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RESUMO
DESENVOLVIMENTO DE GENOSSENSORES UTILIZANDO
MICROBALANCA DE CRISTAL DE QUARTZO E TECNICAS
ELETROQUIMICAS. A proliferacio de algas toxicas em diferentes oceanos
pode causar perdas econOmicas ¢ ambientais devido a mortandade de animais
marinhos como moluscos e peixes devido as toxinas que estas liberam no
ambiente. Os motivos que levam a proliferacdo destas algas ndo sao
completamente compreendidos e desta forma o monitoramento das algas ¢ de
extrema importancia. Neste sentido, 0s genossensores aparecem CcOmMo
ferramentas promissoras para a deteccdo de floracdes tdxicas em aguas
costeiras, uma vez que oferecem a possibilidade de detecgdo in situ com alta
sensibilidade e seletividade. Neste projeto estudou-se os processos de
hibridacao de moléculas de DNA sem o uso de moléculas marcadoras utilizando
técnicas microgravimétricas e eletroquimicas. Foram utilizadas como sondas
sequéncias parciais de oligonucleotideos do gene que codifica o RNA
ribossdmico de sub-unidade de microalgas da espécie Alexandrium. Estas
espécies de algas produzem neurotoxinas, que podem acumular em moluscos e
sdo responsaveis por danos a saude humana. A sonda de DNA foi imobilizada
por quimissor¢do na superficie de um cristal de quartzo de 9 MHz oscilando no
terceiro harmoénico, 27 MHz. Apos a imobilizacao da sonda de DNA, os cristais
foram expostos a moléculas alvo de DNA com sequéncia complementar a sonda
e o processo de hibridacdo foi monitorado em tempo real. A porcentagem de
recobrimento da superficie do cristal e a cinética de hibridagdo foram
monitorados pela microbalanga de cristal de quartzo (QCM). A area do cristal
no qual as moléculas de DNA nao foram imobilizadas foi preenchida com o
reagente 6-mercapto 1-hexanol (MCH) e observou-se uma melhora na
eficiéncia de hibridagdo. As técnicas de voltametria ciclica (VC) e
espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIS) foram usadas como um

sistema para deteccdo da sonda de DNA imobilizada e sua hibrida¢do com o

XV



alvo complementar, sem o uso de moléculas marcadoras. Estes eventos foram
monitorados por meio da mudanca nas propriedades elétricas do eletrodo em

_/4- , . ey ~ . ~
M antes e ap6s a imobilizacdo e hibridagao.

meio contento o par redox Fe(CN)g
As analises dos espectros de impedancia mostraram um aumento na Ry apds a
formagdao da dupla fita de DNA, ao passo que os valores de capacitancia
permaneceram inalterados apds as modificagdes do eletrodo. O uso do MCH
durante as medidas eletroquimicas aumentou a eficiéncia da hibridagao,
concordando com os resultados obtidos com a técnica de QCM. A técnica de
microscopia eletroquimica de varredura (SECM) foi utilizada para avaliar o
processo de transferéncia de carga, antes e apds as modificagdes com as
moléculas de DNA. Os resultados obtidos com a técnica de SECM (curvas de
aproximagdo) estdo qualitativamente de acordo com os resultados obtidos por
meio das técnicas de QCM, CV e EIS com o par redox Fe(CN)s"'*. Um sistema
de arranjos de microeletrodos para DNA foi construido e avaliado, apresentando
uma boa resposta na deteccdo de diferentes sequéncias de acido nucléico
simultaneamente. O genossensor desenvolvido permitiu distinguir entre sondas
¢ alvos com sequéncias diferentes, complementares e ndo complementares. O

procedimento utilizado para a regeneracdo do genossensor permitiu sua

reutiliza¢do por no minimo vinte vezes, sem perda na sensibilidade de detec¢ao.
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ABSTRACT

GENOSSENSORS DEVELOPMENT USING QUARTZ CRYSTAL
MICROBALANCE AND ELECTROCHEMICAL TECHNIQUES. The
proliferation of toxic algae in different oceans leads to great economic losses
and environmental damage the mortality of marine animals such as mollusks
and fish due to neurotoxins that they release into the environment. The reasons
that lead to algal blooms are not fully understood and thus the monitoring of
algae is extremely important. In this sense, the genosensors appear as promising
tools for the detection of toxic algal blooms in coastal waters, as they offer the
possibility of in situ detection with high sensitivity and selectivity. In this
project we studied the processes of hybridization of DNA molecules without the
use of marker molecules using electrochemical and microgravimetric
techniques. Probes were used as partial sequences of primers of the gene
encoding the ribosomal RNA sub-unit of the microalgae Alexandrium species.
These species of algae produce neurotoxins that can accumulate in shellfish and
are responsible for harm to human health. The probe DNA was immobilized by
chemisorptions on the surface of a quartz crystal oscillating at 9 MHz third
harmonic, 27 MHz. After the grounding of the probe, the crystals were exposed
to target DNA molecules with sequence complementary to the probe and
hybridization process was monitored in real time. The percentage of the crystal
surface coverage and hybridization kinetics were monitored by quartz crystal
microbalance (QCM). The area of the crystal suffered no links were filled with
the reagent mercaptohexanol (MCH) and observed an improvement in the
efficiency of hybridization. The cyclic voltammetry (CV) and electrochemical
impedance spectroscopy (EIS) were used as a system for detection of DNA
probe immobilization and hybridization with its complementary target, without
the use of marker molecules. These events were monitored through changes in
the electrical properties of the lead in media containing the redox couple

[Fe(CN)>"*] before and after immobilization and hybridization. The analysis of
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the impedance spectra showed an increase in R, after the formation of double-
stranded DNA, while the capacitance values remained unchanged after the
modification of the electrode. The use of MCH during electrochemical
measurements increased the efficiency of hybridization, in agreement with
results obtained with the QCM technique. The technique of scanning
electrochemical microscopy (SECM) was used to evaluate the charge transfer
process before and after modifications to the DNA molecules. The results
obtained with the SECM technique (approach curves) are qualitatively in
agreement with results obtained by the techniques of QCM, CV and EIS with
the redox couple [Fe(CN)s*"*]. A microarray for DNA was constructed and
evaluated, showing a good response in the detection of different nucleic acid
sequences simultaneously. The genossensor developed allowed us to distinguish
between targets and probes with different sequences, complementary and not
complementary. A procedure for the regeneration of genossensor was
developed and allowed the reuse of the DNA biosensor twenty times, with the

same sensitivity.
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Capitulo 1 - Introducéo

A literatura apresenta uma grande quantidade de trabalhos
direcionados para elucidar o papel do acido desoxirribonucleico (DNA -
deoxyribose nucleic acid) em sistemas bioldgicos. Durante a década de 1990 o
projeto Genoma Humano foi criado com o objetivo de identificar todos os genes
presentes no DNA humano, algo entre 20.000 e 25.000 genes. O
sequenciamento do genoma permitiu detectar doengas hereditarias de mutagdes
pontuais como os polimorfismos de nucleotideo tinico (SNP - single nucleotide
polymorphism) além de patogenos humanos através de sua sequéncia especifica
de &cidos nucleicos. As variagdes no codigo genético, por exemplo, podem
alterar a funcdo dos genes aumentando a probabilidade de um individuo

1-2 . e
. Dentro deste contexto, o diagndstico precoce e

desenvolver uma doenca
preciso de defeitos na cadeia de DNA, assim como identificar sequéncias de
bases nitrogenadas e a hibridagdo com sequéncias complementares ¢ um tema
de grande importancia para a comunidade cientifica.

O estudo da cinética de hibridacdo de um acido nucleico ¢
necessario para uma melhor compreensao de importantes processos bioldgicos
em um nivel molecular. Uma ampla variedade de técnicas ¢ utilizada para a
identificacao de doencas genéticas. Os métodos convencionais para analise de
sequéncias gendmicas especificas que incluem amplificacdo enzimatica do
DNA (PCR-polimerase chain reaction), digestdo da fita de DNA genémico ou
produto de PCR com enzimas de restri¢do, sequenciamento de acidos nucleicos
¢ hibridagdao, como eletroforese gel e Southern blotting, geralmente sio
demorados e com alto custo °.

Sistemas  alternativos visando a miniaturizacdo  desses
procedimentos sdo, entdo estudados para permitir a produc¢do de dispositivos
portateis que possam ser utilizados para o diagnodstico de doencas genéticas.
Nesse sentido, a deteccao especifica de uma sequéncia de DNA aparece como

uma nova e eficiente alternativa, com boa sensibilidade e baixo custo quando

comparado aos métodos convencionais (Southern blotting) ¢ ¢ um tema
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importante na quimica analitica. Um avanco importante neste campo foi
conseguido durante as ultimas duas décadas com o desenvolvimento de
biossensores especificos para DNA.

Os métodos de andlise molecular baseados em dispositivos
biossensores dependem de elementos de reconhecimento especificos para
detectar analitos alvo. O principal papel de um sensor ¢ explorar as interagdes
entre um analito alvo e um elemento de reconhecimento biologico. Esta
interagdo ira produzir um sinal mensurdvel (fluorescente, elétrico, etc), que
pode ser utilizado para se obter informagdes sobre a presencga € a concentracao
do alvo. Os limites de deteccao e sensibilidade de tais dispositivos sao limitados
pela capacidade em discriminar entre uma ligagdo seletiva do analito alvo e
ligagdes ndo seletivas geralmente causadas por interferentes. Sistemas quimicos
baseados na detecgdo em fase sélida da hibridagdo de acidos nucleicos como os
biossensores de DNA, também conhecidos como genossensores, Sao
especialmente atraentes, devido a especificidade das interacdes entre as cadeias
complementares no processo de hibridacdo. A capacidade de um dispositivo
analitico de diferenciar entre uma sequéncia de DNA totalmente complementar
e aquela em que hé uma unica alteracao ¢ de grande importancia.

Os dispositivos biossensores para deteccao da hibridacao de acidos
nucleicos em fase solida sdo alternativas aos métodos convencionais de analise
genomica. Estes tem sido desenvolvidos na tentativa de gerar ensaios
reversiveis, reutilizaveis, sensiveis, seletivos, relativamente simples de usar e
mais rapidos *, comparados aos ensaios de hibridagdo em membrana >, com o
objetivo de atender o crescente mercado de diagnostico molecular.

Os métodos de transdugdo de sinal para detectar hibridacdo de
acidos nucleicos no desenvolvimento de biossensores de DNA, também
denominados genossensores, incluem os eletroquimicos >, piezelétricos e
sistemas Opticos ° entre outros. Okata et al. ' por exemplo, usaram a

microbalanga de cristal de quartzo (QCM- quartz crystal microbalance) para
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estudar a cinética de hibrida¢ao de sondas de DNA com tamanhos diferentes
(10, 20 e 30 bases nitrogenadas). Nesse trabalho os autores propuseram uma
nova metodologia para detec¢dao de hibridagao de moléculas DNA imobilizadas
em um cristal piezelétrico de 9 MHz.

Os Dbiossensores gravimétricos também sdo utilizados para
detecgoes sensiveis e seletivas in situ do DNA de algas toxicas tanto na agua do
mar como em sedimentos, € aparecem como promissoras ferramentas analiticas.
Atualmente, a identificagdo das algas depende observagdes em microscopio
realizadas principalmente pelos taxonomistas em laboratorios especializados.
Mais recentemente a deteccdo em tempo real usando amplificagdo por PCR
foram realizados para a espécie Alexandrium minutum da costa da
Catalunha ®.

Um grande nimero de algas pertencentes ao género Alexandrium
estdo entre as principais microalgas toxicas responsaveis pelas floragdes de
algas toxicas (HABs - Harmful Algal Blooms) nas costas espanhola, francesa e
italiana °. Nestes episodios de HAB, diversas algas das espécies dinoflageladas
(que incluem o género Alexandrium) proliferaram, produzindo potentes
neurotoxinas responsaveis pelo envenenamento dos mariscos (Paralytic
Shellfish Poisoning- Intoxicagdo paralisante por mariscos). Os mariscos podem
acumular niveis elevados de toxinas apds a ingestao destas espécies de algas e
quando estes sdo injeridos pelos humanos podem causar distirbios neurologicos

10 A L . .
. As trés espécies de microlagas do género

€, em casos extremos, a morte
Alexandrium que foram estudadas durante este trabalho, Alexandrium minutum,
Alexandrium catanela e Alexandrium taylori, causaram aumento de toxinas no
Mediterraneo ocidental na tultima década ¢ o aumento destas algas ¢ uma
ameaga importante para a saide humana, para pesca e turismo ''. Para estimar e

entender a ocorréncia de HABs e os danos por eles causados, um

acompanhamento rigoroso do crescimento destas algas ¢ muito importante.
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O desenvolvimento de biossensores com base na hibrida¢ao de
acidos nucleicos exige o conhecimento da termodindmica de formacgdo do
hibrido na interface so6lida, porque a estabilidade termodindmica pode ditar a
seletividade do processo de hibrida¢io '*. Nesse sentido, encontram-se diversos
trabalhos direcionados para o estudo e andlise experimental em tempo real da
cinética e termodindmica de equilibrio da hibridacido em fase solida de
oligonucleotideos usando uma ampla variedade de técnicas. Nesta introducao
pretendemos apresentar uma revisao bibliografica do uso de dispositivos
piezelétricos e eletroquimicos para estudos da hibridagdo de DNA. O controle
cuidadoso das condi¢des de hibridagdo, como a densidade de oligonucleotideos
imobilizados, assim como a temperatura, pH e for¢a id6nica, podem aumentar a
seletividade, sensibilidade e a velocidade de um ensaio de hibridacao de acido
nucleico em uma interface sélida. A teoria geral e as equagdes do modelo

cinético utilizado neste trabalho, também serdo apresentados na introducao.

