de tempo observadas por EIE e que, sendo
assim, as médias e baixas frequéncias sao as de maior relevancia para analise. Os
protocolos de hibridizacdo ainda precisam de otimizacdes, entretanto ja foi possivel

observar que a hibridizacdo simplificada ndo possui especificidade; tempos muito
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curtos (30 minutos) ndo sao suficientes para a formacao adequada dos hibridos e que
60 minutos gera respostas eletroquimicas semelhantes a 45 minutos, sendo este o
tempo mais adequado para a incubacdo; 100nM de NH2-ssDNA-probe é a
concentracdo que se mostrou mais promissora para continuar a otimizacédo do sensor
desenvolvido; e que a presenca de soluc¢des de hibridizagdo como SSC e SSPE com
SDS, favorecem a reacdo de hibridizacdo especifica, dificultando a formacao de
hibridos ndo-complementares, sendo que a solucdo tampéo de hibridizacdo mais
promissora é 1x SSC.

Ademais, é possivel observar que ha diferenca na resposta eletroquimica
obtida apos o protocolo de hibridizacdo quando utilizado DNA sintético ou extraido de
sangue humano, porém mais estudos ainda necessitam ser realizados para a
completa elucidacdo dos fendbmenos que ocasionam a diferenca na resposta
eletroquimica.

Por fim, cabe destacar que foi possivel a obtencdo de um eletrodo para
utilizacdo em biossensor eletroquimico baseado em nanofios de niobato de sédio,
bem como o desenvolvimento de metodologia de funcionalizacdo da superficie
incluindo a imobilizacédo de bioreceptores. Ainda que necessite de otimizacdes para a
melhoria da especificidade, a plataforma desenvolvida é capaz de responder ao
processo de hibridizacdo gerando uma resposta eletroquimica caracteristica. O
desenvolvimento de um biossensor ndo € uma tarefa trivial, diversas variaveis
influenciam no processo, especialmente para propostas como a desenvolvida por esta
Tese, na qual o material nanoestruturado teve a sua primeira descricdo para a
aplicacdo pretendida desenvolvida pelo nosso grupo de trabalho, resultando na

submissdo de um pedido de depdsito de patente.
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1.2. PERSPECTIVAS

E importante destacar que a linha de pesquisa em biossensores foi nucleada
apenas a partir do inicio da execucdo da presente tese, sendo possivel iniciar uma
rede de cooperacdo envolvendo uma equipe multidisciplinar de diferentes ICT’s e
hospitais, destacando-se a colaboracéo de pesquisadores de diferentes unidades e
departamentos da UFRGS: Profa. Celia de Fraga Malfatti do Departamento de
metalurgia, Professora Leliz Ticona Arenas do Instituto de Quimica, Professora
Simone Cristina Baggio Gnoatto e o Professor Diogo André Pilger, ambos da
Faculdade de Farmacia da UFRGS, Grupo Hospitalar Conceicéo por meio do médico
Fernando Anschau e Hospital de Clinicas de Porto Alegre por meio da farmacéutica
Fernanda de Paris.

O desenvolvimento do biossensor proposto ainda nao esta finalizado, sendo
necessario ainda a melhora dos parametros de hibridizacdo e aprimoramento da sua
especificidade. Testes variando tempo de incubacdo, tampéao de hibridizagdo e
concentracéo de NHz-ssDNA-probe ja foram realizadose outras variaveis ainda estédo
em vista de serem objeto de estudo, como a otimizacdo da lavagem pés-hibridizacéo,
teste de diferentes tampdes de hibridizacdo, ensaios variando a temperatura de
incubacéo e lavagens e protocolos de resfriamentos estdo entre as proximas etapas
a serem investigadas.

