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Resumo

Atualmente, os processos fisico-quimicos avangcados exigem materiais com combinagao
de propriedades ndo encontradas em materiais convencionais. Materiais formados pela
associagdo de compostos organicos e inorganicos sdo uma alternativa para preparagéo de
novos materiais e esses com propriedades superiores as apresentadas pelos constituintes
quando eles agem individualmente. Imunossensores eletroquimicos baseados em
eletrodos impressos descartaveis (SPESs) que utilizam tereftalato de polietileno (PET), sdo
uma opcao de baixo custo, portatil, sensivel e versatil para aplicacGes clinicas fora do
ambiente de laboratério. Neste contexto, no presente projeto foi desenvolvido um
imunossensor eletroquimico portatil e descartavel para a deteccdo da proteina Spike (SP)
em amostras ambientais (agua de rio) e clinicas (saliva artificial e soro sanguineo), sendo
0 sensor baseado em um eletrodo impresso, e modificado com um filme base a de carbon
black e nanoparticulas de ouro (AuNPs). Os parametros experimentais, tais como pH da
solucéo e parametros da técnica voltamétrica, foram otimizados para a voltametria de
onda quadrada (SWV). Os voltamogramas SW foram registrados apés diferentes tempos
de incubacdo, variando entre 10 e 150 min, na presenca de 7,65 ng mL ! de solucéo de
SP. Nesse cenario, foram avaliadas duas condi¢Ges de calibracdo definidas: uma
otimizada com incubacdo de 120 min e outra com incubacéo de proteina Spike de 10 min.
Para avaliar o desempenho/eficiéncia do imunossensor AUNPs-CB/PET-SPE na detec¢édo
da proteina Spike do SARS-CoV-2, as amostras positivas sob o regime de incubacao de
120 min apresentaram maior perda de corrente e menores valores de desvio padrdo
considerando as medidas realizadas em triplicata, 0 que demonstrou ser um resultado
relevante para a deteccdo de SP nas amostras propostas. Sob condi¢bes otimizadas, o
biossensor apresentou limites de detecgdo (LODs) de 101 fg mL™t e 46,2 fg mL™* para
periodos de incubacdo de 10 min e 120 min, respectivamente. E importante salientar que
o custo final de um imunossensor proposto (US$ 0,29), comprova seu custo-beneficio em

relacdo a outras técnicas/métodos de deteccao.

Palavras-chave: SARS-CoV-2, COVID-19, proteina Spike, eletrodos impressos
descartaveis, nanoparticulas de ouro, carbon black.



Abstract

Currently, advanced physicochemical processes require materials with a combination of
properties not found in conventional materials. Materials formed by the association of
organic and inorganic compounds are an alternative for the preparation of new materials
and these with properties superior to those presented by the constituents when they act
individually. Electrochemical immunosensors based on disposable screen-printed
electrodes (SPEs) are a cheap, portable, sensitive and versatile option for clinical
applications outside the laboratory environment and without the use of external reagents.
In this context, in the present project a portable and disposable electrochemical
immunosensor was developed for the detection of Spike protein (SP) in environmental
(river water) and clinical samples (artificial saliva and blood serum), the sensor was based
on a screen-printed electrode modified with carbon black base film and gold nanoparticles
(AuNPs). The experimental parameters, such as solution pH and parameters of the
voltametric technique, were optimized for square-wave voltammetry (SWV). SW
voltammograms were recorded after different incubation times, ranging from 10 to 150
min, in the presence of 7.65 ng mL™* of SP solution. In this scenario, two defined
calibration conditions were evaluated: one optimized with incubation of 120 min and
another with incubation of SP of 10 min. To evaluate the performance/efficiency of the
Immunosensor AuNPs-CB/PET-SPE to detecting the Spike protein of SARS-CoV-2, the
positive samples under the 120 min incubation regime presented greater current loss and
lower standard deviation values considering the measurements performed in triplicate,
which demonstrate be a relevant result for the detection of SP in the proposed samples.
Under optimized conditions, the biosensor presented detection limits (LODs) of 101 fg
mL™* and 46.2 fg mL* for incubation times of 10 min and 120 min, respectively. It is
important to highlight that the final cost of the proposed immunosensor (US$ 0.29),

proves its cost-benefit over other detection techniques/methods.

Keywords: SARS-CoV-2, COVID-19, Spike protein, disposable printed electrodes, gold

nanoparticles, carbon black.
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1. Introdugéo
O novo coronavirus, nomeado também de SARS-CoV-2 (Severe Acute

Respiratory Syndrome Coronavirus 2) pelo Comite Internacional de Taxonomia de Virus
(International Committee on Taxonomy of Viruses — ICTV), teve sua primeira aparigéo
na cidade de Wuhan, na China, em meados de dezembro de 2019, e em marco de 2020 a
Organizacdo Mundial da Satde (OMS) declarou que o surto rapidamente se tornou uma
pandemia, j& que o virus estava se espalhando rapidamente por todo o mundo. Estima-se
que 0 mesmo alcancou aproximadamente 216 paises e territérios ao redor do mundo e foi
estabelecida como uma emergéncia de satde pandémica global. E comprovado que o
NOVO coronavirus nao carrega apenas uma alta taxa de infec¢éo, mas provou também ter
consequéncias terriveis nos pulmdes e no sistema respiratorio do corpo humano, o que a
longo prazo em casos mais graves é capaz de levar o enfermo a morte [1- 4].

No inicio de 2022 mais de 385 milhdes de casos foram identificados e quase 6
milhdes de mortes relatadas, porém, desde o final de 2020 varias vacinas altamente
eficazes foram desenvolvidas e estdo sendo administradas em paises ao redor do mundo.
O SARS-CoV-2 é um virus envelopado com um grande genoma de RNA de fita simples
de sentido positivo, onde a glicoproteina de pico (Spike) é um de seus componentes sendo
responsavel pela entrada do virus nas células hospedeiras. A identidade e distribuicdo do
receptor celular especifico reconhecido pela proteina Spike sdo os principais fatores que
determinam a suscetibilidade da espécie hospedeira e o tropismo tecidual do virus [4, 5].

O individuo infectado ainda pode liberar o virus dias ap6s o desaparecimento de
todos os sintomas respiratorios, sendo comprovado pela literatura a presenca do SARS-
CoV-2 em amostra de fezes, aumentado a possibilidade de transmisséo fecal-oral. A partir
das fezes, existem trés rotas principais para o virus: através da agua, das superficies, ou
para locais onde os vetores de insetos estdo presentes. Sendo assim, através de diferentes
vias, 0 virus podem chegar a boca e infectar tanto o trato intestinal quanto o respiratorio
de um hospedeiro aceitavel [6, 7].

Nesse contexto, para que fosse possivel a detec¢do do virus em amostras clinicas
e ambientais, no presente projeto foi desenvolvido um imunossensor descartavel,
empregando como substrato garrafas PET reaproveitadas, visando reduzir o custo do
dispositivo, e por ser um material facil de manusear. Com o emprego de um sensor

impresso descartavel, é possivel reduzir o volume de amostra necessaria para analise, 0



que consequentemente, ajuda a diminuir o tamanho geral do sistema de diagnéstico no
qual o sensor esta integrado. Nesse sentido, a técnica de serigrafia tem sido amplamente
utilizada na producéo de eletrodos para novas plataformas de sensoriamento e na melhoria

de seus desempenhos [8, 9].