1.1. Cinética de hibridacao de acidos nucleicos

Uma quantidade significativa de pesquisas sobre analise
biomolecular répida e seletiva vem sendo centrada no desenvolvimento de
métodos analiticos que fazem uso de hibridagdo de 4cido nucleico, como base
para o reconhecimento seletivo. A compreensao e o entendimento da cinética e
termodinamica da hibridacao do DNA em fase so6lida e o desenvolvimento de
modelos numéricos e matematicos para interpretar ou prever resultados
experimentais faz-se necessario para aperfeicoar o estudo e desenvolvimento de
biossensores de DNA. A sensibilidade dos biossensores sdo frequentemente
abordadas nos trabalhos cientificos, podendo-se obter controle deste pardmetro
explorando, por exemplo, as diferencas na estabilidade termodindmica das
duplas fitas de DNA, complementares e aquelas que possuem defeitos

(mismatches) na sequéncia de bases nitrogenadas.
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Uma fita simples de DNA imobilizada na superficie de um s6lido
e a sua associacdo com uma fita de sequéncia complementar sofrendo
hibridagdo na interface so6lido-liquido possui um comportamento diferente
daquele que ocoore no seio da solugcdo. O entendimento destas diferengas ¢
fundamental para orientar o projeto de um dispositivo biossensor, a formulagao
de protocolos para analise e desenvolvimento de ferramentas de analise de
dados. A hibridagdo de acidos nucleicos em fase solida apresenta limitagdes
termodinamicas e cinéticas, assim como todos o0s processos quimicos que
ocorrem na natureza. Por meio do estudo da termodindmica do processo de
hibrida¢do podemos determinar a concentracao limite no qual as moléculas-alvo
interagem com a sonda imobilizada no substrato, e o estudo cinético permite
determinar a velocidade na qual o equilibrio da reacdo foi alcangado.
Geralmente, os pares de bases intramolecular envolvidos na estrutura
secundaria do DNA, estabilizam a conformacao de um unico filamento, criando
uma barreira de energia mais elevada para a estrutura intermolecular. Isto, por
sua vez, pode retardar a cinética de hibridacdo. Em aplicagdes como biossensor,
esses efeitos podem ser diminuidos utilizando-se uma sonda e um alvo com
pequeno numero de bases nitrogenadas ou aumentando a temperatura de
incubagdo. No entanto, com a redu¢do do comprimento das cadeias de DNA e
aumento da temperatura pode-se reduzir a especificidade de deteccao do
biossensor. Somado a isso, os biossensores podem perder o desempenho quando
operados em altas temperaturas. Desta forma, faz-se necessaria uma
caracterizacdo quantitativa dos efeitos da estrutura secunddria de hibridacao,
sobretudo da hibridagao que ocorre na superficie do dispositivo sensor.

Existem diversos modelos matematicos para o estudo da cinética e
termodinidmica da reacdo de hibridacdo em fase solida °. No modelo cinético
mais simples, a hibridacao ¢ tratada como uma reacdo que ocorre em uma unica

etapa, reversivel com as constantes cinéticas k, e kg, como mostra a Equagao 1,
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onde o P (probe) representa a sonda, o T (target) o alvo ¢ D a formagao da
dupla fita).

k a D [Reacao 1]
ky

P+T

Erickson et al. '* apresentaram um modelo mais abrangente da
cinética de hibrida¢do de oligonucleotideos em fase solida, baseada em uma
abordagem que inclui a hibridagdo direta e a hibridacdo ap6s uma etapa inicial
de adsorcao nao especifica entre as moléculas alvo de DNA.

O modelo proposto baseia-se em dois tipos de hibridagdo: indireta
na qual o alvo ¢ inicialmente adsorvido inespecificamente no substrato e, em
seguida, difunde-se ao longo da superficie para chegar as moléculas da sonda
disponiveis; e/ou hibridagdo direta dos alvos em solugdo com a sonda
imobilizada na superficie do substrato. Estes processos sdo mostrados na Figura
1.1. A primeira etapa € reversivel e consiste na adsor¢cdo de alvos na superficie
do biossensor, ou seja, adsorcdo fisica ndo especifica. A segunda etapa,
irreversivel ¢ que determina a taxa (velocidade) do processo, consiste na
hibridacao direta do alvo difundido na superficie do biossensor com a sonda

imobilizada, ou seja, adsor¢ao quimica.
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Ablvo de DNA (C3)

\

Abvo de DNA (Crzanax)

Dupla fita de DNA
(Csz2)
Alvo adsorvido ndo
especificamente (Cipz) &
3
\( k; 1 Ligacido
k 1
— N k_., k d

Figura 1.1. Representacdo esquematica do modelo proposto de hibridacao de

fase solida DNA. Figura extraida e adaptada de ERICKSON et al. '*.

Na Figura 1.1 as constantes ks'e k' representam hibridacdo e
desnaturacdo dos alvos no seio da solucdo, k,' e k," hibridacio e desnaturacdo
dos alvos adorvidos nao especificamente, k, e k; a adsor¢do e dessorgao
reversivel ndo especificas dos alvos na superficie do substrato solido. As
concentragdes das espécies alvo sdo indicadas por Cis.max, Cas, Cons € C;
representam a concentracao total de alvos de DNA, a concentracdo de alvos
hibridizados na superficie do substrato, a concentragdo de alvo adsorvido nao
especificamente e a concentracao do alvo no seio da solugdo, respectivamente.

A 1investigacdo do mecanismo de hibrida¢dao de um 4cido nucleico
na interface eletrodo/solucdo pode ser feita por meio de um biossensor
piezelétrico usando modelo cinético de dois mecanismos, ou seja, reacao de
segunda ordem. A constante cinética de adsorcdo de primeira ordem k(s™),
calculada a partir das curvas de hibridagao, ¢ igual a K;.k,.C / (1 +K;.C), onde
C(M) ¢ a concentra¢io do alvo no seio da solucdo, K;(M™) a constante de
equilibrio da adsor¢do ndo especifica de Langmuir e ky(s') a constante cinética
da hibridagao especifica na superficie.

A investigacdo sobre os mecanismos de hibridacdo dos &cidos

nucleicos em um ambiente interfacial foi investigada por meio de um biossensor
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actistico por Su et al. "°. Os autores encontram a seguinte relacio para a integral

da cinética de hibridacao:
In(1-m)=-kt [Eq. 1]

Onde n ¢ a taxa da eficiéncia de hibridacao, e k a constante cinética
de primeira ordem, que foi determinada como sendo igual a 8,0.10” s™ (65 °C,
4000 bases, 3.10° M). Efeitos secundarios na estrutura cinética foram
recentemente investigados com um biossensor baseado em fluorescéncia '°. A
lei cinética, obtida para alvos de DNA incluindo a estrutura secundaria ou nao,

foi:

11’1(1 - 1’]) =- keff.C.t [Eq. 2]

Onde C (mol L") é a concentracdo no seio da solucdo e ker(M'.s™)
a efetiva constante cinética de hibridagdo de primeira ordem igual a
12.10° M .s™ para o alvo sem a estrutura secundéria (20°C, 25-bases) ¢ 2.10° M’
's™ para o0 alvo (20°C, 25-bases). O valor de k.rencontrado por Su et al. é igual
a 2,7.10* M.s™" (65 °C, 4000 bases), estando portanto na mesma ordem de
grandeza. O mecanismo de hibridacao [2] levando em conta uma constante
cinética e a concentragdo no seio da solu¢ao pode ser deduzida como sendo de

uma Unica etapa, conforme representado na Reagdo 2.

Kesr

s DNAsor# e DNAgue = dsDNAgurt oo s

Muitos dos processos cinéticos de hibridagdo relatados sdao bem
ajustados com uma cinética de primeira ordem, contudo, um estudo relata uma

taxa de segunda ordem, quando interagdes laterais ocorrem, que ¢ o caso de
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- . 17 . e, , ~
altas concentragdes de sonda na superficie '. A integral da lei cinética ¢ entdo

1gual a:

n= t/t+ keff.c [Eq. 3]

Onde k. € a constante cinética efetiva de segunda ordem, sendo
igual 2 4,4.10° M''s™ (25 °C, 20-base). Por outro lado, ha uma grande tendéncia
para estudar os efeitos da cinética de hibridagdo em um ambiente interfacial por
meio da cinética de primeira ordem similar a descrita na Equacdo 3. Esta
equagdo ¢ conveniente para esclarecer a dependéncia da estrutura do alvo com a
cinética e tem sido largamente utilizada '*. Recentemente, um mecanismo em
duas etapas foi utilizado para descrever a hibridacdo de acidos nucleicos na

superficie de nanotubos de carbono (Reagio 2) ',
K,

ss DNA ¢

ko

ss DNA . + CDNA gyif — > dsDNAgur [Reacio 2]

Uma etapa rdpida da adsorcao, consistindo de uma adsorcao fisica
ndo especifica do alvo na superficie do biossensor (ssDNAy,f). Uma segunda
etapa determinante na taxa (velocidade), consiste na hibridagdo de um alvo
difundindo na superficie do sensor até a sonda complementar imobilizada
(cDNAy,) produzindo uma fita dupla estavel (dsDNAy,f). A integral da lei

cinética ¢ dada por:

In(1 - 1) = -[K;.k».C / (1 +K,.C)].t [Eq. 5]

Onde K, ¢ a constante de equilibrio da adsor¢do ndo especifica e k;

constante cinética de primeira ordem relacionada com a superficie de

10
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hibridacdo. Essa lei ¢ mais geral, e ¢ igual a Equagdo 1 para pequenas
concentragdes do alvo.

A hibridag¢dao em fase so6lida utilizada em dispositivos biossensores
e em arranjos de biossensores de DNA , ¢ um processo mais complexo do que a
hibridagdo em solucdo. Embora nos ultimos anos observam-se progressos
significativos na compreensdao fisica da hibridagdo de fase solida, muitos
aspectos fundamentais para o uso em aplicagdes tecnologicas ainda ndo sao
completamente entendidos. Alguns trabalhos sugerem que o meio liquido
utilizado e a imobilizacdo da sonda na superficie (densidade) afetam a cinética

de hibridagao dos acidos nucleicos.
1.2. Biossensores

Nas ultimas décadas, a quimica analitica tem experimentado um
grande avango relacionado com a capacidade de obtencdo de informagdes
quimicas de materiais ¢ compostos . Um exemplo deste avan¢o da quimica
analitica foi o desenvolvimento dos sensores e biossensores, dispositivos que
tém adquirido importancia devido ao fato destes atenderem algumas exigéncias
que os métodos classicos de analises ndo conseguem, sendo as caracteristicas
mais relevantes a simplicidade de construcdo, resposta rapida, baixo custo,
elevada seletividade e sensibilidade, miniaturizagdo, precisao e facilidade de
uso. Além disso, os biossensores sdo utilizados para avaliacdo de processos
sintéticos ou bioldgicos, assim como na compreensio de seus mecanismos .

Os biossensores sdo dispositivos capazes de fornecer informacdes
analiticas quantitativas ou semi-quantitativas por meio do uso de um elemento
de reconhecimento bioldgico em contato direto com um sistema transdutor. Sao
instrumentos seletivos, versateis e relativamente econdmicos que fornecem
informacao em tempo real, e estdo sendo aplicados a uma grande variedade de

problemas analiticos como no controle de bioprocessos com ampla aplicagdo na

11
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industria de alimentos, na saude, na area petroquimica *' e no controle do meio
ambiente.

Biossensores sao definidos como dispositivos analiticos nos quais
um material biologico (proteinas, tecidos, organelas, microorganismos, acidos
nucleicos, etc) € incorporado ou integrado a um transdutor que pode ser optico,
eletroquimico, térmico, piezelétrico ou magnético e que ird converter o sinal
quimico ou bioquimico em um sinal elétrico. Eles sdo capazes de fornecer
informagdes analiticas especificas quantitativas ou semi-quantitativas por meio
do uso de um elemento de reconhecimento biologico em contato direto com um
sistema transdutor. A Figura 1.2 mostra um diagrama esquematico dos
componentes basicos de um biossensor. O elemento biologico ou o elemento
sensor tem a propriedade de reconhecer seletivamente o analito. A interagdo
resulta na alteragdo de uma ou mais propriedades fisico-quimicas (modificagao
de pH, transferéncia de elétrons, variagdo de massa, transferéncia de calor,
liberagao de gases ou ions) que sdo detectadas e medidas pelo transdutor. O
principal objetivo ¢ produzir um sinal elétrico proporcional em magnitude e/ou
frequéncia a concentracao de um determinado analito ou grupo de analitos que
interagem com o elemento biossensivel. A parte eletronica ¢ constituida de um

amplificador dos sinais elétricos e do sistema de processamento dos dados.