A continuidade do desenvolvimento da area de biosensores com estes grupos
de pesquisa seguira e proporcionara a realizacdo de projeto de pds-doutorado da

autora com previsdo de sua aplicacao clinica.
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sensibilidade e ndo detectam a infecgdo no periodo de janela imunoldgica (testes rapidos para IgG e IgM).
Considerando o cendrio exposto, este projeto visa ao desenvolvimento de um biossensor eletroquimico a
base de niébio nanoestruturado com sondas de acidos nucleicos imobilizadas para a identificagdo de SARS-
CoV-2 em amostras respiratérias. Propomos aqui a obtengdo das nanoestruturas, a imobilizagdo, e a
caracterizagao fisico-quimica, morfolégica e eletroquimica do dispositivo, bem como a avaliagdo de eficacia
e seletividade em comparacgéo aos testes atualmente empregados. Fundamentalmente,
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pretende-se o desenvolvimento de uma tecnologia de elevado desempenho analitico a partir de insumos
disponiveis no mercado nacional, uma ferramenta laboratorial de execugao rapida e sem necessidade de
estrutura complexa e a baixo custo. Ainda, uma vez validada, a metodologia podera ser adaptada para
identificacdo de outros agentes infecciosos além do SARS-CoV-2 como a configuragdo de painéis de
agentes infecciosos multiplos.

Objetivo da Pesquisa:
Este projeto tem o objetivo de validar um biossensor eletroquimico a base de 6xidos de nidbio
nanoestruturado para aplicagdo no diagnéstico de SARS-CoV-2.

Objetivos especificos:

a) Imobilizagdo do elemento de reconhecimento de detecgéo viral (fitas simples de DNA complementar ao
RNA viral de SARS-CoV-2) ao eletrodo teste;

b) Imobilizagdo do elemento de reconhecimento de controle interno da amostra (fitas simples de DNA
complementar ao RNA mensageiro de RNAse P humana) ao eletrodo controle;

c) Caracterizacao fisico-quimica, morfoldgica e eletroquimica das superficies funcionalizadas;

d) Validagdo do método em comparagéo com a metodologia de referéncia de RT-qPCR:

- Determinagao da precisdo e exatiddo analitica;

- Determinagao da linearidade e sensibilidade analitica;

- Determinagéo da especificidade analitica;

- Determinagéo dos valores preditivos negativo e positivo.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Os maiores riscos estdo relacionados a quebra de confidencialidade, porém todos os cuidados de
anonimizagédo das amostras e utilizagdo de biobanco serdo tomados. Além disso, sera mantido completo
sigilo sobre a identificagcdo dos pacientes envolvidos no estudo.

Beneficios:

Embora a pesquisa ndo proporcione beneficios imediatos ao participante, os resultados e a participagéo no
estudo poderdo contribuir para que o desenvolvimento de um novo método para investigagao laboratorial do
SARS-CoV-2.
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Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Material genético: As amostras de RNA oriundas de amostras clinicas coletadas e armazenadas serao
utilizadas na etapa de validagdo do biossensor em comparagédo com o método padréo ouro (RT-gPCR). As
amostras utilizadas serdo obtidas junto ao Biobanco/HCPA. Nenhum exame adicional sera solicitado aos
pacientes. Por se tratar de estudo com amostras de biobanco e resultados de RT-qPCR fornecido
anonimamente, entendemos que ndo ha necessidade de consentimento por parte dos pacientes. Os
pesquisadores se comprometem a garantir o anonimato dos pacientes e a preservar o sigilo ao acessar
dados sensiveis.Para esta etapa serdo utilizadas 100 amostras com resultado de gPCR positivo e 100
amostras com resultado de gPCR negativo. A partir destas amostras, serdo determinadas novamente a
sensibilidade e especificidade, bem como valor preditivo negativo e positivo.

Amostras clinicas: Pretende-se, ainda, validar o método de detec¢do do virus diretamente na amostra clinica
(aspirado de nasofaringe e swab de nasofaringe) sem a necessidade da etapa de extragao de acido
nucleico com intuito de simplificar a preparagéo da amostra, e, consequentemente, a analise. Sera avaliada
a possibilidade de emprego de tratamentos que lisam o capsideo viral, como o uso de saponinas, e expdem
material genético sem a necessidade de extragéo e purificagdo prévia de RNA. Nesta hipétese, iremos
comparar os métodos de preparo de amostra e sua interferéncia no resultado obtido. Para esta etapa, serdo
utilizadas 50 amostras de secrecdo de nasofaringe ou o RNA viral ja extraido de amostras do
Biobanco/HCPA e que tenham resultado conhecido de RT-gPCR. Cada amostra sera tratada das duas
formas propostas, tanto com extragéo e purificagdo do material genético, quanto a forma simplificada. Os
dois pré-tratamentos serdo comparados a fim de validar o método simplificado.