2. Revisdo Bibliogréafica

2.1 COVID-19

Diante das questOes apresentadas, tem-se a principal forma de transmisséo
atraves de inalacdo ou contato com goticulas infectadas tendo como consequéncia casos
assintomaticos ou sintomas leves, como auséncia de olfato e paladar, como também casos
graves em que apresentam febre alta, tosse e dispneia podendo agravar para o quadro de
pneumonia e insuficiéncia respiratéria o que representa uma alta taxa de mortalidade no
mundo. Apesar da doenca possuir facil transmissdo, a dgua € uma das formas mais
eficazes de conter 0 novo coronavirus, em contrapartida aumentou-se a demanda de agua
potavel e as necessidades de bilhdes de pessoas que vivem em paises em desenvolvimento
que ndo tém acesso a agua potavel, facilitando a propagacao do mesmo. Os virus entéricos
transmitidos pela agua, principalmente transmitido via fecal-oral, de pessoa para pessoa
ou o0 consumo de adgua ou alimentos contaminados pode representar um serio risco para a
salde de trabalhadores em instalac6es de tratamento de aguas residuais, bem como para
a comunidade circundante, como mostra a Figura 1. Essa via de transmissédo, através do
sistema de encanamento sanitario (ou de aguas residudrias), pode ser provavelmente
responsavel pela contaminacdo ambiental e disseminacdo do COVID-19 (Coronavirus
Diases 2019) nas comunidades [2, 3, 8].



Figura 1: Rota de transmisséo do virus SARS-CoV-2 nos edificios através do sistema

de encanamento sanitéario ou de aguas residuarias. Adaptada de Tran et al. 2021 [8].
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Coronavirus possui esse nome por conter pontas semelhantes a coroas na
superficie externa do virus, possuem em torno de 65 a 125 nm de didmetro e por isso sua
transmissdo € tdo facil. A Figura 2 mostra a estrutura do SARS-CoV-2 que possui a
glicoproteina de envelope pequeno (E), membrana de glicoproteina (M), proteina do
nucleocapsideo (N), na qual envolve o0 RNA viral, e a glicoproteina de pico (Spike) que
é responsavel pela entrada do virus nas células hospedeiras, sendo um processo sequencial
envolvendo a fixacéo celular e endocitose. A funcdo da proteina de envelope inclui o
desenvolvimento do envelope e a patogénese. A proteina Spike utiliza a angiotensina 2
(ACE2) como receptor e assim 0 RNA que esta no interior do virus € liberado. As
mutacOes que essa proteina sofre permitem a ligacdo a esse receptor mais facilmente

garantindo assim, a entrada celular para o virus [2, 11].



Figura 2: Estrutura do coronavirus. Adaptado de Ferreira, G., et al [12].

2.2 Biossensores
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Os biossensores podem ser empregados para a deteccdo da proteina Spike. Um

biossensor € um dispositivo analitico que possui um material bioldgico imobilizado

(enzimas, anticorpos, acidos nucleicos, tecidos, polissacarideo, bactéria, entre outros) -

no qual é feito o reconhecimento de uma determinada substancia (proteina, toxina,

peptideo, vitamina, acuUcares, ion metalicos) por meio de uma reacdo bioquimica

especifica - com um elemento transdutor usado para a identificacdo e quantificacdo de

um analito de interesse. Ele também é capaz de fornecer informacgdes analiticas

quantitativas e medi¢cdes ndo havendo a necessidade de etapas envolvendo reagentes

adicionais, facilitando e otimizando analises. O esquema geral dos biossensores pode ser

visualizado na Figura 3 [11, 15].

Figura 3: Elementos e componentes tipicos de biossensores [14].
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S&0 wusados como elemento de transducdo de materiais condutores e
semicondutores, comumente conhecido como eletrodo, em que a energia quimica que
ocorre entre o patdégeno e o material imobilizado no transdutor é convertida em energia
elétrica por conta da interacdo do eletrodo com uma solugdo eletrolitica. Os sensores
baseados em reacbes enzimaticas em funcéo do oxigénio consumido foram considerados
biossensores de primeira geracdo, e que com sua evolucdo, os de segunda geragédo
apresentaram independéncia em relacdo a quantidade de oxigénio dissolvida por conta da
presenca de um mediador redox permitindo a oxidagdo da glicose. Ja os biossensores de
terceira geracdo apresentam a transferéncia direta de elétrons entre o cofator enzimatico
e o eletrodo, na qual durante a converséo do substrato um par redox no sitio ativo tende a
ceder elétrons e a outra aceitar [13, 16].

Os sensores eletroquimicos possuem como vantagem uma rapidez na geracao de
resposta, simplicidade experimental e relativo baixo custo quando comparados aos
métodos mais tradicionais, como o0 método Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), 0
que os torna vidvel para que dispositivos deste porte possam ser otimizados e
comercializados para os mais diversos fins. Além disso, devido a simplicidade de
instrumentacdo, os dispositivos eletroanaliticos sdo facilmente submetidos a
miniaturizacdo, permitindo maior portabilidade e possiblidade de anélise in loco, muitas

vezes requerida em analises ambientais [11].

2.3 Imunossensores

Ja os imunossensores sdo um tipo de biossensor que se baseiam na resposta
antigeno-anticorpo imobilizados na superficie do transdutor. A presenca de anticorpos é
capaz de identificar patdgenos presentes por conta de uma infeccéo e por isso é possivel
usar imunoensaios para detectar alvos especificos. Os analitos podem ser identificados de
duas formas: na técnica label-dependent possuindo um marcador, o que resulta em uma
mudanca colorimétrica ou de fluorescéncia no sinal, e de forma label-free, onde o analito
se liga a uma molécula causando alteracbes no microssistema, como flutuacbes de
impedancia [13]. Diferentes métodos para utilizacdo dos imunossensores foram
desenvolvidos ao longo dos anos para solucionar algumas limitagGes, como o custo dos
ensaios de anticorpo-antigeno e estabilidade em um Unico dispositivo integrado. O uso de

anticorpos marcados com enzimas é uma estratégia muito comum para gerar reacoes



redox e produzir um sinal amperométrico. O imunossensor voltamétrico, é baseado em
técnicas eletroanaliticas em que a deteccdo de antigenos € realizada através da variagdo
de sinal corrente resultante da sua interagdo com o anticorpo imobilizado na presenca de
uma sonda que reage eletroquimicamente com a superficie dos eletrodos de trabalho [17-
19].

Um dos maiores problemas enfrentados na utilizagdo de imunossensores é a
imobilizacdo do anticorpo especifico na superficie do eletrodo mantendo também a
bioatividade dos anticorpos para a imunorreacdo (reacdo do antigeno com 0 seu
anticorpo). Por isso, ao longo dos anos tém-se empregado uma variedade de
nanomateriais no desenvolvimento de imunossensores, tendo como exemplo as
nanoparticulas de ouro e o carbon black [19].

Imunossensores amperomeétricos vém sendo amplamente utilizados na detecgéo
de biomarcadores proteicos vinculados ao cancer e a doenca de Alzheimer, por exemplo.
Seu mecanismo de funcionamento é baseado na medida de corrente resultante da
aplicacdo de um potencial constante no eletrodo de trabalho em relacdo ao eletrodo de
referéncia. Na literatura, Li et al desenvolveu um imunossensor reutilizavel baseado em
eletrodo de ouro modificado com grafeno dopado com nanoparticulas
superparamagnéticas e conjugados com anticorpos anti-pA42 [20].