12
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MEDIDA
sinal elétrico de saida

eletrodos
Transistores (FET) deteccdes:
fibras dpticas o
fotodiodos TRANSDUTOR EIETE'r:Jq_mmma
termistores OIPTh_:G
disp. piezelétricos fermica
variacdo de
- massa
interface -
camada sensivel

reconhecimento biomolecular

ANALITO ALVO
meio complexo

Figura 1.2. Diagrama esquematico dos componentes de um biossensor.

O desenvolvimento de biossensores deve levar em consideracao os
efeitos do ambiente sobre a capacidade de ligagdo dos elementos responsaveis
pelo reconhecimento molecular imobilizados no transdutor. Isto envolve uma
andlise cuidadosa da natureza do substrato solido utilizado o que estd
intimamente ligada com o mecanismo de transdugdo escolhido. Parametros
como o meétodo de imobilizacdo escolhido (covalente, adsorcdo, ligacdes
cruzadas, etc), condicdes experimentais  utilizadas (pH, forca idnica,
temperatura) assim como o comprimento da sonda de DNA ¢ a densidade de
moléculas imobilizadas tem consequéncias diretas na reprodutibilidade e na

sensibilidade do biossensor.

1.2.1 Biossensores de DNA — Genossensores

Nos seres vivos, existem dois tipos de acidos nucleicos: o RNA

(acido ribonucleico) e o DNA, primeiramente isolado por Friedrich Miescher,

13
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em 1869. Eles constituem a base quimica da hereditariedade. Os organismos sao
feitos de bilhdes de células individuais, € 0 DNA ¢ o centro de controle de cada
célula. Estas duas substincias sdo formadas por unidades menores
(monomeéricas), conhecidas como nucleotideos. Cada nucleotideo possui trés
componentes moleculares, um grupamento fosfato (P), um aglcar pentose
(ribose ou desoxirribose) € uma base nitrogenada (adenina, guanina, citosina,
timina ou uracila). O DNA ¢ formado por uma sequéncia de unidades
repetitivas de moléculas do acgtcar 2-desoxirribose ligadas por meio de ligagdes
fosfodiéster entre o grupo — OH na posi¢ao 5° de uma molécula do aclcar e
outro grupo —OH na posi¢cdo 3’ da outra molécula de desoxirribose. Os
nucleotideos do DNA apresentam as bases adenina (A), guanina (G), citosina

(C) e timina (T), como mostra a Figura 1.3.

(2) (b)  nme
® X
@ Base (C)

Pentose

P- fosfato
A- agicar (desoxirribose)
BN- bace nitrogenada (A- adenina) |

(6- guanina) O=F|’_O.
(C- citesina) o
(T- timina) Fosfato

Figura 1.3. (a) Representagdo de um nucleotideo contendo o grupo fosfato, o
acucar (pentose) e as bases nitrogenadas (A, G, C, T). (b) Estrutura quimica de

um nucleotideo.

Todos os seres vivos possuem DNA e RNA e somente os virus
possuem ou DNA ou RNA. Watson e Crick descobriram que o DNA ¢ formado

por dois filamentos, e que estes filamentos encontram-se enovelados juntos — a
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conhecida estrutura de dupla hélice (Figura 1.4). Os lados da escada
compreendem as porcdes fosfato-aciicar dos nucleotideos adjacentes ligados
juntos. O fosfato de um nucleotideo ¢ ligado covalentemente ao agucar do
proximo nucleotideo. As ligacdes de hidrogénio entre os fosfatos fazem o
filamento de DNA se torcer. As bases de nitrogénio apontam para dentro da
escada e formam pares com bases no outro lado, como degraus. Cada par de
bases ¢ formado por dois nucleotideos complementares presos juntos por
ligacdes de hidrogénio. No DNA a quantidade de adenina ¢ sempre igual a de
timina, ¢ a quantidade de guanina € sempre igual a de citosina. Isso porque a
adenina esta ligada a timina e a guanina se liga a citosina. Essas ligagdes sdo
feitas por meio de pontes de hidrogénio, duas pontes nas ligacoes A-T e trés
pontes nas ligacoes C-G. O DNA carrega todas as informacdes das
caracteristicas fisicas dos seres vivos que, essencialmente, sdo determinadas
pelas proteinas. No DNA, cada proteina ¢ codificada por um gene (uma
sequéncia especifica de nucleotideos do DNA que especificam como uma tnica

proteina sera feita).

® = Hidrogénio
@® = Oxigénio
@ = Carbono

Figura 1.4. Estrutura em dupla hélice do DNA.
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O emparelhamento de bases nitrogenadas complementares de duas
fitas simples de DNA da origem a uma dupla fita em forma de hélice.
Sequéncias de bases totalmente complementares podem se unir, formando a fita
dupla e esse processo ¢ conhecido como hibridacao. Esse fendmeno também
ocorre para fitas de DNA que ndo sdo totalmente complementares, mas o
numero de bases ndo complementares afeta a estabilidade da fita dupla de DNA
e, consequentemente, reduz a temperatura de fusdo. A estabilidade
termodinamica de uma fita de DNA ¢ frequentemente citado como a
temperatura de fusdo (T,,) na qual 50% da amostra ¢ desnaturada. Essa
temperatura varia de acordo com o tamanho e a sequéncia de bases nitrogenadas
da cadeia de DNA e também do meio em que se encontra.

A ideia de imobilizar e hibridar moléculas de DNA em um suporte
solido foi proposta primeiramente por Denhardt e colaboradores, conduzindo ao
desenvolvimento de metodologias de identificagdo de sequéncias no DNA
genomico e de clonagem. Segundo Dyson, desde as descobertas de Denhardt e
Southern * as técnicas de hibridagio em membranas tornaram-se gradativamente
sofisticadas, principalmente devido a melhor compreensdo acerca dos fatores
que influenciam a taxa de hibridacao e estabilidade dos hibridos.

Nos ensaios de hibridacao convencionais, como eletroforese em gel
e Southern blotting um &cido nucleico é fixado a uma membrana de
nitrocelulose ou mais comumente nylon, e entao outro acido nucleico (sonda)
marcado com radioisétopos, enzimas ou moléculas quimioluminescentes, por
exemplo, é mantido em solugdo °. Esta membrana é mergulhada em um tampio
com o DNA da sonda e incubada durante varias horas para que ocorra a
hibridacdo, formando hibridos detectaveis por meio de técnicas
espectrofotométricas devido a marcacdo da sonda. Nestes métodos em fase
solida, no entanto, ¢ necessario fazer a separacdo das cadeias emparelhadas e
nao emparelhadas de 4cidos nucleicos por filtracao e as moléculas alvo de DNA

sdo geralmente modificadas com moléculas fluorescentes ou radioativas para
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detectar a hibridagcdo em uma superficie so6lida. Sdo métodos com tempo
relativamente longo para a analise dos resultados.

O desenvolvimento de um genossensor para avaliar a hibridacao de
uma sequéncia de DNA consiste primeiramente na imobilizacdo de um
oligonucleotideo na superficie de um transdutor (suporte solido). Os
oligonucleotideos (ODNs) sdo sequéncias curtas de DNA, contendo geralmente
20 bases nitrogenadas e sdo utilizados como sonda de DNA (ssDNA — single
strand DNA) em uma camada de biorreconhecimento como mostra a Figura 1.5.
A fita de DNA imobilizada no transdutor pode sofrer hibridagdo com uma
sequéncia alvo complementar a fita imobilizada formando uma fita dupla
(dsDNA — double strand DNA). Esta dupla fita de DNA formada na superficie
do transdutor € conhecida como hibrido. O esquema geral de um genossensor ¢

apresentado na Figura 1.7.

G G.C Alvo

Sonda £ AT
T T-A
\ @ ) G-C
T HIBRIDACAO T-A

C C-G

C C-G
T T-A
G G-C
|

ﬁ I

Transdutor Transdutor

Figura 1.5. Diagrama esquematico de um biossensor de DNA. A hibridacao
entre a sonda e o alvo de DNA ocorre na camada de reconhecimento do
transdutor, que transforma este evento em um sinal analitico mensuravel. Figura

adptada do trabalho de GOODING et al. *.

As metas para melhorar a eficiéncia dos biossensores de DNA
incluem um aumento na sensibilidade, a modificagdo da superficie, elevada

densidade de sondas na superficie do transdutor, a estabilidade da camada de
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DNA imobilizada e acessibilidade das moléculas de interagdo, bem como a
minimizacao de intera¢des ndo-especificas.

Apesar da semelhanca entre os processos de hibridagdo
convencionais em solu¢do e em uma interface (genossensor), a porcentagem de
hibridagdo em geral ¢ maior no primeiro caso, assumindo sequéncias de DNA
1dénticas e nas mesmas condigdes. Isto pode ser atribuido a indisponibilidade
parcial de muitos grupos de ligacido da sonda de DNA por estarem
eventualmente envolvidos no processo de imobilizacdo. Nesse sentido um fator
muito importante a ser considerado no desenvolvimento de um biossensor de
DNA ¢ a densidade da sonda imobilizada na superficie do transdutor pois isto
pode afetar significativamente a eficiéncia da hibridacdo '>. Uma alta densidade
de DNA na superficie do trandutor pode diminuir a eficiéncia de hibridacao
devido a impedimentos estéricos entre as sondas assim como repulsdo entre as
moléculas alvo hibridizadas. A cinética de hibridacao também pode ser alterada
quando a sonda de DNA ¢ imobilizada na superficie de um transdutor. Por isso,
a eficiéncia de hibridac¢dao na interface eletrodo/solug¢do deve ser otimizada em
relagdo as condigdes ambientais como forca i6nica e temperatura e ¢ necessario
eliminar ou minimizar as adsor¢des nao-especificas.

A questdo-chave para o desenvolvimento de um genossensor ¢
como aumentar a quantidade de imobilizacdo da sonda de DNA, e, além disso,
manter a acessibilidade da sonda para detec¢do de hibridacdo. A fim de
aumentar a quantidade de imobilizacdo de DNA sonda e aperfeicoar a eficiéncia
de hibridagao de DNA, diferentes tipos de estratégias tém sido desenvolvidos,
incluindo o uso de nanomateriais para modificacdo da superficie do eletrodo na
fabricacdo de biossensores de DNA, devido a sua elevada 4rea superficial,
excelentes propriedades eletroquimicas e melhor orientagdo possivel podem
levar a um efeito benéfico na imobilizacao e hibridacao DNA.

A natureza do substrato solido no qual a sonda sera imobilizada ¢

outro parametro que pode influenciar a seletividade da ligacao entre a sonda e o
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alvo complementar no desenvolvimento de um genossensor. Geralmente, os
materiais utilizados incluem ouro, silica e substratos poliméricos, cada um deles
apresenta propriedades diferentes em solucdes aquosas que podem influenciar
nas condic¢oes de trabalho tais como a funcionalizacdo da superficie, o pH, for¢a
10nica e propriedades elétricas.

Quando o substrato escolhido como transdutor para ancorar a
molécula de DNA ¢ o ouro, a sonda ¢ geralmente modificada com um grupo
sulfeto em uma das extremidades para explorar a afinidade de tidis com o metal.
Alguns autores demonstraram que a sonda de DNA tende a adsorver nao
especificamente com o ouro formando um complexo . As sondas encontram-
se “deitadas” na superficie o que impede ou diminui o processo de hibridagao
com a fita complementar. Neste trabalho o uso de moléculas de cadeia curta
contendo tidis foi utilizado para evitar a adsor¢ao ndo especifica entre o DNA e
o metal e diminuir os efeitos por impedimento estérico entre as sondas,
melhorando com isso a eficiéncia de hibridacdo. O 6-mercapto-1-hexanol
(MCH) ¢ a molécula mais comumente utilizada para formac¢ao de monocamadas
mistas contendo a sonda de DNA e o tiol como espacador.

Os biossensores de acidos nucleicos, ao contrario dos dispositivos
que utilizam enzimas e anticorpos, sao mais estaveis e facilmente reutilizaveis.
O aquecimento térmico separa a dupla fita de DNA permitindo realizar uma
nova hibridagdo com outro alvo complementar. O diagndstico de doencas
infecciosas, com biossensores de DNA permite distinguir diferentes linhagens
de um patégeno pela escolha adequada de sondas especificas para obter um
diagnostico mais precoce em comparacdo com imunossensores. Por isso, os
genossensores sdo intensamente estudados para aplicacdo em diagnostico °,
monitoramento ambiental > e controle de qualidade de alimentos .