Aspectos éticos: O trabalho sera desenvolvido de acordo com o0s principios de ética em pesquisa conforme
Resolucdo 466/2012. Os pesquisadores se comprometem em cumprir o estabelecido no Termo de
Compromisso para Utilizagcdo de Material Biolégico.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
Projeto propde dispensa de TCLE com a seguinte justificativa:

As amostras utilizadas ser&do obtidas junto ao Biobanco/HCPA. Nenhum exame adicional sera solicitado aos
pacientes. Por se tratar de estudo com amostras de biobanco e resultados de RT-qPCR fornecido

anonimamente, entendemos que ndo ha necessidade de consentimento por parte
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dos pacientes. Os pesquisadores se comprometem a garantir o anonimato dos pacientes e a preservar o
sigilo ao acessar dados sensiveis.

Recomendagoes:

A justificativa de dispensa de TCLE deve ser atualizada no projeto e ndo apenas na Plataforma Brasil. Favor
atualizar para futuras submissoes.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagodes:

As pendéncias emitidas para o projeto no parecer N.° 5.848.086 foram respondidas pelos pesquisadores,
conforme carta de respostas adicionada em 19/01/2023. N&do apresenta novas pendéncias.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

- Diante do exposto, o Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, de acordo com
as atribuigbes definidas na Resolugdo CNS N.° 466/2012 e na Norma Operacional CNS/Conep N.°
001/2013, manifesta-se pela aprovagdo do projeto de pesquisa proposto.

- O projeto esta aprovado para inclus&o ou reviséo de registros de 250 participantes neste centro.

- Deverdo ser apresentados relatérios semestrais e um relatério final.

- Os projetos executados no HCPA somente poderdo ser iniciados quando seu status no sistema AGHUse
Pesquisa for alterado para “Aprovado”, configurando a aprovagéo final da Diretoria de Pesquisa.

- Textos e anuncios para divulgagdo do estudo e recrutamento de participantes deverdo ser submetidos
para apreciagdo do CEP, por meio de Notificagédo, previamente ao seu uso. A redagéo devera atender as
recomendagdes institucionais, que podem ser consultadas na Pagina da Pesquisa do HCPA.

- Eventos adversos deverdo ser comunicados de acordo com as orientacdes da Comissao Nacional de Etica

em Pesquisa - Conep (Carta Circular N.° 13/2020-CONEP/SECNS/MS). Os desvios de protocolo também
deverdo ser comunicados em relatdrios consolidados, por meio de Notificagéo.

Enderego:  Av. Protasio Alves, 211 Portdo 4 Bloco C 5° andar

Bairro: Rio Branco CEP: 90.410-000
UF: RS Municipio: PORTO ALEGRE
Telefone: (51)3359-6246 Fax: (51)3359-6246 E-mail: cep@hcpa.edu.br

Pagina 04 de 05

218



F e

N

w

HOSPITAL DE CLINICAS DE

Continuagéo do Parecer: 5.875.043

PORTO ALEGRE - HCPA

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 19/01/2023 Aceito
do Projeto ROJETO_2031871.pdf 19:55:37
Outros Carta_resposta.pdf 19/01/2023 |JESSICA GOTARDI | Aceito

19:55:10
Projeto Detalhado / | Projeto_v2.pdf 19/01/2023 |JESSICA GOTARDI | Aceito
Brochura 19:54:47
Investigador
Folha de Rosto FR.pdf 28/12/2022 |JESSICA GOTARDI | Aceito
10:26:25

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdao da CONEP:

Nao
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Bairro: Rio Branco
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Telefone: (51)3359-6246

Municipio:

PORTO ALEGRE, 03 de Fevereiro de 2023

Assinado por:
Daisy Crispim Moreira

(Coordenador(a))
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