Os fatores mais importantes que afetam o desempenho de um imunossensor sao
a camada de bioreconhecimento e o transdutor, por isso, para que aconteca a imobilizacédo
do anticorpo especifico, o eletrodo desenvolvido com um filme de carbono foi capaz de
detectar a proteina Spike utilizando o anticorpo Spike IgG anti-SARS-CoV-2. Para
compor a estrutura do eletrodo foi usado também uma tinta condutora a base de grafite e
esmalte (sendo uma mistura de polimeros e solventes), com grande potencial para o
suporte de tinta condutora conferindo flexibilidade, resisténcia e durabilidade ao filme
[19, 21].

2.4 Nanoparticulas de Ouro

As nanoparticulas (NP) sdo particulas com diametro entre 1 e 10 nm, em que
suas propriedades sdo definidas de acordo com seu tamanho. Possuem estruturas
eletronicas que possibilizam sua aplicacdo nas mais diversas areas, como na medicina,

fisica, Optica e como no presente estudo, na quimica. Um dos nanomateriais mais
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utilizados para modificagdo em biossensores sao as nanoparticulas de ouro (AuNPS), em
que suas propriedades determinam a eficiéncia de carregamento dos anticorpos e a
capacidade de resistir a interferéncia, que tém grande influéncia no desempenho de
detecgéo de ensaios in vitro [22].

As AuNPs estdo ganhando notoriedade consideravel neste campo devido a sua
excepcional compatibilidade com biomoléculas, estabilidade e propriedades de
amplificagdo de sinal. Sua popularidade decorre do fato de formarem sistemas mais
biocompativeis e sua capacidade de ser funcionalizada com uma gama de biomoléculas,
as torna mais amplamente utilizadas [23].

Possuem vantagens como facil preparacdo, alta area superficial especifica e alta
condutividade elétrica, como também se mostra compativel com estruturas celulares e
biomoléculas. De acordo com a literatura, as nanoparticulas bimetélicas tém atividade
eletrocatalitica melhor em comparagdo com nanoparticulas monometalicas. Esse método
tem a capacidade de aumentar a quantidade de anticorpos imobilizados, como também
acelerar o processo de transferéncia de elétrons para o aumento de sinal [24, 25].

Quando se utiliza nanoparticulas, os niveis de energia dos elétrons nao sdo
continuos quando comparados ao metal bulk. Ocorre uma mudanga na area de superficie
e confinamento de elétrons que tem como consequéncia a mudanca de propriedades dos
materiais como, por exemplo, o ponto de fusdo, fluorescéncia, condutividade elétrica,
permeabilidade magnética e reatividade quimica. Para a deteccdo de proteinas, o uso de
nanoparticulas tem a capacidade de aumentar a quantidade de anticorpos imobilizados,
como também acelerar o processo de transferéncia de elétrons para o aumento de sinal.
Além disso, a acdo eletrocatalitica das nanoparticulas, pode facilitar as medidas

amperométricas de baixo potencial do imunossensor eletroquimico [26].

2.5 Carbon Black

O negro de fumo (do inglés, carbon black (CB)) é um nanomaterial condutor
que possui baixo custo e em sua maioria provém da combustdo de derivados de petroleo,
sendo utilizado para o desenvolvimento de dispositivos eletroquimicos, como 0s
biossensores. Esse material pode ser empregado na forma de uma dispersao coloidal para
o desenvolvimento de filmes, além disso, é facilmente modificado por diversos materiais

como nanoparticulas metalicas ou de 6xidos metalicos [27, 28]. Possui ampla variagéo de
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didmetro (3,0 — 100 nm), em que essas particulas de carbono geralmente sdo agregadas,
que podem se estender por trés dimensdes, formando aglomerados maiores. Porém, esse
arranjo estrutural pode ser alterado quando um dispersante adequado € incorporado ao
material, aumentando sua &rea de superficie [28].

Outra vantagem importante é a rapida transferéncia de carga e alta sensibilidade
analitica podendo facilitar os resultados no desenvolvimento de sensores eletroquimicos,
apesar de seu uso ser relativamente recente. O emprego de CB para a deteccdo de analitos
de interesse ambiental tem sido reportado, como exemplo na identificacdo de
contaminantes emergentes como os pesticidas organofosforados e herbicidas [29]. J& na
industria farmacéutica e biologica, Paczosa-Bator e colaboradores desenvolveram uma
plataforma de um sensor potenciométrico baseada em CB modificado para detectar ions
sodio, potassio, clorato e nitrato [30, 51]. Para o projeto em questdo, o CB foi utilizado
com o intuito de modificar a superficie do eletrodo impresso de carbono, além de utilizar
nanomateriais para ancorar o AB anti-Spike, ja que possui propriedade condutora e grande

area de superficie.

2.6 Imunossensores para COVID - 19

Ha estudos na literatura que desenvolveram imunossensores para a deteccéo do
virus que causa a doenca da COVID-19, como Zhai, et al, no qual utilizou grafeno dopado
com nitrogénio (N-HRGO), sendo a solucdo de grafeno usada para modificar um eletrodo
de carbono vitreo. Como resultados, 0 N-HRGO possui excelentes propriedades fisico-
quimicas com uma grande area de superficie e boas propriedades cataliticas devido a
presenca de orificios e bordas expostas para fornecer canais de transporte de ions/massa
abundantes e locais ativos. Para a deteccdo do virus, o resultado indica que o
imunossensor eletroquimico conforme preparado tem boa seletividade para a detecgédo da
proteina Spike COVID-19, mesmo em um sistema de mistura (sistema formado por duas
ou mais substancias puras) [31].

Outro estudo para ser citado, foi desenvolvido por Liv, Lokman, onde usou um
eletrodo de carbono vitreo modificado com clusters de ouro (Au) encapados com
cisteamina (Cys), glutaraldeido (Glu), a proteina Spike do antigeno SARSCoV-2 (gene
S) e albumina sérica bovina (BSA), tendo ao todo, gene BSA/S/GIu/Cys/Au/GCE. De

forma simples, rapida, com baixo custo e ultrassensivel foi determinado
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voltametricamente o pico de AB SARS-CoV-2 em amostras reais e sintéticas. A partir
dos resultados, o uso dessas modificagdes trouxe resultados satisfatorios no que diz a
respeito da deteccdo do virus, além disso, 0 método desenvolvido é melhor do que a
técnica de RT-PCR em termos de tempo de analise e custo [32].

3. Objetivos:
O objetivo do presente projeto foi a deteccdo de SARS-CoV-2 em amostras

ambientais (agua de rio) e clinicas (saliva artificial e soro sanguineo) empregando-se um
imunossensor eletroquimico descartavel, modificado com nanoparticulas de ouro, carbon
black, e anticorpos anti-Spike. Os s objetivos especificos foram:
e Confeccionar um eletrodo impresso a base de tinta de carbono em substrato
de PET;
e Sintetizar nanoparticulas de ouro pelo método de Turkevich para preparacéo
do filme a base de carbon black;
e Preparo e armazenamento de sinteses com proteinas;
e Aplicacdo de técnicas voltamétricas para analisar informacdes qualitativas e
quantitativas do projeto em questao;
e Aplicar o eletrodo modificado para a detec¢do do virus SARS-CoV-2 em
amostras ambientais e clinicas;

e Andlise de custo e eficiéncia do eletrodo desenvolvido.