O desenvolvimento de um genossensor tem como objetivo a
fabricacdo de um dispositivo comercial com alta sensibilidade e seletividade

para detectar, por exemplo, um polimorfismo de nucleotideo unico nas cadeias
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de DNA, utilizando-se amostras de pacientes diretamente (sem tratamento
prévio) e em tempo real. Nas metodologias mais usadas para a deteccdo de um
SNP ainda ¢ necessario a amplificacdo por meio da reagdo em cadeira da
polimerase até atingir niveis detectaveis de DNA. O PCR ¢ um método de
amplificacdo do DNA sem o uso de um organismo vivo como as bactérias ou
leveduras. Os esfor¢os no desenvolvimento de genossensores estdo voltados
para produzir sistemas de deteccdo livres da amplificagdo por PCR com os
atributos de sensibilidade e seletividade capazes de calibragdo interna e
condicionamento de sinal adequado com pouco esfor¢o necessario em termos
de pré-tratamento das amostras para o desenvolvimento de dispositivos portateis

comerciais, mas entretanto, este objetivo ainda ndo foi plenamente alcangado.

1.3. Mecanismos de transduciao usados no desenvolvimento de biossensores

de DNA

Algumas técnicas analiticas capazes de avaliar fendmenos em
superficies e interfaces vém adquirindo importancia para o estudo e
desenvolvimento de biossensores. A transdug¢do do processo de hibridacao de
DNA em uma interface de reconhecimento tem sido feita por métodos
eletroquimicos, Opticos, espectroscOpicos, microscoOpicos e/ou acusticos como
espectroscopia de impedancia eletroquimica *°, ressonincia plasménica de
superficie (SPR — surface plasmon resonance) >, espectroscopia Raman %,
microscopia de forca atdomica (AFM — atomic force microscopy) * e
microbalanca de cristal de quartzo *° entre outros.

Os biossensores de DNA usando a QCM tém sido utilizados em
diferentes areas de pesquisa como no diagndstico genético °', na detecgdo de
organismos geneticamente modificados *, na deteccio de bactérias *> ¢ em

. .33 , . . . . ~ .
toxicologia *°. Além disso, estes dispositivos t€ém sido usados com sucesso para

investigar varios mecanismos biomoleculares como a cinética de hibridacao do
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DNA na superficie do transdutor °, a interagio do DNA com proteinas >*>°,

avaliagdo dos danos a cadeia de DNA provocados pela radiagio UV-C */,
interacdo do DNA com drogas * e polimeriza¢io supramolecular do DNA **.
Uma sequéncia de bases nitrogenadas de DNA geralmente possui
um alto peso molecular e o processo de hibridacio da sonda com um alvo
complementar ira causar um aumento de massa na superficie de um cristal de
quartzo piezelétrico. O aumento de massa pode estar especificamente
relacionado com uma mudanga na frequéncia fundamental de ressonancia do
cristal. Este ¢ o principio de funcionamento da microbalanca de cristal de
quartzo, uma técnica eletrogravimétrica extremamente sensivel que utiliza a
propriedade ressonante de alguns materiais cristalinos. O material mais
comumente utilizado € o quartzo a, que consiste de uma forma cristalina
especifica do dioxido de silicio (Si0,), na forma de discos com corte AT. Esta
geometria fornece ao cristal uma oscilagdo estavel sem influéncias da variagao
da temperatura (entre 20 e 40 °C) na frequéncia fundamental do material. Esses
discos, normalmente, sdo circulares e possuem eletrodos metalicos, geralmente
ouro ou prata, depositado em ambos os lados do cristal por evaporagdo térmica
>4 A Figura 1.6 mostra o cristal de quartzo utilizado na técnica de QCM e seu

modo de cisalhamento.

eletrodos de metal depositados em
ambos os lados

1 ___ limina de guartzo ‘J_ N
Vibracdo de cisalhamento de espessura
™ fio de metal ¥ -
) da lamina de quartzo
contato elétrico
LI F
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Figura 1.6. Cristal de quartzo com eletrodos de ouro depositados nos dois lados
utilizados na técnica de microbalanga de cristal de quartzo e seu modo de

cisalhamento de espessura.

A adsor¢ao de uma determinada massa, em um dos lados (ou em
ambos) do eletrodo metélico, pequena quando comparada a massa do cristal de
quartzo (até 2% da massa do cristal), causa um decréscimo na freqiiéncia de
oscilacao do cristal de quartzo proporcional a massa do filme depositado. Os
transdutores piezelétricos sdo utilizados como sensores quimicos desde a
descoberta da relagdo entre a massa adsorvida de um filme rigido e as variagdes
na freqiiéncia ressonante do cristal de quartzo, feita por Sauerbrey **. A

Equacao 6 mostra a relagdo estabelecida por Sauerbrey em 1959.

Af = — 2JeAm - [5g 6

A\/pqufi

A variagdo de freqiiéncia, Af, da frequéncia de ressonancia do

cristal piezelétrico, fy, ¢ diretamente proporcional a mudan¢a de massa na
superficie Am. Desta forma, a variacdo de massa sobre a superficie do cristal
pode ser determinada pela medida da diminuicao da frequéncia ressonante.
A microbalanga de cristal de quartzo tem aplicagdes nos mais
. . . . 43 . p . 44
diversos tipos de sistemas, tanto em meio gasoso ~ como em meio liquido ™.
Observa-se um crescimento no numero de publicagdes em meio liquido,
especialmente as aplicagdes nos estudos de interagdes biomoleculares como a

45-47 . S
, N0 monitoramento de processos cinéticos de

construgdo de imunossensores
adsorcao-desor¢do, no estudo dos problemas de imobilizacdo molecular ¢ em
sistemas biomoleculares mais complexos, incluindo estudos com células vivas
1 Além disso, os experimentos podem ser realizados sem a necessidade de
utilizar marcadores o que leva a uma economia tanto de tempo quando de custo

48 ~ , . . . . . ~
. Os genossensores sdo bastante sensiveis para investigar a hibridacdo de duas
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cadeias complementares de DNA *, para detectar DNA ndo-marcado **,

permitem identificar defeitos na fita de DNA ', podem ser reutilizaveis *° e
permitem a realizagdo de multi-analises *>>°. A confiabilidade dos resultados
com a QCM tem sido verificada por diferentes métodos complementares tais
como: espectroscopia de impedancia eletroquimica >*, analises de impedancia

55-56 : A 56 A .
, espectroscopia de fluorescéncia ~°, ressonancia de superficie

7, 57

piezelétrica

A 58-59
plasmonica

, microscopia de forgca atOmica e espectroscopia de
fotoelétrons .

Recentemente observa-se um grande desenvolvimento e aplicacao
da técnica de QCM combinada a técnicas eletroquimicas, de forma a gerar um
conjunto grande de dados, simultaneamente conduzindo a medidas detalhadas
dos sistemas interfaciais e superficiais e, assim, contribuindo de maneira
decisiva para o entendimento destes processos. O uso de técnicas eletroquimicas
no estudo da hibridacdo da molécula de DNA para o desenvolvimento de
biossensores tem crescido em popularidade nos ultimos anos na tentativa de
oferecer métodos alternativos para o diagndstico clinico.

As vantagens da transducdo eletroquimica para detectar sequéncias
especificas de DNA comparado, por exemplo, com outras técnicas utilizadas em
biossensores, como fluorescéncia ®', sdo alta sensibilidade, compatibilidade com
microfabricacdo, rapidez, baixo custo, baixo consumo de energia e
instrumentagdo simples, que é compativel com dispositivos portateis *. Varias
abordagens para a deteccdo eletroquimica vem sendo desenvolvidas, incluindo
o uso de eletrodos modificados, amplificacdes eletroquimicas com uso de
nanoparticulas, mediadores redox especificos e marcagdo da sonda de DNA
com enzimas ou metais .

Em geral, um genossensor ¢ composto de um componente de
bioreconhecimento e um transdutor, que converte o evento de hibridagcdo ou a

presenca de DNA na superficie em um sinal elétrico mensuravel. A formagao da

dupla fita pode ser detectada direta ou indiretamente, apds a associagao de um
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indicador adequado de hibridacdo ou através da modificacdo quimica de uma
das fitas de DNA. Por isso, podemos dividir os biossensores de DNA em dois
grupos, os marcados (label-based) ¢ os ndo marcados (label-free). Os
biossensores marcados em geral, utilizam uma substancia eletroquimicamente
ativa para a transduc¢do do evento de hibridacdo. A molécula eletroativa pode
ser associada ao eletrodo, a sonda ou ao alvo de DNA, ou estar presente na
solucdo. Quando utiliza-se compostos que sao diretamente ligados a molécula,
estes sdo geralmente ligados a porcao inferior ou superior da fita de DNA ou
intercalados entre as duas fitas. Sistemas ndo marcados detectam o evento de
hibridagdo através de uma mudanca nas propriedades fisicas da camada de
reconhecimento, resultando em uma mudanca no sinal elétrico mensuravel. Os
sistemas que utilizam marcadores geralmente apresentam como vantagem um
aumento da sensibilidade de deteccao, mas cles sdo sistemas muito mais
complexos. Os oligonucleotideos podem ser marcados com enzimas como a

63-64

peroxidase e fosfatase alcalina ou substincias eletroativas como ferroceno

6566 hara deteccdo indireta da hibridagdo. Complexos metalicos

ou antraquinona
e corantes organicos também podem ser utilizados em biossensores de
hibridacdo. As mudangas na resposta eletroquimica desses marcadores sdo,
entdo, monitorados para detectar a hibridacao.

Nos biossensores eletroquimicos indiretos, uma cadeia Unica de
DNA ¢ imobilizada em uma superficie eletricamente ativa (eletrodo), e mede-se
as alteragdes nos parametros elétricos (corrente, potencial, condutividade,
impedancia ou capacitancia), causados pela reacdo de hibridagcdo na superficie

do transdutor. A detec¢do eletroquimica da hibridagdo do DNA utilizando uma

molécula marcadora (intercalador) ¢ mostrada na Figura 1.7.
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Figura 1.7. Representacdo esquematica utilizando uma molécula marcadora
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entre as fitas de DNA. O intercalador liga-se seletivamente ao hibrido
provocando um aumento do sinal eletroquimico. Figura adaptada do trabalho de

KERMAN et al. 9.

As técnicas voltamétricas sdo ferramentas convenientes e
frequentemente utilizadas para deteccdo de DNA. Amplificagdo do sinal
eletroquimico de hibridagdo também pode ser alcangado por meio de
modificagio das cadeias de DNA com nanoparticulas metalicas °®. A
oxidagdo catalitica da guanina também ¢é usada para detec¢io de DNA 7°, assim
como ensaios mais sofisticados usando enzimas ligadas a substancias redox que
sdo ancoradas em uma das fitas de DNA formando uma estrutura tipo sanduiche
71-72

A técnica de voltametria ciclica (CV — cyclic voltammetry) consiste
na aplicacdo de potencial no eletrodo de trabalho, que varia continuamente no
tempo de forma direta e reversa, por exemplo, ¢ aplicado um potencial inicial
que varia até um segundo potencial. Subsequentemente, o potencial do eletrodo
retorna ao potencial inicial. Dai o nome voltametria ciclica. A variagdo do
potencial conduz a ocorréncia de reacdes de oxidagdo e reducao entre o eletrodo

e as espécies eletroativas da solugdo, causando, por consequéncia, variagdes no
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valor da corrente, a qual ¢ acompanhada ao longo da variagdo do potencial,
obtendo-se um grafico da varia¢do da corrente em func¢do do potencial. Dentre
os diversos usos dessa técnica, podemos citar o estudo de mecanismos de
reagoes eletroquimicas e identificagdo de espécies presentes em solucdes. A
técnica também vem sendo utilizada no desenvolvimento de genossensores
eletroquimicos, imobilizando-se um acido nucleico na superficie de um

transdutor (eletrodo de trabalho) **

. Quando a sonda de DNA imobilizada no
eletrodo interage com uma molécula alvo complementar podemos observar
tanto mudangas nas propriedades elétricas interface eletrodo/solucdo quanto
variacdes em processos redox seja das bases nitrogenadas ou de marcadores
eletroquimicos.

Uma outra técnica que torna-se cada vez mais popular para as
medidas eletroquimicas de interagdes moleculares ¢ a espectroscopia de
impedancia eletroquimica (EIS - electrochemical impedance spectroscopy) que
pode ser utilizada em uma variedade de aplicagdes incluindo o desenvolvimento
de biossensores. H4 um ntimero crescente de publicacdes sobre o uso da técnica
de EIS em genossensores utilizando eletrodos contendo sondas de DNA
imobilizadas para detectar moléculas alvo complementares por meio do
processo de hibridagdo das cadeias. Os usos da técnica, entretanto, ndo sao
limitados ao estudo de interacdes entre proteinas ou a hibridagdo de duas
cadeias de DNA. Também encontram-se na literatura estudos nos quais o
eletrodo foi modificado com a fita dupla de DNA (hibrido) e este foi usado para
detectar moléculas especificas como farmacos com atividade anticarcinogénica
74-75

A EIS permite medir com grande sensibilidade a variagdo no
processo de transferéncia de carga na superficie do eletrodo. A técnica ¢ uma
ferramenta muito comum na pesquisa ¢ desenvolvimento de materiais, pois 0s
resultados desta técnica podem frequentemente ser relacionados a diversas

varidveis, tais como a microestrutura, influéncia da composicdo na
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condutividade de solidos, propriedades dielétricas, entre outras. A técnica de
impedancia pode ser caracterizada como uma técnica ndo estaciondaria, na qual ¢
utilizada uma perturbacdo sobre um sistema que se encontra num estado
estacionario. Podemos aplicar uma perturba¢do de potencial ou de corrente ao
sistema. Nao importa qual a forma da perturbacdo usada, o necessario ¢ que a
amplitude da perturbacdo seja pequena. A importancia de se aplicar uma
perturbacdo de pequena amplitude deve-se ao fato de que, desta forma, a
resposta do sistema vai se manter linear.

Na técnica de espectroscopia de impedancia eletroquimica
aplicando-se uma perturbagdo de pequena amplitude ao sistema, empregando
poucos milivolts, podemos investigar fenomenos eletroquimicos proximos ao
estado de equilibrio. Além disto, € possivel perturbar o sistema usando
diferentes valores de frequéncia, pois a onda de potencial ¢ senoidal. Uma vez
que a perturbagdo no sistema sob investigacdo € de pequena amplitude ¢
possivel empregar a técnica para a andlise de etapas de um mecanismo
reacional. Na EIS surge uma corrente de natureza senoidal como resultado da
aplicacdo de um potencial senoidal ao sistema. Mediante um monitoramento das
relagdes entre o potencial aplicado e a corrente sdo obtidas a impedancia do
sistema ¢ o angulo de fase (defasagem da corrente em relagdo ao potencial
aplicado). Do mesmo modo que no circuito elétrico, a interface eletroquimica,
por exemplo, metal/solugdo, responde a uma variagdo em corrente ou potencial.
Entretanto, esta variacdo ndo sera mais funcdo dos componentes elétricos, € sim
dos diferentes processos eletroquimicos que ocorrem na interface, que sao
caracterizados pelas respectivas constantes de tempo .

Os dados de impedancia sdo registrados em uma ampla faixa de
frequéncias, utilizando uma corrente alternada (AC) de pequena amplitude, por
1ss0 encontramos muitas vezes na literatura o termo impedancia AC. O uso da
técnica de impedancia ¢ menos destrutivo para medir interagdes biologicas

porque ¢ realizado em geral préximo ao potencial de circuito aberto do sistema
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ao qual ¢ aplicado uma estreita faixa de amplitude de potenciais. O método
possui alta sensibilidade, facilidade de quantificagao do sinal e capacidade de
separar os eventos de ligagdo que ocorrem na superficie daqueles em solugdo,
vantagens em comparagdo com outros métodos eletroquimicos que também sao
utilizados para caracterizar as interagdes moleculares na superficie de eletrodos
como voltametria ciclica ou voltametria de pulso diferencial (DPV — diferential
potential voltammetry).

Espécies eletroquimicamente inertes também podem ser medidas
por meio da técnica de EIS, sendo estas realizadas na presenca de um par redox,
como o ferri/ferrocianeto de potassio, que sofre oxidacdo e reducdo na
superficie do eletrodo a um certo potencial aplicado durante a realizagdo das
medidas. A medida em que a area superficial disponivel para a reacdo redox
diminui, devido a imobilizagdo de um analito, por exemplo, o valor de
impedancia aumenta. Os &cidos nucleicos podem ser imobilizados na superficie
de um trandutor, e isso causa um bloqueio da superficie do eletrodo dificultando
ou impedindo a oxidagdo/reducao do ferro. Esta dificuldade na transferéncia de
elétrons interfacial leva portanto, a uma mudanca na resisténcia de transferéncia
de carga, Ri.. Assim, a espectroscopia de impedancia eletroquimica pode ser um
meio eficaz para acompanhar a adsor¢do e imobilizagdo de 4cidos nucleicos em
superficies condutoras, e caracterizar os processos de hibridacdo de DNA na
interface eletrodo/solucdo "’. Por meio da técnica de EIS também podemos
monitorar uma mudanca na capacitancia da dupla camada elétrica apos
hibridacgdo do DNA. A dupla fita formada tem condutividade eletronica
significativa, devido ao emparelhamento dos pares de bases nitrogenadas no
processo de hibridagdo e isso causa um aumento na condutividade que também
pode ser medido com o uso da técnica de impedancia.

Entretanto devido a alta sensibilidade do método o analista deve
tomar cuidado na obtencdo de dados confidveis e reprodutiveis, controlando

bem os pardmetros experimentais do sistema para evitar a aquisicdo de
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resultados falso-positivos ou falso-negativos . Um pardmetro importante a ser
analisado quando se utiliza a técnica de EIS ¢ a natureza do substrato solido no
qual a sonda de DNA sera imobilizada que pode apresentar propriedades fisicas
diferentes, como comentado anteriormente nesta introducao. Essas propriedades
interfaciais do substrato como carga da superficie e capacidade de ligacdao de
hidrogénio, influenciam o grau em que os sinais falso-positivos podem ser
gerados. Isto pode ser o resultado de processos como a adsor¢do ndo seletiva de
materiais em solucdo e podem influenciar a estrutura das biomoléculas
imobilizadas, fornecendo sitios de interacdo adsortiva entre a superficie do
substrato e as biomoléculas imobilizadas alterando a capacidade de
biomoléculas imobilizadas combinarem-se seletivamente.

Uma das limitagcdes em eletroquimica era a incapacidade de
realizar estudos de forma pontual. As medidas eletroquimicas eram resultados
de uma média das propriedades eletroquimicas de uma grande area superficial
porque o efeito da heterogeneidade superficial localizada era muito dificil de ser
quantificado. Recentemente, no entanto, o surgimento da tecnologia de
microfabricagio permitiu a produgdo de eletrodos cada vez menores . O
comportamento destes eletrodos com dimensdes muito menores ¢ bem diferente
do comportamento de eletrodos convencionais. Estas diferencas sdo causadas
pela mudancga nas condi¢des do transporte de massa na solu¢do em direcdo ao
eletrodo e t€ém implicagdes praticas importantes, como um decréscimo na queda
o6hmica de potencial, um répido estabelecimento do sinal de estado estacionario,
um aumento de corrente devido a melhora do transporte de massa nas
vizinhancas do eletrodo e um aumento na razdo sinal-ruido *. O uso de
microeletrodos em técnicas eletroquimicas locais foi um grande avango, pois
permite obter informagdes quimicas e fisicas em escala microscopica.

A técnica de varredura de microscopia eletroquimica (SECM-
scanning electrochemical microscopy) desenvolvida por Bard ', consiste em

movimentar um pequeno eletrodo sobre uma superficie para obter uma imagem
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de sua topografia ou reatividade do substrato. Na maioria dos casos, o eletrodo
utilizado é um ultramicroeletrodo (UME - ultramicroelectrode) e o sinal é uma
corrente Faradaica da eletrolise das espécies em solu¢ao. Quando uma diferenga
de potencial ¢ aplicada entre o substrato e o microeletrodo, o0 mediador sofrera
uma reacao redox e a corrente registrada vai depender da distancia entre eles e
da natureza condutora ou isolante do substrato **. Através do monitoramento do
comportamento das espécies eletroquimicamente ativas, a técnica de SECM
gera informagdes em tempo real com alta resolucdo espacial, seletividade e
versatilidade.

A técnica citada tem se mostrado util no estudo de um numero
extenso de sistemas, desde os mais simples eletrolitos contendo uma unica
espécie eletroativa até sistemas bilogicos complexos como a determinagdo de
sequéncias especificas de DNA. Por ser muito versatil, a técnica pode ser usada
para obter imagens topograficas de superficies e para estudar a condutividade, a

atividade quimica e atividade catalitica de um substrato ***

. Uma das primeiras
aplicagoes da técnica foi a detecg¢do de diferencas na atividade eletroquimica de
materiais heterogéneos, como superficies formadas de carbono-ouro, cobre-
chumbo e carbono-platina.

Na técnica de SECM, o ultramicroeletrodo ¢ usado para fazer uma
varredura na superficie do substrato e também o volume de solug¢do existente
acima do mesmo, a fim de quantificar a concentracao de espécies existentes ou
geradas/consumidas nestes dominios. Um grafico da corrente de microeletrodo,
I, em func¢do da distancia entre o microeletrodo e o substrato, d, quando aquele ¢
movido perpendicularmente de encontro ao substrato, ¢ chamado de curva de
aproximacdo (i vs d) *.

Quando o ultramicroeletrodo ¢ posicionado proximo a um substrato
isolante, como um pedaco de vidro ou plastico (Figura 1.8 A), o substrato

bloqueia parte da difusdo da espécie oxidada para o microeletrodo e a corrente

serda menor. Quanto mais proximo o microeletrodo estiver do substrato, menor
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serd o valor de corrente. No limite, quando a distancia entre eles se aproximar
de zero, a corrente também se aproximara de zero. Este decréscimo na corrente
em funcdo da distancia é chamado de “feedback negativo” ®. O fenémeno de
“feedback positivo” ocorre quando o microeletrodo € posicionado proximo de
um substrato condutor (Figura 1.8 B). Em um substrato condutor, no limite,
quando a distdncia entre microeletrodo e substrato se aproxima de zero, o
microeletrodo entrara num regime onde o tunelamento de elétrons ocorre e a
corrente alcanca valor muito elevado. O aumento da corrente em fun¢do da

C oA L5y 83,86
diminuicao da distancia ¢ entdo chamado de “feedback positivo” ™ ™.

Microeletrodo

(A) (B) Microeletrodo

Fio de Platina Fio de Platina

Vidro (Isolante)

d
+
I Ox+ne Red dI Ox + ne Red

Figura 1.8. Representacdo dos modos: (A) “feedback negativo” (substrato

Vidro (Isolante)

isolante) e (B) “feedback positivo” (substrato condutor).

O transporte de carga através da molécula de DNA tem sido objeto
de intimeros estudos, pois o DNA pode ser descrito como um isolante,
semicondutor, ou fio molecular *’. A auto-montagem de DNA também tem
atraido grande atencao, por exemplo, com o uso de DNA como um modelo para
a construcao de nanocircuitos eletronicos. Além disso, as camadas de DNA tém
sido propostas como base de dispositivos eletroquimicos para reconhecer

hibridacao de DNA e, com isso, identificar sequéncias alvo de DNA.
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Capitulo 2 - Objetivo
2.1. Objetivo

Este trabalho teve como objetivo o desenvolvimento de um
genossensor para identificar sequéncias de bases nitrogenadas do DNA de algas
da espécie Alexandrium por meio das técnicas de microbalanca de cristal de
quartzo e eletroquimicas como voltametria ciclica, espectroscopia de

impedancia eletroquimica e microscopia de varredura eletroquimica.
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Capitulo 3 — Procedimento Experimental

Neste capitulo serdo descritos os procedimentos experimentais
adotados durante o desenvolvimento deste trabalho, além dos equipamentos e
reagentes utilizados.

O trabalho experimental dividiu-se em quatro partes: 1) medidas in
situ das etapas de imobiliza¢do, hibridacdo e regeneragdo do genossensor
utilizando a técnica de microbalanga de cristal de quartzo; 2) medidas
eletroquimicas das mesmas etapas de desenvolvimento do genossensor; 3)
constru¢do de um arranjo de microeletrodos (microarrays) para avaliar a
resposta seletiva do processo de hibridacio por meio da técnica de
espectroscopia de impedancia eletroquimica; 4) medidas eletroquimicas com a

técnica de microscopia eletroquimica de varredura.

3.1. Material e Métodos

3.1.1. Reagentes e Solu¢oes

Foram utilizados os reagentes acido N-2-hidroxietilpiperazina-N’-
2-etanossulfonico (tampao HEPES), 6-mercapto 1-hexanol (MCH), nitrato de
potassio (KNOs), ferrocianeto de potassio (K4Fe(CN)s) e ferricianeto de
potassio (Ks5Fe(CN)g), todos Sigma—Aldrich e 4cido sulfurico (H,SO,) e
peroxido de hidrogénio (H,O,) Synth. As solucdes foram preparadas com agua
purificada por um sistema Milli-Q da Millipore (Bedford, MA, USA).