4. Metodologia

4.1 Reagentes e solucbes

As solucbes foram preparadas a partir de reagentes de grau de pureza analitica
dissolvidos em agua ultrapura. Os reagentes e produtos quimicos a seguir empregados
nos experimentos foram adquiridos de Sigma-Aldrich: cloreto de ouro, borohidreto de
sodio, solucdo de glutaraldeido (GA) a 25% (v/v), ferrocianeto de potéssio,
monohidrogenofosfato de potassio, dihidrogenofosfato de potassio, cloreto de potéassio,
cloreto de magnésio, dihidrogenofosfato de sédio, acido sulfarico, acido cloridrico,
cloreto de sddio, aménia, cloreto de calcio, alanina, acido aspartico, cisteina, acido
glutdmico, glicina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, prolina,

serina, treonina, triptofano, tirosina, valina, &cido ascorbico, aloumina, ureia, 1,4-a-D-
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Glucano-glucanohidrolase (a-amilase da saliva humana) e soro humano masculino do
sangue total coagulado AB (filtrado estéril). O dicloridrato de cistamina (Cys) e a
albumina sérica bovina (BSA) (99%) foram adquiridos da Nfinitu Tech LLC (EUA). O
carbon black (VCX72R) foi gentilmente doado pela Cabot® (EUA). A proteina
recombinante Spike Sars-Cov-2 (S1) (SARS-CoV-2) (SP, 76,45 kDa) e o anticorpo anti-
protreina Spike de SARS-CoV-2 (anti-SP Ab) foram adquiridos da Sino Biological
(China). O p6 de grafite foi adquirido de Fischer Chemical (EUA), enquanto a tinta
condutora de prata foi obtida da EMS (EUA). O esmalte para cuidados com as unhas
(Base Brilho Cuidados, Cora®©, Séo Paulo, Brasil) foi utilizado como veiculo a base de
polimero para a producdo de tinta condutora. Folhas de polietileno tereftalato (PET)
foram adquiridas de garrafas de refrigerantes descartadas encontradas no mercado local
de Campina do Monte Alegre (S&o Paulo, Brasil).

Todas as solugdes foram preparadas com agua ultrapura (com resistividade > 18

MQ-cm) a partir de um sistema de purificagdo Milli-Q (Millipore®).

4.1.1 Preparo de solugdes

A solucdo tampé&o fosfato com concentracéo analitica de 0,10 mol L™t e pH 7,4
foi preparada com a dissolucdo de quantidades apropriadas de dihidrogenofosfato de
sodio e hidrogenofosfato dissodico em agua destilada.

Para o preparo da solucdo usada nas medidas com o imunossensor, foram
pesadas quantidades apropriadas de ferricianeto de potassio, ferrocianeto de potéssio e
cloreto de potassio, os quais foram dissolvidos em agua destilada resultando em solucdes
de K4[Fe(CN)s] / Ks[Fe(CN)s 4 mmol L™t em KCI 0,10 mol L2,

4.1.2 Sintese de Nanoparticulas de ouro
Para a sintese das nanoparticulas de ouro, foi utilizado o método de reducéao de
citrato (Método de Turkevich) com adaptacdes. Toda a vidraria e o agitador magnético
foram cuidadosamente higienizados com agua régia e depois enxaguados com agua
ultrapura e secos. Esta etapa foi necessaria para evitar a agregacdo de particulas de ouro
residuais e nucleacdo indesejada durante os procedimentos de sintese. Todos os lotes de

nanoparticulas de ouro foram armazenados em local escuro com frasco envolto em papel
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aluminio para minimizar a oxidagdo e dentro de um refrigerador para diminuir a
influéncia do calor.

Inicialmente, uma quantidade de 758,4 mg de AuCls foi dissolvida em 50 mL de
HCI 0,1 mol L%, o que deu origem a 0,05 mol L de solucéo de HAUCI.4. Posteriormente,
uma quantidade de 590 pL desta solucdo foi adicionada a 90 mL de &gua sob agitacao
vigorosa continua a temperatura ambiente, dando a solu¢cdo uma cor amarelo-palido.
Apbs 1 min de agitacdo, 1,0 mL de citrato de sddio 38,8 mmol L foi adicionado a
mistura que foi mantida sob agitacdo novamente por mais um minuto. Finalmente, uma
solucdo composta por 1,0 mL de borohidreto de sédio a 0,075 % e citrato de sodio de
38,8 mmol L™ foi adicionada a mistura para evitar agregacio, e isso instantaneamente
alterou a cor de dispersao para vermelho rubi. A mistura foi entdo mantida sob agitagéo
por 10 min (Figura 4). O pH da solugéo coloidal resultante foi ajustado para 6,0 usando
KOH 1,0 mol L™ para evitar a desestabilizacdo de particulas devido a protonacéo de
citrato. Por fim, o Erlenmeyer foi armazenado em um recipiente proprio em refrigerador
(4°C) [50, 26].

Figura 4: Nanoparticulas de ouro sintetizadas empregando metodo com reducéo de

citrato (Método de Turkevich) com algumas adaptacdes [26].
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4.1.3 Preparacdo do filme a base de carbon black 0,1% m/v
Em um microtubo pesou-se 0,5 mg de carbon black em seguida adicionou-se
500 pL de AuNPs. A mistura foi levada durante 20 minutos no ultrassom, resultando em
uma dispersdo de CB AuNP-1,0 mg mL* [33].

4.1.4 Preparacao de saliva artificial

A saliva artificial foi preparada com base no estudo de Bjorklund e
colaboradores, sendo composta por 34 reagentes listados abaixo, que foram pesados para
atingir a concentracdo desejada afim de produzir 250 mL de saliva artificial. Foi
acrescentado todos os reagentes em um baldo volumétrico no qual foi completado com
agua destilada [34]. Os seguintes reagentes utilizados para a saliva artificial foram:
Fosfato monopotassico (2,6 mmol L™1); Magnésio (0,2 mmol L™1); Fosfato monossddico
(2,6 mmol L™Y); Amonia (4,4 mmol L™Y); Cloreto de calcio (1,4 mmol L™); Alanina
(0,0371 mmol L™Y); Acido aspartico (0,012 mmol L™); Cloreto de sodio (10 mmol L™?);
Cisteina (0,05 mmol L™%); Acido glutdmico (0,0265 mmol L1); Cloreto de potassio (15,6
mmol L™); Glicina (0,1185 mmol L™?); Histidina (0,0064 mmol L™1); Isoleucina (0,0221
mmol L™); Leucina (0,0221 mmol L™?); Lisina (0,0185 mmol L™); Metionina (0,0002
mmol L™1); Fenilalanina (0,0176 mmol L™?); Prolina (0,0017 mmol L™?); Serina (0,02
mmol L) ; Taurina (0,075 mmol L™); Treonina (0,0243 mmol L™%); Triptofano (0,01
mmol L™); Tirosina (0,0116 mmol L™); Valina (0,0154 mmol L™); Acido ascorbico
(0,005 mmol L™); Tiamina (0,00002 mmol L™Y); Riboflavina (0,00013 mmol L™);
Biotina (0,0000033 mmol L™); Acido félico (0,00000023 mmol L™%); Albumina (0,0004
mmol L™); Inositol (0,01 mmol L™); Mucina (5 g L) e Uréia (2,9 mmol L™1).

4.2 Equipamentos

Os  experimentos  eletroquimicos  foram  realizados em  um
potenciostato/galvanostato Autolab PGSTAT 101 (Metrohm Autolab, NL) conectado a
um computador com sistema operacional Windows 10®. O tratamento dos dados foi
realizado em software Nova 2.1.4 e OriginPro®.

As medidas de pH das solucdes foram feitas em pHmetro Jenway 3510, com
eletrodo de vidro combinado Ag/AgCI/KCI 3,0 mol L2,
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Para o preparo das solucdes, utilizou-se uma balanga analitica digital Bel

Engineering modelo M214A..

4.3 Eletrodo impresso descartavel (SPE-PET)

Na Figura 5 é apresentado o processo que envolve a fabricacdo do SPE-PET.
Para a confeccdo dos eletrodos descartaveis foram usadas garrafas PET reutilizadas. A
folha PET foi lavada com detergente neutro e apds a secagem, a folha foi lixada (com lixa
150) em uma Unica direcdo para facilitar a deposi¢cdo da tinta nas ranhuras do PET, e
entdo ela foi limpa com alcool 70% para remover quaisquer residuos. Imprimiu-se em
folhas de papel adesivo o formato do eletrodo e colou-se na folha de PET de 25x35 mm.

A tinta condutora de carbono foi preparada conforme procedimento previamente
relatado na literatura [11]. Resumidamente, 18,9 g de po de grafite foi adicionada a 279
de esmalte (Etapa 1 e 2), 0 que resultou em uma suspensao final com aproximadamente
41% (m/m) de teor de carbono. Esta suspensao foi submetida a 3 ciclos de centrifugacéo
a 3500 rpm durante 3 min em uma centrifuga assimétrica dupla SpeedMixer™ Dac 150.1
FVZ-K (FlackTec Inc). Em seguida, com o auxilio de uma espatula, recobriu-se com tinta
condutora a base de grafite e esmalte sequindo a mesma direcdo dos sulcos causados pelo
lixamento (Etapas 3 e 4). Por fim, esperou-se a secagem completa da tinta para remover
0 adesivo e recortar os eletrodos individualmente (Etapas 5 e 6). Com o auxilio de um
pincel, o eletrodo de referéncia foi pintado com tinta de prata e empregou-se esmalte de
unha para isolar o contato do eletrodo de trabalho (4rea geométrica = 0,196 cm?). Por fim,

aplicou-se o espacador e delimitador de gota (volume de célula = 100 uL) (Etapa 6).
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Figura 5: Esquema de confec¢do do eletrodo impresso descartavel. Fonte: Autor proprio,
2022.
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4.4 Preparacao do imunossensor AuNPs-CB/SPE-PET

Para as andlises, o SPE-PET foi modificado com 20 pL de solucdo a base de
carbon black e logo em seguida foi levado ao dessecador por aproximadamente 30
minutos. Apds o periodo de secagem, lavou-se o eletrodo com agua destilada e foi feita a
varredura em 100 pL de solucdo tampao fosfato 0,1 mol L%, pH 7,4 para ativagdo do
eletrodo. Na segunda etapa, foi adicionado 20 pL de cistamina (Cys) 10 mmol L2, levado
ao dessecador por 1 hora. Na terceira etapa foi adicionado 20 pL de glutaraldeido (GA) a
2,5% (m/v), levando 1 hora para secar, e na quarta etapa, adicionou-se 20 pL de anticorpo
(Anti-SP Ab) 1,0 pg mL™* em tampéo fosfato salino (PBS) 0,1 mol L™, pH 7,4 e
aguardou-se 2 horas em refrigeracdo. Finalmente, 25 pL de solucdo de BSA 1% (m/v) foi
usada para bloquear sitios de ligacdo ndo especificos na superficie do eletrodo por 30
minutos. Ao final de cada um dos procedimentos supracitados, o eletrodo foi lavado com
PBS 0,1 mol L™t (pH 7,4).

4.5 Comportamento eletroquimico do imunossensor AUNPs-CB/PET-SPE
As caracterizacfes eletroquimicas do PET-SPE, CB/PET-SPE e AuUNPs-
CB/PET-SPE foram realizadas utilizando voltametria ciclica em duas condicdes
diferentes: i) em H,SO40,1 mol L™; ii) em KCI 0,1 mol L™ na presenca de 2,0 mmoL

Lt [Fe(CN)g]* /*~ utilizado como sonda eletroquimica para estimar as respectivas areas
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ativas dos eletrodos e os valores da constante heterogénea de transferéncia de elétrons,
KC.

A anélise da voltametria ciclica foi realizada utilizando-se [Fe(CN)s]* /= 4,0
mmol L™ e PBS (pH 7,4) 0,1 mol L* para avaliar o efeito de modificacdes adicionais
nos eletrodos em termos da fixacdo molecular de anti-Spike Ab. Para as demandas
analiticas, o imunossensor AuNPs-CB/PET-SPE foi avaliado por voltametria de onda
quadradas (Square wave voltammetry - SWV) utilizando [Fe(CN)e]*/*~ 4,0 mmol Lt e
PBS (pH 7,4) 0,1 mol L™ antes e depois a etapa de incubagéo na presenca da substancia
para andlise. A variacdo de corrente SWV normalizada, (lo-1)/lo, foi utilizada para
minimizar quaisquer variagdes na area do eletrodo potencialmente causadas pelo processo
de fabricagdo manual do SPE.

O limite de detecc¢do (LOD) do imunossensor AuNPs-CB/PET-SPE foi estimado
por meio de regressdo logistica de cinco parametros (5PL) e Equagdes 1-3 em toda a faixa
de concentracdo. Esta abordagem € util para ensaios biologicos e situacfes em que a
intensidade do sinal mostra uma dependéncia logaritmica da concentracdo do analito [35,
36].

L¢ = Bpiank + t95%, n-1) X Oblank (1)

Aqui, Lc € o limite do branco — este & um valor critico relacionado as intensidades
de sinal em branco que tem 5% de probabilidade de resultar em um falso positivo; pslank
¢ a média das intensidades de sinais para n = 9 repeticdes do branco; o piank € 0 desvio
padrdo (do inglés, Standard Deviation - SD) das replicatas do branco; e ts«,n-1) € 0 valor

de t-Student para n—1 graus de liberdade com 95% de confianca.
Lp = L¢c+ t(gs%, m(n-1)) X Otest 2)
Na Equagéo 2, Lp representa o limite de deteccéo do sinal — ou seja, 0 menor valor

do sinal com 5% de probabilidade de resultado falso negativo; otwst € 0 desvio padréo

agrupado de (lo-1)/1o valores para n=3 repeti¢cOes para cada ponto de m=10 concentrac¢oes
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da curva, que pode ser calculado usando a Equacéo 3; e t(95%, m(n-1)) € 0 valor de t-Student

para m(n—1) graus de liberdade com 95% de confianga.

m 2
Yiz10} (3)