Para a imobilizagdo das sondas de DNA sobre a superficie do
cristal de quartzo foi utilizada uma solugdo 0,5 mol L' de NaCl. Os
experimentos de hibridagio foram realizados com solugdo 0,05 mol L™ de
tampido HEPES contendo 0,5 mol L de NaCl, pH 7,2 ajustado com gotas de
uma solugdo 1 mol L' de NaOH. A regeneracio da superficie do cristal, ou
seja, a dehibridagio foi realizada com uma solugdo de 0,5 mol L™ de NaOH e

3 mol L' de NaCl. O tiol 6-mercapto 1-hexanol em uma concentracio de
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1 mmol L™ foi utilizado como reagente de bloqueio para melhorar a eficiéncia

de hibridagdo ap6s o processo de dehibridagdo com NaOH e NaCl.

3.1.2. Sondas e Alvos de DNA

Foram utilizadas sondas de DNA com numeros diferentes de bases
nitrogenadas e seus respectivos alvos complementares. Também foram
utilizadas sequéncias alvo ndo complementares. As sondas e os alvos de DNA
utilizados consistiam de fitas simples de DNA liofilizadas e purificadas por
cromatografia de afinidade (Eurogentec) . Todas as sequéncias das sondas e
alvos de DNA utilizadas neste trabalho sdo sequéncias parciais do gene que
codificam o RNA ribossomal da grande subunidade das espécies Alexandrium
minutum, Alexandrium catanela e Alexandrium tamarense, algas toxicas
responsaveis pela producdo de toxinas que causam a morte de ostras e mariscos
nas costas americana, asiatica e européia. Os nomes das sondas e alvos e as
sequéncias de bases nitrogenadas serdo apresentados na Tabela 3.1 e serdo
novamente apresentados no Capitulo 4 para facilitar a compreensdao dos

resultados obtidos.
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Tabela 3.1. Estrutura das sondas de DNA (S1 a S4) e do alvo complementar de
DNA (Alvo A) e estrutura da sonda de DNA (P) e dos alvos de DNA (T1 a T6).
Neste caso, as complementaridades sonda-alvo s3o indicadas em negrito em

ambas as sequéncias.

S1 HS-(CH,)s- 5>-AAG CCC TTA CAC ATC AGT GCT GGC A- 3’
S2 HS-(CH,)3-3’-A CGG TCG TGA CTA CAC ATT CCC GAA- 5’
S3 HS-(PO4)-(CH,)s-3’-A CGG TCG TGA CTA CAC ATT CCC GAA- 5’
sS4 HS-(PO4)-(CH,)s-5>-AAG CCC TTA CAC ATC AGT GCT GGC A-3’
Alvo A 5’-TGC CAG CAC TGA TGT GTA AAG GCT T- 3
P HS-(CH,)s-5’-AGCAC TGATG TGTAA GGGCT- 3’
Tl 3’-CCTTG GTCTG TGTTT CAAGA- 5’
T2 3’ -ACTAC CCCGA- 5’
T3 3’ -TCGTG ACTAC ACTAC CCCGA- 5’
T4 3’ -TCGTG ACTAC ACTAC CCCGA T1- 5’
TS5 3> ACGTT ACGAG TTTTT TCATT CGAAA- 5°
T6 3’ TCGTG ACTAC ACTAC CCCGA T5- 5’
AM HS - (CH,)s - 5°~AAG CCC TTA CAC ATC AGT GCT GGC A- 3’
Alvo AM 3’- T TCG GGA ATG TGT AGT CAC GAC CGT - 5’
AC HS - (CHy)s-5 -GAT TTC CTC AGT GAG ATT GTA GTG C- 3’
Alvo AC 3’- C TAA AGG AGT CAC TCT AAC ATC ACG - 5°
AT HS - (CHy)s -5°- GAT GCT TCC TTC CTT GGA CTTACA A -3’
Alvo AT 3’- C TAC GAA GGA AGG AAC CTG AAT GTT - 5°

Cabe ressaltar que as sequéncias de bases nitrogenadas das sondas
S1 e S2, S3 e S4 ¢ AM, sdo as mesmas, ou seja, pertence a subunidade da alga
Alexandrium minutum. Como as medidas iniciais, utilizando a técnica de
microbalanca de cristal de quartzo, tinham como objetivo avaliar a interferéncia
do uso de moléculas para alongar a cadeia de DNA, as sondas foram
denominadas S1 a S4. Entretanto, nos experimentos com as técnicas
eletroquimicas utilizaremos a denominagdo AM, referente a espécie de alga
utilizada, assim como utilizaremos AC para alga Alexandrium catanela e AT

para alga Alexandrium tamarense.
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3.1.3. Preparacao do genossensor

3.1.3.1. Limpeza

Os cristais de quartzo foram inicialmente limpos utilizando-se uma
solu¢do “piranha” recém preparada que consiste de uma mistura de acido
sulfirico concentrado e perdéxido de hidrogénio a 30% na proporcao 7:3,
respectivamente. Em seguida, estes foram enxaguados com agua e secos ao ar.

Para a realizagdo das medidas de voltametria ciclica,
espectroscopia de impedancia eletroquimica e microscopia eletroquimica de
varredura, apos a limpeza quimica dos cristais piezelétricos, foram realizadas

% Para isto, antes da realizacdo das

limpezas eletroquimicas dos mesmos
medidas foram realizados 10 ciclos em meio de uma solucdo 0,1 mol L de
acido sulftrico, em um intervalo de potencial de -0,1 a 1,2 V, com velocidade
de varredura de 100 m Vs

Os eletrodos de ouro recém limpos foram colocados em contato
com uma soluc¢o 0,5 mol L' de NaCl contendo 10 pg mL™ de uma das sondas
de DNA modificadas com grupo sulfeto (Tabela 3.1) por duas horas. Apos a
imobilizagdo do DNA sobre os eletrodos de ouro, estes foram colocados em
solucdo de tampdo HEPES contendo 10 pg mL™ do alvo de DNA de sequéncia
complementar para hibridagcdo também por duas horas em temperatura
ambiente. Em uma segunda etapa do trabalho, adotou-se uma nova estratégia de
modificagdo da superficie do quartzo. Apds a imobilizacio da sonda, os

eletrodos foram colocados em 1 mmol L™ do tiol 6-mercapto 1-hexanol em

etanol por uma hora em temperatura ambiente.
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3.2. Instrumentacio

3.2.1. Microbalanca de Cristal de Quartzo (QCM)

O ressonador utilizado na microbalanga de cristal quartzo foi um
disco de quartzo de corte planar (14 mm de didmetro) com uma frequéncia de
oscilagao fundamental de 9 MHz com dois eletrodos de ouro idénticos com 5
mm de diametro ¢ 200 nm de espessura depositados em ambos os lados da
superficie do cristal de quartzo (Elchema), como mostra a Figura 3.1. O contato
elétrico entre o eletrodo de ouro e o suporte metalico foi feito utilizando-se cola
de prata.

Um circuito oscilador desenvolvido no LISE (Laboratoire
Interfaces et Systemes Electrochimiques) pertencente ao CNRS (Centre
National de la Recherche Scientifique) foi utilizado para monitorar a frequéncia
de oscilacdo de um cristal de quartzo de 9 MHz oscilando no terceiro
harmoénico, em 27 MHz. Para aumentar a estabilidade do circuito eletronico
todos os componentes do oscilador possuem temperatura controlada por um
termostato Watlow com estabilidade de 0,1°C. O cristal de quartzo era inserido
em uma célula de acrilico, também desenvolvida no LISE, sendo o cristal
inserido na mesma utilizando dois 0-rings de silicone para evitar que a solugao
entrasse em contato com o suporte metalico, como mostra a Figura 3.1. O
volume de solucao dentro da cé¢lula era de 50 uL. Uma microbomba peristaltica
Pharmacia com vazdo de 50 pL min™ foi utilizada para inje¢io da amostra na
célula. A temperatura das solugdes era controlada por termostato Huber com
temperatura constante de 25+1 °C. Além disso, foi utilizado um software para
realizar as medidas de frequéncia que foi desenvolvido pelo LISE (CNRS) € um
frequencimetro Fluke modelo PM 6685. A microbalanca de cristal de quartzo
foi calibrada e sua sensibilidade obtida foi de 350 pg Hz' e o erro relativo

menor do que 5%. O arranjo experimental utilizado ¢ apresentado na Figura 3.2.
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Figura 3.1. Imagens do cristal de quartzo e da célula de fluxo utilizados para as

medidas com a técnica de microbalanca de cristal de quartzo.

Figura 3.2. Imagens do arranjo experimental utilizado para realizacdo das
medidas com a técnica de microbalanca de cristal de quartzo; (A) bomba
peristaltica, (B) circuito oscilador LISE, (C) célula de fluxo, (D) frequencimetro

e (E) controlador de temperatura.

3.2.2. Medidas Eletroquimicas

3.2.2.1. Voltametria Ciclica (CV)

As medidas de voltametria ciclica foram realizadas utilizando-se

um potenciostato modelo PGSTAT 30 da Autolab, interfaceado a um
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computador e controlado pelo software GPES. As voltametrias foram realizadas
em uma célula convencional de trés eletrodos a temperatura ambiente, sendo
utilizado um eletrodo de calomelano saturado (ECS) como eletrodo de
referéncia (RE), uma rede de platina com uma area de 0,25 cm” como contra-
eletrodo (CE) e o cristal de quartzo com eletrodo de ouro como eletrodo de
trabalho (WE). O cristal de quartzo era inserido em um suporte de acrilico o
contato elétrico era realizado com cola de prata e cola de silicone para vedagao

dos mesmos, como mostra a Figura 3.3.

Figura 3.3. Imagem do suporte utilizado para fixar o cristal de quartzo utilizado

para realizacdo das medidas eletroquimicas.

Os suportes eram preparados com antecedéncia de um dia, para
completa secagem da cola de silicone, e estes eram entdo, inseridos em uma
célula eletroquimica, desenvolvida no LISE-CNRS. A Figura 3.4 mostra a
célula utilizada, com o eletrodo de trabalho (cristal de quartzo), o contra

eletrodo, e o eletrodo de referéncia (ECS).
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Figura 3.4. Célula eletroquimica com uma configuracdo de trés eletrodos
utilizada para as medidas de Voltametria Ciclica e Espectroscopia de

Impedancia Eletroquimica.

3.2.2.2. Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica (EIS)

As medidas de impedancia foram realizadas com um potenciostato
desenvolvido pelo LISE-CNRS, com um analisador de impedancia da marca
Solartron modelo 1254A, um osciloscopio digital Agilent 54602B e uma célula
eletroquimica de trés eletrodos (Figura 3.4). A Figura 3.5 apresenta um
diagrama esquematico da montagem utilizada para realizacdo das medidas de

espectroscopia de impedancia eletroquimica.

43



Capitulo 3 — Procedimento Experimental

Analisador de funcdo de transferéncia (AFT)
Potenciostato
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Figura 3.5. Esquema de instrumentagao para as medidas de espectroscopia de

impedancia eletroquimica (EIS).

3.2.2.3. Microscopia Eletroquimica de Varredura (SECM)

A instrumentacao utilizada para realizagdo das medidas de SECM
foi construida pelo grupo de pesquisa do Prof. Dr. Vincent Vivier, no LISE-
CNRS [22,23]. O sistema consiste de um microposicionador em trés dimensoes
VP-25XA (Newport) impulsionados por controladores de motor codificador de
movimento (ESP300, Newport) permitindo uma resolugdo espacial de 100 nm
em todas as trés direcoes. As medidas eletroquimicas foram realizadas com um
bipotentiostato desenvolvido no LISE-CNRS, acoplado a um conversor de
voltagem-corrente para tensdo com baixo nivel de ruido Femto modelo
DLPCA200, BFI Optilas com um alcance ajustavel. A Figura 3.6 mostra um
diagrama esquematico da instrumentagao utilizada no LISE para realiza¢dao das

medidas de SECM.
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R.E.: reference electrode
C.E.: counter electrode

Figura 3.6. Diagrama esquematico do microscopio eletroquimico de varredura

acoplado ao sistema de aquisicdo de dados construido no LISE-CNRS *°.

A Figura 3.6 ilustra, de forma geral, o microscépio eletroquimico
de varredura conectado a um computador. Um aspecto importante da
instrumentagdo ¢ o sistema de posicionamento, o qual inclui o transdutor de
estagios e os motores controladores. Idealmente, estes elementos devem
permitir & sonda mover-se a uma taxa desejada de varredura, da ordem de
micrometros por segundo (um/s), sobre um determinado sentido.

A Figura 3.7 mostra a célula eletroquimica utilizada para realiza¢ao
das medidas de SECM com a sonda de platina (eletrodo de trabalho)
posicionada sobre a superficie do cristal de quartzo (substrato). Utilizou-se uma
rede de platina como contra-eletrodo e um eletrodo de calomelano saturado

como eletrodo de referéncia.
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Figura 3.7. Imagem da célula Eletroquimica utilizada para realizagdo das

medidas com a técnica de microscopia eletroquimica de varredura.

A Figura 3.8 mostra a bancada com o equipamento instalado com o
arranjo experimental no qual o ultramicroeletrodo e o substrato (cristal de
quartzo) foram posicionados. O instrumento ¢ controlado externamente por um
computador padrio PC em ambiente Windows através de um software
desenvolvido pelo LISE-CNRS que possui fungdes pré-programadas

permitindo, entre outras coisas, o controle do posicionamento da sonda

(ultramicroeletrodo), a aquisi¢do e analise de dados.

Figura 3.8. Microscopio eletroquimico montado sobre a bancada com a gaiola
de Faraday (a) e sistema com bipotenciostato home made (b) para realizagdo das

medidas com a técnica de microscopia eletroquimica de varredura.
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3.2.2.3.1. Preparacio dos ultramicroeletrodos - SECM

Neste trabalho foram utilizados ultramicroeletrodos de platina
como sonda para as medidas de SECM seguindo o método descrito por
Fernandez ¢ Bard °'. Os ultramicroeletrodos com 10 um de didmetro foram
construidos por meio de encapsulamento do fio de platina em um capilar de
vidro. O fio de platina foi colocado no interior do capilar e este foi entdo,
conectado a uma bomba de vécuo, tendo uma das extremidades fechada por
aquecimento. Dessa forma, o vidro ¢ selado sobre o fio sem a exposi¢dao deste
as altas temperaturas. Apos esse procedimento, o fio de platina foi conectado a
um fio de Ni utilizando-se cola de prata para realizar o contato elétrico. A
extremidade inicialmente selada foi polida mecanicamente com lixas de
diferentes granulometrias (grana: 3000 e 4000) > a fim de expor a fibra de
platina. A verificacdo do estado da superficie foi feita num microscépio optico
com aumento de 500 vezes. A Figura 3.9 ilustra as etapas de preparo do
ultramicroeletrodo de 10 um no qual se observa o fio de platina, o revestimento

de vidro e a cola de prata

Figura 3.9. Representagdo esquematica das etapas de fabricagdo de um
ultramicroeletrodo de Pt . (1): Processo de selagem térmica do fio de platina
de 10 um no vidro; (2): Processo de afinamento térmico/mecanico do conjunto
vidro e fio de platina e (3): Formacao do contato elétrico externo com cola de
prata. Figura adaptada do trabalho de PAIXAO et al. **.
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Cada experimento com a técnica de SECM foi repetido a0 menos
trés vezes, a fim de confirmar os resultados obtidos. Antes de cada ensaio, o
potencial do ultramicroeletrodo foi ciclado entre valores adequados para cada
caso até que voltamogramas reprodutivos fossem obtidos, para s6 entdo dar-se
inicio ao experimento propriamente dito. Antes da realizagdo dos ensaios para
obter curvas de aproximagdo, o ultramicroeletrodo foi posicionado a uma
distancia suficientemente grande do substrato e a corrente limite foi medida
durante um periodo de tempo até que o seu valor se tornasse estavel. E
importante lembrar que, segundo Fernandez ¢ Bard °', a corrente do
ultramicroeletrodo deve ser suficientemente pequena para evitar a saturagdo da
solucdo por hidrogénio e a subsequente formacao de bolhas, o que tornaria as

medidas imprecisas.

3.2.2.4. Arranjo de microeletrodos — Microarrays

O arranjo de microeletrodos foi construido para realizagdo de
medidas de espectroscopia de impedancia eletroquimica com as sondas e os
respectivos alvos complementares das sequéncias das algas AM, AC e AT.

Os microeletrodos de disco foram construidos separadamente por
meio de encapsulamento do fio de ouro em um capilar de vidro. Foram
construidos utilizando um fio de ouro de 250 pum utilizando o mesmo
procedimento descrito acima para constru¢cdo do ultramicroeletrodo de platina.
Foram construidos trés microeletrodos de ouro que foram fixados em um
suporte de teflon com resina epoxi (Epoxy Technology, Billerica, MA) e com

distancia igual entre eles, como mostra a Figura 3.10.
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Figura 3.10. Imagem do arranjo com trés microeletrodos de ouro utilizado para
realizacdo das medidas com a técnica de espectroscopia de impedancia

eletroquimica (EIS).

A célula eletroquimica utilizada para medidas de EIS com o arranjo

de microeletrodos ¢ mostrada na Figura 3.11.

Figura 3.11. Imagem da célula eletroquimica com o arranjo de trés
microeletrodos de ouro para medidas de espectroscopia de impedancia
eletroquimica com DNA. As setas na cor vermelha indicam os microeletrodos

de ouro.
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Capitulo 4 — Resultados e Discussao

Os resultados das etapas do desenvolvimento de um genossensor
piezelétrico serdo apresentados neste capitulo. Para isto, os processos de
imobilizagdo e hibridacdo de moléculas de DNA foram analisados por meio da
variacdo de massa na superficie de um cristal piezelétrico utilizando a técnica
de QCM. Também foi possivel realizar um estudo do mecanismo de hibridagao
das sequéncias de DNA em um ambiente interfacial. Outra etapa deste trabalho
foi realizar a analise da imobilizagdo e hibridagdo de moléculas de DNA
utilizando-se técnicas eletroquimicas, como voltametria ciclica, espectroscopia
de impedéancia eletroquimica e alguns experimentos com a técnica de
microscopia eletroquimica de varredura.

As medidas com as sequéncias de DNA das algas AM, AC e AT
foram realizadas no periodo de estagio sanduiche no LISE (Paris, Franca) sob

orientacao do Prof. Dr. Hubert Perrot.

4.1. Medidas Eletrogravimétricas — Microbalanca de Cristal de Quartzo

(QCM)

A microbalanca de cristal de quartzo ¢ uma técnica bastante usada
para o desenvolvimento de biossensores de DNA >, sendo bastante sensivel
para detectar o DNA ndo-marcado e também defeitos na fita de DNA. Os
biossensores de DNA com a técnica de QCM podem ser construidos por
diferentes métodos de imobilizagdo da sonda de oligonucleotideos na superficie
do cristal de quartzo. Os mais eficientes ¢ mais usados para imobilizacdo da
sonda de DNA s3o os métodos irreversiveis, como a ligagdo covalente do DNA
na superficie do ouro sendo este modificado com um grupo dissulfeto ou tiol *>
%8190 Yigacdo covalente de uma sequéncia de DNA modificada com um grupo
amina em uma superficie modificada com um grupo silano ou derivados '*'"'%,
formagdo de um complexo avidina-biotina entre a cadeia de DNA marcadas

103

com biotina e uma superficie modificada com avidina ", uma camada de
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104-105 34, 106-107

avidina-dextrano ou uma camada tiol-avidina . Como estas
técnicas de imobilizagdo da sonda de DNA sobre a superficie do transdutor sao
irreversiveis, sdo necessarios diferentes biossensores de DNA para cada fita
diferente de DNA.

Avaliamos neste trabalho o processo in situ da imobilizagdo
irreversivel da sonda de DNA e a sua hibridacdo com um alvo de sequéncia
complementar a sonda imobilizada. A primeira etapa monitorada ¢ a
imobilizagcdo irreversivel de diferentes sondas de 25 bases nitrogenadas
modificadas com um grupo sulfeto na superficie do cristal de quartzo contendo

- 108
um depdsito de ouro

. Esta etapa ¢ seguida pela hibridagcdo reversivel da
sonda com um alvo complementar. A cinética do biossensor de DNA, antes e
apos a imobilizacdo da sonda e ap6s o processo de hibridacao, foram estudados
¢ comparados.

Inicialmente, foram utilizadas quatro sondas de DNA da microalga
Alexandrium minutum com a mesma sequéncia de bases nitrogenadas, todas
modificadas com grupos sulfeto. As diferencas entre as sondas € a posi¢do na
qual a cadeia foi modificada com o grupo sulfeto, em duas sondas a
modificacao foi feita no carbono 3’ e nas outras duas no carbono 5’. Outra
diferenca ¢ que em duas destas sondas o grupo sulfeto ¢ ligado a um grupo
alcano [HS-(CH,),], e nas outras duas um grupamento fosfato [HS-(PO,)-
(CH,),] ¢ ligado ao grupo alcano prolongando a cadeia de DNA. A molécula
alvo de DNA utilizada possui uma sequéncia de bases nitrogenada
complementar as quatro sondas.

As sondas de DNA utilizadas foram denominadas de S1 a S4 para

facilitar a representacdo. O alvo comum a todas as sondas foi chamado de A, e

as sequéncias de bases nitrogenadas sdo apresentadas na Tabela 4.1.
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Tabela 4.1. Sequéncia de bases nitrogenadas das sondas 1 a 4 e do alvos

complementar A

S1 HS-(CH,)¢-5’-AAG CCC TTA CAC ATC AGT GCT GGC A-3°

S2 HS-(CH;);-3’-A CGG TCG TGA CTA CAC ATT CCC GAA-5°

S3 | HS-(PO4)-(CH,)6-3’-A CGG TCG TGA CTA CAC ATT CCC GAA-5°

S4 | HS-(PO,)-(CH,)6-5’-AAG CCC TTA CAC ATC AGT GCT GGC A-3’

Alvo A 5’-TGC CAG CACTGATGT GTAAAGGCTT -3’

Alguns pardmetros importantes para o desenvolvimento do
genossensor tais como porcentagem de cobertura da superficie e eficiéncia de
hibridagcdo, foram determinados pelas técnicas de microbalanca de cristal de
quartzo e espectroscopia de impedancia eletroquimica. Apresentaremos neste
item, os resultados obtidos com a técnica de QCM.

A frequéncia de oscilacdo do cristal de quartzo foi monitorada
durante a imobilizagdo das sondas de DNA e também na etapa de hibridacao

com a molécula alvo complementar, como mostra a Figura 4.1.

Ilmobililzacﬁo I
Uy .~ Sonda S1 7
Na(Cl 0,5M
-100 | i
. Hibridacdo Alvo A |
T -200
= -168Hz
3
@ -
300k S56Hz
2
-85Hz
400 F ) 1
0 1000 2000 3000 4000

t/s

Figura 4.1.Variacao da frequéncia de oscilacao do cristal de quartzo durante as

seguintes adicdes: (1) Solucdo 10ug mL" da sonda S1 em meio de NaCl 0,5
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mol L™'; (2) Mudanga da solugéo carregadora de NaCl 0,5 mol L™ para solugéo
0,05 mol L™ de tampao HEPES com 0,5 mol L' de NaCl e 1 mol L de NaOH,
pH 7,2; (3) Solugdo 10pug mL™ do Alvo A.

Observa-se na Figura 4.1 que a adi¢ao da sonda de DNA de 25
bases causou um decréscimo na frequéncia de oscilagdao do cristal de quartzo de
168 Hz indicando um aumento de massa sobre a superficie do cristal que pode
ser atribuido a imobiliza¢dao da sonda por meio da ligacdo do grupo tiol com o
ouro depositado sobre o cristal. Apds a adigdo da sonda foi feita troca da
solugdo carreadora de NaCl 0,5 mol L' para solu¢do 0,05 mol L™ de tampio
HEPES com 0,5 mol L' de NaCl e 1 mol L de NaOH em pH 7,2. Essa troca
nas solucoes carreadoras causa uma mudanga na viscosidade do meio e por 1sso
observa-se uma variacdo na frequéncia de oscilagdo do cristal de 56 Hz.
Ressalta-se, neste ponto, a importancia da “ambienta¢do” do cristal de quartzo a
nova solucdo carreadora antes da adi¢do da molécula alvo de DNA, para
assegurar que a variagdo observada para o alvo ¢ resultado de uma interagao
especifica e nao devido a mudancgas nas propriedades da solugdo. A hibridagao
da sonda de DNA com a molécula alvo complementar ocorreu apos a adigao do
Alvo A de 25 bases nitrogenadas, que causou uma variagdo de frequéncia de
85 Hz.

Uma solugio contendo 0,5 mol L™ de NaOH e 3 mol L de NaCl
foi utilizada para a regeneracdo do genossensor. A Figura 4.2 apresenta um
grafico das etapas de hibridacdo da sonda com o Alvo A, a regeneracdo da

superficie do biossensor € uma nova hibridacdo com a mesma molécula alvo.
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ol /f'libr'idaéﬁo AlvoA  Hibridacio Alvo A
100 w [ohes Hepes
Bl b ~ NaOH _ NaOH
o0k -79Hz @) ]
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t/s
Figura 4.2. Variacao da frequéncia de oscilagdo do cristal de quartzo durante as
seguintes adicdes: (1) Solu¢do 10pg. mL" do Alvo A a sonda S1 imobilizada
em meio de uma solucio 0,05 mol L' de tampdo HEPES com 0,5 mol L' de
NaCl e 1 mol L' de NaOH em pH 7,2; (2) Solugao 0,5 molL" de NaOH e 3 mol
L' de NaCl ; (3) Solugdo 0,05 mol L' de tampdo HEPES com 0,5 mol L™ de
NaCl e 1 mol L' de NaOH, pH 7,2; (4) Solugdo 10 pg mL™" do alvo A a

superficie regenerada do genossensor.