Otest = m
5. Resultados e Discusséo
5.1 Caracterizacao eletroquimica do imunossensor AUNPs-CB/PET-SPE
A Figura 6 apresenta uma andlise comparativa dos voltamogramas ciclicos
obtidos para os PET-SPE, CB/PET-SPE e AuNPs-CB/PET-SPE aplicados em H2S040,1
mol L™%. A adicio da dispersdo AuNPs-CB na superficie do eletrodo resultou em uma
resposta voltamétrica tipica para o ouro policristalino, que € caracterizada por trés
correntes de pico anddicas em torno de 0,456 V, 0,780 V e 1,000 V e atribuidas a
voltametrias especificas de diferentes planos cristalinos de ouro, sendo este um reflexo
da oxidacdo de AuNPs em espécies de 0xido. Um pico catédico bem definido observado
a 0,270 V, enquanto outros picos menos intensos sao observados a 0,750 V e 0,050 V,
que estdo relacionados a subsequente reducdo das espécies de 6xido voltando ao ouro
metalico [37-39].
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Figura 6: Andlise de voltametria ciclica obtida para PET-SPE branco (linha preta),
CB/PET-SPE (linha vermelha) e o 10° ciclo voltamétrico de AUNPs-CB/PET-SPE (linha
azul) com base na aplicacdo de H2SO4 0,1 mol L™ como eletrdlito de suporte, faixa de

potencial de —0,2V a 1,5 V e velocidade de varredura de 50 mVs 2.
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As areas eletroativas do PET-SPE, CB/PET-SPE, AuNPS/PET-SPE e AuNPs-
CB/PET-SPE foram estimadas por voltametria ciclica utilizando [Fe(CN)s]*~ 2,0 mmoL*
em solucdo de KCI 0,10 mol L™* (Figura 7), com base na Equagdo de Randles-Sevcik

(Equacao 4).

3 1 1
Ip = +(2.69 x 10)nzA4 Dz C vz (4)

sendo Ip é a corrente de pico (A), n € o niumero de elétrons transferidos durante o processo
redox, A é a area eletroativa (cm?), D é o coeficiente de difusdo do [Fe(CN)s]* nos
respectivos meios (7,6 x 10 cm? s1), C é a concentracéo de [Fe(CN)s]* (mol cm™3), e
v é a velocidade de varredura de potencial (V s?).

As areas eletroativas obtidas para o PET-SPE, CB/PET-SPE, AuNPs /PET-SPE
e AUNPs-CB/PET-SPE foram 0,102 cm? 0,130 cm? 0,152 cm? e 0,207 cm?,

respectivamente; estes resultados mostram que a modificagdo dos eletrodos com
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nanomateriais alterou significativamente a morfologia dos mesmos, aumentando sua
rugosidade superficial. As mudancas correspondentes na cinética de transferéncia de
carga foram avaliadas usando a constante aparente de transferéncia heterogénea de
elétrons, k% foi estimada com base no método de Nicholson para sistemas quase

reversiveis [40].

Y=Kk[rDnvF (RT)]% (5)

Em que m=3,1415, F é a constante de Faraday (96.485 C mol™), R é a constante universal
do gas ideal (8,314 J K mol™), T é a temperatura termodinamica (298 K) e y é um

parametro cinético obtido da Equacao 6 abaixo de proposto por Lavagnini et. al [41]:
Y =(-0.6288 + 0.0021nAEp)(1—0.017 n AEp) (6)

onde AEp € a separagdo pico-a-pico baseada nos voltamogramas ciclicos na Figura 7. Os
valores de k° foram obtidos pelos coeficientes angulares das curvas resultantes: 3,31x10°2
cm s para PET-SPE; 4,2x1073 cm s para CB/PET-SPE e 7,8x10°% cm s™* para AuNPs-
CB/PET-SPE; os resultados obtidos a partir das equacfes abaixo apontam para um
aumento na reversibilidade a medida que os nanomateriais sao incorporados na superficie
do PET-SPE.
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Figura 7: Voltamogramas ciclicos obtidos para solugdo de [Fe(CN)s]* 2,0 mmol L ™! em
presenca de KCI 0,10 mol L™ utilizando (A) PET-SPE, (B) CB/PET-SPE, (C)
AUNPs/PET-SPE e (D) AuNPs-CB/PET-SPE em diferentes velocidades de varredura
potencial (10 — 100 mV s%). (E) Ipvs. vi2. (F) W vs 32.79v 12 (Fator 32,79 representa o
valor numérico de [z D n F/(R T)] 2).
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PET-SPE: ¥ = (—0,096 = 0,002) + (3,31 £ 0,09)x10 42 (r=0,998)
lpa = (1,3 £ 0,2)x10°° + (1,69 +0,07)x10 42 (r =0,995)
e = (—1,3 £0,2)x10 75 + (—1,38 £ 0,09)x10 2 (r = 0,990)

CB/PET-SPE: ¥ = (—0,106 + 0,004) + (4,20 + 0,20)x10%v"*?  (r =0,994)
lpa = (1,2 £ 0,1)x10 75+ (1,94 + 0,5)x104y12 (r =0,993)

loe = (1,4 £0,2)x10°° + (—1,90 + 0,1)x10 “*2  (r =0,989)

AUNP/PET-SPE: ¥ =(-0,127 +0,003) + (5,53 + 0,02)x10 % *?  (r =0,998)
lpa = (7,5 £ 0,2)x10 75 + (2,4 + 0,1)x10 4*2 (r =0,993)

lpe = (—1,0 £ 0,3)x107% + (—2,1 £ 0,1)x10 412 (r =0,994)

AUNPs-CB/PET-SPE: ¥ = (0,112 + 0,010) + (7,80 £ 0,50)x10 %2 (r = 0,988)
lpa = (—0,4 £ 0,3)x1075+ (3,3 £ 0,1)x104y12 (r = 0,996)

lpe = (0,1 £ 0,2)x10°75 + (2,8 £ 0,2)x1042  (r =0,996)

Na Figura 8 sdo apresentados os voltamogramas ciclicos registrados apds cada
uma das etapas empregadas para modificar a superficie do PET-SPE, a fim de produzir
uma resposta de imunodeteccao eficiente ao SARS-CoV-2 SP.

O primeiro procedimento de modificacdo, que envolveu a incorporacdo da
dispersdo AuNPs-CB na superficie do PET-SPE, causou um aumento significativo na
resposta da sonda redox e uma notavel melhora na reversibilidade, como discutido
anteriormente, com uma diminui¢do substancial do valor de AE de 0,745 V no PET-SPE
(voltamograma preto) a 0,365 V em AuNPs-CB/SPE (linha azul claro). Este sistema
quase reversivel aprimorado tem as caracteristicas necessarias consideradas adequadas
para a aplicacdo no biossensoriamento. O voltamograma azul escuro indica a resposta
relacionada a ligacdo de Cys a superficie de AuNPs que acontece através dos grupos

dissulfeto. Neste ponto, a ligeira melhora observada na corrente anddica € atribuida as
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interacdes eletrostaticas favoraveis entre os grupos NHs* de Cys e a sonda redox de
carregada negativamente.

As sucessivas diminui¢Ges observadas na resposta, apontam para um declinio na
cinética de transferéncia de carga que estd associada a ligacdo molecular dos materiais
modificadores: GA via reacdo de condensagdo com Cys (linha verde); Ligacéo anti-SP a
sitios livres de GA (linha amarela); e bloqueio da BSA de locais de ligacdo ndo
especificos (linha laranja).

Figura 8: Voltamogramas ciclicos obtidos apds cada uma das etapas realizadas para
modificar o PET-SPE em solugio de [Fe(CN)s]* "~ 4,0 mmol L™ em presenca de PBS
0,1 mol L™ (pH 7,4) na faixa de potencial de —0,8 a 1,0 V, e velocidade de varredura de
50 mVs™,
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Além do preparo do imunossensor citado anteriormente, foi adotada outra
estratégia de modificacdo, fazendo a dispersdo de CB em quitosana (CTS) com teor 0,1%
(m/v), tendo o objetivo de ligar o anticorpo a este material através da ligacdo com

glutaraldeido (Figura 9).
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Figura 9: Voltamogramas ciclicos obtidos apds cada uma das etapas realizadas para
modificar o PET-SPE com CTS, em solucdo de [Fe(CN)s]* >~ 4,0 mmol L™ em presenca
de PBS 0,1 mol L (pH 7,4) na faixa de potencial de —0,8 a 1,0 V, e velocidade de
varredura de 50 mvs 2.
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Como pode ser observado com a diminui¢do da amplitude de sinal, houve uma
resposta semelhante ao imunossensor sem emprego da CTS em relagdo ao aumento na
resposta da sonda redox e melhora na reversibilidade, poréem quando em presenca de
glutaraldeido (voltamograma verde) ndo houve a imobilizacdo do anticorpo
(voltamograma amarelo), e assim, o PET-SPE com CTS apresentou sinal analitico
praticamente igual (antes e ap6s a presenca do anticorpo), ndo havendo diferenca

significativa no valor de corrente.

5.2 Otimizacéo dos parametros SWV

A resposta analitica do imunossensor AuNPs-CB/PET-SPE foi avaliada por
SWV; a aplicacdo desta técnica voltamétrica permite a deteccdo de pequenas perturbacgdes
no sistema redox relacionadas as interacdes superficiais. Os experimentos de SWV foram
realizados na presenca de uma mistura contendo [Fe(CN)s]*~ 4,0 mmol L™ e [Fe(CN)s]*
4,0 mmol L' em PBS 0,1 mol L™ (pH 7,4) na faixa potencial de —0,4 a 0,6 V. Os
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parametros da técnica foram otimizados entre as seguintes faixas: frequéncia (f) de 1 a 50
Hz; amplitude de pulso (a) de 10 a 110 mV; e incremento potencial (AE) =1 a5 mV.
Foram definidos os seguintes valores otimizados: frequéncia (f) = 5 Hz; amplitude de
pulso (a) = 100 mV; e incremento potencial (AE) =2 mV.

5.3 Tempo de incubacdo da proteina Spike

O tempo de incubacdo da SP foi avaliado e os voltamogramas de SW foram
registrados apds diferentes periodos de incubacgdo, variando entre 10 e 150 min, na
presenca do analito alvo. Os voltamogramas obtidos com a resposta de corrente
normalizada em fungdo do tempo sdo mostrados na Figura 10. Os resultados obtidos
apontam para um decréscimo no pico de corrente & medida que o periodo de incubagéo
aumenta na presenca de 7,65 ng mL ! de solugdo de SP; esse comportamento é atribuido
a afinidade de interagéo entre o SP e o anti-SP Ab imobilizado em AuNPs-CB/PET-SPE,
que causou um bloqueio mais efetivo da superficie quando longos periodos de carga

foram empregados.
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Figura 10: (A) Respostas SWV obtidas em diferentes periodos de incubagdo (linha
vermelha:10 min; linha laranja: 20 min; linha amarela: 30 min; linha verde: 60 min; linha
azul pastel: 90 min; linha azul escuro: 120 min; linha azul claro: 150 min e linha roxa:
branco.) de 7,65 ng mL™* SP em presenca de [Fe(CN)s]* ">~ 4,0 mmol L™ PBS 0,1 mol
Lt (pH 7,4) no intervalo de tempo de 10 - 150 min. Condi¢Bes de SWV: f=5Hz; a =

10 mV; AE =2 mV. (B) Variacdo de corrente normalizada, (lo-1)/lo, vs tempo de
incubacéo.
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Para o periodo de incubacgédo de 120 min e maiores, 0 sensor exibiu maior perda
de corrente com valor médio de aproximadamente 55%; este € considerado o intervalo
ideal no qual a condicdo de sensibilidade mais alta pode ser alcancada. O resultado obtido
para este periodo de incubacdo mostra que nao € adequado para o teste de diagndstico
rapido. Surpreendentemente, uma curva de calibracao registrada usando incubacgéo de 10
minutos mostrou supressdo/perda de corrente média de 38%. Com base nesses resultados,
foram avaliadas duas condicdes de calibracdo definidas: i) uma condi¢do otimizada
usando incubacdo de 120 min de solucBes de SP, a fim de obter uma resposta mais
sensivel e precisa para analises quantitativas; e ii) uma calibracdo baseada em 10 min SP
incubacdo direcionada a obtencdo de resposta qualitativa aplicada como teste diagnostico
rapido para SARS-CoV-2.

5.4 Curva de calibracéo
As Figuras 11A e 11B apresentam os voltamogramas de onda quadrada obtidos

a partir do aumento das concentracdes de SP de 7,65x107%° para 7,65x10°g mL* por 10
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min e 120 min, respectivamente. Para ambas as condi¢des, os gréaficos de calibracéo
apresentaram relagdes lineares (EquacOes 7 e 8) entre I, e logaritmo da concentracao de
SP entre 7,65x10 * a 7,65x10°® g mL™* (Figura 11D).

(lo-D/op10 miny = (0,456 + 0,007) + (0,037 £ 0,006)% logCsp r = 0,989 (7
(lo-D)/of120 miny = (0,781 £ 0,009) + (0,099 + 0,002)x logCsp r = 0,999 (8)
Como pode ser observado, a sensibilidade obtida a partir da aplicacdo de 120
min de incubacéo é de 2,7 vezes maior em compara¢cdo com a obtida para o tempo de

incubacédo de 10 min; isso pode afetar significativamente a preciséo da detectabilidade do

Sensor.
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Figura 11: Resposta SWV obtida a partir de um aumento nas concentragdes de SP (de
7,65%x107 para 7,65x10°® g mL™?) na presenca de PBS 0,1 mol L™ (pH 7,4) contendo
[Fe(CN)s]* /> 4,0 mmol L™t ap6s (A) 10 min, e (B) 120 min de incubagéo; (C) Resposta
de corrente vs. Concentracdo de SP; (D) Curva de calibragéo linear utilizando o log Csp.
Condigbes do SWV: f=5Hz; a=10 mV; AE =2 mV.
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O limite de deteccdo (LOD) do AuNPs-CB/PET-SPE foi estimado com base nas
curvas ajustadas de regressao logistica de cinco parametros (5PL) apresentadas na Figura
12. Os valores de LOD obtidos nos periodos de incubacdo de 10 min e 120 min foram
101 fg mL! e 46,2 fg mL™, respectivamente. O limite de quantificacio (LOQ =
3,33xLOD) foi estimado apenas para o tempo de incubacdo de 120 min; o valor de LOQ
obtido foi de 154 fg mL ™.
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Figura 12: Curva logistica de cinco pardmetros para os periodos de incubagédo de (A) 10
min e (B) 120 min obtidos a partir da aplicacdo de SP (na faixa de concentragcéo de
7,65x107 a 7,65x10° g mL™Y) em PBS 0,1 mol L (pH 7,4) na presenca de
Fe(CN)s]* />~ 4,0 mmol L2,
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5.5 Analise do imunossensor AuNPs-CB/PET-SPE na deteccdo da proteina
Spike em amostras reais
Uma analise foi realizada para avaliar o desempenho/eficiéncia do imunossensor
AUNPs-CB/PET-SPE na detec¢do da SP do SARS-CoV-2 em trés amostras diferentes: i)
agua do rio (amostra ambiental obtidas do rio Paranapanema em Campina do Monte
Alegre, Sdo Paulo, Brasil); ii) saliva artificial e iii) soro sanguineo (amostras clinicas).
Todas as amostras foram fortificadas com 76,5 pg mL™* da proteina-alvo e submetidas a
periodos de incubacdo de 10 min e 120 min; as amostras foram analisadas com base na
respectiva calibracdo com vistas a obtencdo de modos operacionais qualitativos e
quantitativos do sensor.
A Figura 13 apresenta os voltamogramas SW obtidos para as amostras testadas.
Os resultados obtidos para as amostras negativas (na auséncia de antigeno) nos periodos
de incubacdo de 10 min e 120 min ndo mostraram diferencas significativas. As
magnitudes (lo-1)/1o e as barras de erro mostradas na Figura 13D baseiam-se nos valores

médios e no desvio padrdo dos dados agrupados, respectivamente.
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Figura 13: Respostas SWV obtidas para o imunossensor AuNPs-CB/PET-SPE
desenvolvido em PBS 0,1 mol L™ (pH 7,4) contendo [Fe(CN)s]* />~ 4,0 mmol Lt ap6s a
incubacdo das amostras: (A) agua do rio, (B) saliva artificial e (C) soro sanguineo. (D)
Resposta de variacdo de corrente normalizada. Os padrdes de cor representam solucao
do branco (linha preta), amostra negativa (azul) e amostra positiva contendo SP 76,5 pg
mL~* em 10 min de incubacéo (vermelho) e 120 min de incubagdo (violeta). Condicdes
do SWV:f=5Hz;a=10mV; AE=2mV.
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As amostras negativas apresentaram baixa diminui¢do da corrente, que foi
inferior a 6,7% da perda por sinal do branco; o valor registrado foi menor do que o valor
necessario para a obtencdo dos valores de LOD nas duas condicdes de calibracdo. Esse
resultado apontou para a baixa interferéncia das matrizes das amostras. Como esperado,

em comparagcdo com as amostras positivas sob o regime de incubagdo de 10 min, as
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amostras positivas sob o regime de incubacdo de 120 min apresentaram maior perda de
corrente e menores valores de desvio padrdo considerando as medidas realizadas em
triplicata - isso pode ser atribuido ao estado de equilibrio de afinidade observado em
periodos mais longos de incubagdo. Os resultados obtidos para as amostras positivas estdo
apresentados na Tabela 1.

Tabela 1: Andlise comparativa dos resultados obtidos para as amostras positivas
avaliadas sob os dois regimes de incubacdo com base na aplicacdo do imunossensor
AUNPs-CB/PET-SPE.

Amostra Agua do rio Saliva Soro

artificial sanguineo

SP adicionada

concentragdo / pg mL ™! 76,5 76,5 76,5
10 min de incubacao + + +
(ensaio qualitativo)

120 min de incubagéo (68 + 9) (71 +13) (81 + 14)

(ensaio quantitativo) / pg mL™

6. Analise comparativa de testes SARS-CoV-2 relatados na literatura

baseados na deteccéo de Proteina Spike

Embora muitos trabalhos relatados na literatura tenham frequentemente
apontado que os dispositivos de deteccdo sdo de baixo custo, poucos desses trabalhos
apresentaram realmente o custo especifico por unidade de teste. Para fins de comparacao,
a Tabela 2 apresenta um esboco dos dados coletados em diferentes dispositivos analiticos
de baixo custo relatados na literatura que tém sido utilizados para testes de SARS-CoV-
2 baseados na deteccdo de proteina Spike. Como pode ser observado, 0 imunossensor
desenvolvido (no presente estudo) destaca-se entre os testes com menor custo por
unidade, curto tempo de resposta e LOD satisfatorio na faixa fg mL™, quando se

comparado a outros trabalhos relatados na literatura, em que ha casos de tempo de
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resposta ou custo menor, mas que ndo mostram um resultado satisfatorio para os trés

parametros.



Tabela 2: Anélise comparativa dos testes de baixo custo do SARS-CoV-2 relatados na literatura com base na deteccdo da proteina Spike.

34

Deteccéo Biorreconhecimento amostra tempo LOD Custo/unidade Ref.
necessario usD
Swv? antigeno-anticorpo saliva/soro 10 min 101 fgmL™ 0,29 este
trabalho
swv! antigeno-ACE2? soro/liquido nasofaringeo/saliva 6,5 min 229 fgmL™* 1,50 [42]
EIS® antigeno-anticorpo solucéo de proteina spike em PBS ~10 min 1,065 fg mL™* 5,00 [43]
EIS® antigeno-anticorpo SOro ~90 min 0,5 pgmL™ 10,11% [44]
EIS® antigeno-ACE22 soro/liquido nasofaringeo/saliva 4 min 2,18 fgmL™ 4,67 [45]
EIS® antigeno-aptamero nesofaringel fluido 15 min ndo informado 0,31° [46]
amperométrico® aptamero conjugado antigeno- saliva 60 min 5,27 pmol L™ 3,20 [47]
invertase (0,4 ng mL ™Y
Colorimétrico antigeno-ACE22 soro/liquido nasofaringeo 5 min 0,154 pg mL* 0,15 [48]
Quimioluminescente antigeno-anticorpo solucéo de proteina Spike em PBS 16 min 0,1ngmL™ 0,90 [49]

fluxo lateral

1: Voltametria de onda quadrada; 2: ACE2: Enzima conversora de angiotensina-2; 3: EIS: Espectroscopia de impedancia eletroquimica; 4: convertidos de euros (€); 5: convertido de libra esterlina (£); 6: Resposta de

corrente indireta com base na medicéo de glicose (em mg/dL) do glicosimetro Accu-Chek GuideMe
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7. Conclusodes

O presente projeto reportou com sucesso 0 desenvolvimento de um novo
imunossensor construido com materiais de baixo custo para a deteccdo da proteina Spike
do SARS-CoV-2 em amostras clinicas e ambientais.

O dispositivo eletroquimico foi construido usando SPE a base de tinta de
carbono em substrato PET, que foi modificado com dispersdo CB decorada com AuNPs.
O imunossensor foi aplicado para diagndsticos point-of-care rapidos da proteina spike
SARS-CoV-2 elou andlises ambientais sensiveis usando protocolos de calibragdo
baseados em dois periodos de incubagdo diferentes (10 min e 120 min).

A aplicacdo do imunossensor proposto sob o regime de incubacdo de 120 min
resultou em maior sensibilidade (~2,7 vezes) em compara¢do com o regime de incubacgéo
de 10 min. Os valores de LOD obtidos com a aplicacdo bem-sucedida do sensor para
diagndstico rapido de SARS-CoV-2 em diferentes amostras nos regimes de incubacédo de
10 min e 120 min foram 101 fg mL™ e 46,2 fg mL™, respectivamente. Os resultados
obtidos neste estudo mostram que o biossensor proposto pode ser efetivamente
empregado como uma ferramenta adequada para testes em massa de SARS-CoV-2 em
paises de baixa renda e pode ser facilmente adaptado para diferentes aplicacdes (custo de

producdo = 0,29 USD por unidade).
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