Observa-se na Figura 4.2 que apdés a adicdo da solugdo de
regeneracao (NaOH e NaCl) houve uma grande queda na variacao de frequéncia
de oscilacdo do transdutor e apods a troca da solugdo de regeneracdo para o
tampao HEPES a frequéncia volta proxima ao valor observado antes da adig¢ao
do alvo complementar, indicando que a molécula alvo foi removida pela
solucdo de regeneracdo. Observa-se também que apds a regeneracdo foi
possivel reutilizar o biossensor contendo a sonda de DNA imobilizada
adicionando-se novamente uma solucdo contendo a molécula Alvo A. As
variagOes de frequéncia obtidas para a primeira ¢ a segunda adicdo da molécula
alvo complementar de 25 bases nitrogenadas sdao bem proximas, 79 e 70 Hz,

respectivamente. Baseado nisto, podemos dizer que ¢ possivel reutilizar o cristal
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contendo a sonda de DNA imobilizada, substituindo-se a molécula alvo de
DNA por uma sequéncia complementar ou ndo € com numero variado de bases
nitrogenadas.

A Figura 4.3 ilustra as etapas envolvidas nos processos de
imobilizagdo da sonda, a hibridagdo com a respectiva molécula Alvo A, e

regeneracdo da superficie do cristal.
Au ;
) NaCl
/\/\/\/5"— AAGCCTTACACATCAGTGCOTGGO A3

HS
(1) | +

/\/\/\/5'- AAGCCTTACACATCAGTGCTGGCA-Y
S

Au
HEPES
NaOH 2) 4 3- TTCGGAAATGTGTAGTCACGACCGT-5
3) Alvo A
= Alvo A

/\/WE‘- AAGCCTTACACATCAGTGCTGGCA-3’

—_— - TTCGGAAATGTGTAGTCACGACCGT-5
Au Alvo A

Figura 4.3. Etapas de imobilizacdo das sondas de DNA modificadas com
sulfeto, hibridagdo com a respectiva molécula alvo complementar e a

regeneracao da superficie do biossensor.

Os experimentos de imobilizacdo foram realizados para as quatro
sondas de DNA descritas anteriormente e também foi realizado o estudo da
hibridacdo com a respectiva molécula Alvo A de 25 bases nitrogenadas.

Baseado nos resultados obtidos para as sondas de DNA utilizadas foram
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realizados calculos da porcentagem de imobilizacdo (t) das sondas de acordo

com a Equacgdo 4.
T = |Afgiss|- Soem-Na-Adiss / Agem-Maiss [ Eq. 4]

Afgiss € a variacdo de frequéncia observada apos adigdo da sonda,
Socm a sensibilidade experimental da microbalanga (350 pg/Hz) ®19 N, o
numero de Avogrado (6,023.1023 mol'l), Aygiss @ area média da sonda imobilizada
(2,2 nm?) *”, Aqcm a area ativa do cristal de quartzo (0,2 cm’®) e Mgis a massa
molecular da sonda modificada com um grupo sulfeto em g mol ™.

Utilizando-se a Equacdo 4 pode-se calcular a porcentagem de
imobiliza¢do para as quatro sondas de DNA estudadas, como mostrado na

Tabela 4.2.

Tabela 4.2. Célculos da porcentagem de cobertura da sondas de DNA na

superficie do cristal de quartzo.

Sondas Porcentagem de Imobilizacao (1) / %
Amin 25-5"Tiol Cg (S1) 68 £2
Amin 25-3’Tiol C; (S2) 75+3
Amin 25-3"Tiofosfato (S3) 21 £2
Amin 25-5"Tiofosfato (S4) 19+£3

* n =40 determinacoes

** n = 10 determinagdes

Os calculos relativos a porcentagem de imobilizagao das sondas de
DNA referem-se a quantidade de moléculas de DNA covalentemente ligadas ao
ouro depositado sobre a superficie do cristal de quartzo. As sondas contendo o
grupo fosfato apresentam menor porcentagem de cobertura da superficie que as

sondas que ndo possuem este grupamento. Isto pode ser atribuido a um maior
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impedimento estérico causado pelo grupo fosfato dificultando a ligacdo do
enxofre com o metal na superficie do cristal.

Foram realizados calculos para determinar a porcentagem de
hibridagdo (A) da molécula complementar de 25 bases nitrogenadas, Alvo A,
com as quatro sondas de DNA imobilizadas sobre a superficie do cristal de
quartzo™. A Tabela 4.3 apresenta o valor médio das variacdes de frequéncia
obtidos para a hibridagdo da molécula Alvo A com as quatro sondas de DNA
imobilizadas sobre a superficie do cristal de quartzo que foram utilizados para
calcular a porcentagem de hibridacdo da molécula Alvo A com as sondas de

DNA.

Tabela 4.3. Variacdo de frequéncia de oscilacdo do cristal de quartzo para

hibridacao da sonda com o alvo de DNA.

Sondas Af, g (Hz)
Amin 25-5"Tiol C4(S1) 55+ 5%
Amin 25-3"Tiol C;(S2) 43 + 4%
Amin 25-3’Tiofosfato (S3) 57 £ 3
Amin 25-5"Tiofosfato (S4) 51 & 5

* n =40 determinacoes

** n =10 determinacoes

A partir dos dados apresentados na Tabela 4.3 foi possivel calcular
a porcentagem de hibridagdo (A) da molécula Alvo A com as quatro sondas de
DNA imobilizadas sobre a superficie do cristal de quartzo, de acordo com a

Equacao 4. A eficiéncia de hibridacdo A pode ser calculada pela Equagao 5.

A =Nasp - Ngiss =Afap Myiss/ Afdiss Mas  [Eq. 5]
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Onde Af,p é a variagdo de freqiiéncia obtida para hibridagdo de
uma sonda de DNA com o alvo A complementar, My;;s € a massa molecular da
sonda de DNA modificada com sulfeto, Afy € a variagdo de frequéncia de
oscilacao do cristal de quartzo obtida para imobilizacdo da sonda de DNA e Mj.
g € a soma da massa molecular da sonda de DNA com o alvo A complementar
110‘

A partir da Equagdo 5 foi possivel calcular a porcentagem de
hibridacao da molécula alvo A com as quatro sondas de DNA. Estes dados sao

apresentados na Tabela 4.4.

Tabela 4.4. Calculos da porcentagem de hibridagdo da molécula alvo de DNA

adicionada as sondas imobilizadas sobre a superficie do cristal de quartzo.

Sondas Eficiéncia de Hibridacao (1) / %
Amin 25-5’Tiol C¢ (S1) 20%*
Amin 25-3"Tiol C;(S2) 27*
Amin 25-3"Tiofosfato (S3) 46**
Amin 25-5"Tiofosfato (S4) 4]

* n =40 determinacoes

** n =10 determinacoes

Os valores das porcentagens de hibridagdo encontrados estdo de
acordo com alguns trabalhos na literatura para sondas de DNA modificadas com
o grupo sulfeto * '

Alguns estudos demonstraram que o uso de monocamadas mistas
contendo as sondas de DNA e moléculas hidrofilicas de tidis como o

12
mercaptoetanol

melhoram a eficiéncia de hibridagdo apos a regeneragao do
genossensor. Neste trabalho foi estudado o uso de uma solugdo 1 mmol. L™ do
tiol apds a regeneracdo do genossensor com uma solugdo de NaOH e NaCl.

ApoOs o uso deste reagente, efetuaram-se novamente os calculos da porcentagem
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de hibridacao e estes resultados foram comparados com aqueles obtidos antes
do uso do MCH. Devido as dificuldades em reproduzir os experimentos com as
sondas S3 e S4 pelos motivos ja descritos acima, o uso do tiol foi avaliado
apenas para as sondas S1 e S2, que ndo continham um grupo fosfato ligado ao
alcano da cadeia de bases nitrogenadas.

A Figura 4.4 ilustra o uso do tiol como reagente de bloqueio para
melhorar a eficiéncia de hibridacdo e a Tabela 4.5 apresenta os valores das
porcentagens de hibrida¢do do Alvo A com duas das quatro sondas de DNA

utilizadas.

Sonda) Sonda ) Sonda )) Alve A
C Bloqueio

‘6 ()IH ).\l\'n.\ ("1\- OH

I com tiol ?
: - |
S S (.. —_— ——— ? S _ 5 S

| | Hibridacio S
Y M;L;»,J»;
H

Au

Regeneracio
Sonda )) Alvo A Sonda ) NaOH
Alvo A - Alvo A
C., OH ) C, OH
| — I
S S Hibridacio ‘Is T

/W%

Au

Figura 4.4. Uso do tiol como reagente de bloqueio no processo de hibridagao

da sonda de DNA com a fita Alvo A.

ApoOs o uso do tiol com o objetivo de melhorar a eficiéncia de
hibridacao, foi possivel calcular, utilizando-se a Equagdo 8, a nova porcentagem
de hibridacao do Alvo A com as sondas de DNA. Estes dados sdo apresentados
na Tabela 4.5.
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Tabela 4.5. Calculos da porcentagem de hibridacdo da molécula alvo de DNA
adicionada as sondas imobilizadas sobre a superficie do cristal de quartzo antes

e apos a utilizagdo do tiol mercapto-hexanol (MCH).

Sondas A (%) sem uso do A (%) apés uso do
MCH MCH
Amin 25-5"Tiol C¢ (S1) 20 35
Amin 25-3"Tiol C; (S2) 27 32

Os dados mostrados na Tabela 4.5 confirmam que o uso do tiol
melhora a eficiéncia de hibridagdo apos a regeneracao da superficie contendo a
sonda de DNA imobilizada. O 6- mercapto 1-hexanol ¢ usado como reagente de
bloqueio e liga-se covalentemente ao eletrodo de ouro sobre a superficie do
cristal de quartzo, ocupando posi¢des nas quais a sonda de DNA nao foi
imobilizada. Este reagente pode repelir negativamente a cadeia alquilica da
sonda de DNA quando imobilizada sobre o eletrodo de ouro, possibilitando uma
melhor orientagdo destas moléculas, melhorando com isso, a regeneragdo do

biossensor, como mostra a Figura 4.5.
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Figura 4.5. Representacdo esquemadtica do uso do tiol para melhorar a
orientacdo das moléculas de DNA imobilizadas na superficie do cristal de

quartzo.
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A sensibilidade dos biossensores sdao frequentemente abordadas
nos trabalhos cientificos, podendo-se obter controle deste parametro
explorando, por exemplo, as diferencas na estabilidade termodindmica das
duplas fitas de DNA, complementares e aquelas ndo complementares na
sequéncia de bases nitrogenadas. Realizou-se com a técnica de QCM, adigao de
uma solucao contendo um alvo ndo complementar e outra solu¢cdo contendo um
alvo de sequéncia complementar para observar a interferéncia da sequéncia nao
complementar no processo de hibridacdo. Neste experimento foram usadas
sondas e alvos com diferentes sequéncias de bases nitrogenadas, todos de
microalgas do género Alexandrium.

A Figura 4.6, apresenta os resultados obtidos apds a adi¢do de uma
solucdo contendo um alvo com uma sequéncia de bases nitrogenadas nao
complementar a sonda e em seguida a adi¢do de uma solug¢do contendo o alvo
de sequéncia complementar da espécie Alexandrium catanela e a Figura 4.7

mostra os resultados obtidos somente com o alvo de sequéncia complementar.
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Figura 4.6. Variacao da frequéncia de oscilacdo do cristal de quartzo durante as
adigdes: (1) Solugdo 10ug mL™" da sonda AC em meio de uma solugdo 0,5 mol
L' de NaCl; (2) Solugdo 0,05 mol L' de tampdo HEPES com 0,5 mol L' de
NaCl e 1 mol L' de NaOH em pH 7,2; (3) Solugdo 10pug mL™" de um alvo ndo
complementar a sonda AC em meio de uma solucdo 0,05 mol L de tampio
HEPES com 0,5 mol L de NaCl e 1 mol L' de NaOH, pH 7,2; (4) Solucao

2,5ug mL™ do alvo complementar AC a superficie do genossensor.
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Figura 4.7. Variacao da frequéncia de oscilacdao do cristal de quartzo durante as
adigdes: (1) Solugdo 10pg. mL™' da sonda AC em meio de uma solugdo 0,5 mol
L' de NaCl; (2) Solugdo 0,05 mol L de tampdo HEPES com 0,5 mol L™ de
NaCl e 1 mol L' de NaOH em pH 7,2; (3) Solucdo contendo a mistura de
2,25ug mL™ do alvo complementar AC no mesmo meio da etapa 2; (4) Solugdo
3 mol L™ de NaCl ¢ 0,5 mol L' de NaOH; (5) Solugéo 0,05 mol L™ de tampio
HEPES com 0,5 mol L' de NaCl e 1 mol L' de NaOH, pH 7.2.

Como pudemos observar nos dois graficos apresentados acima
(Figuras 4.6 € 4.7), a adi¢ao de uma molécula de DNA com sequéncia de bases
nitrogenadas nao complementares a sonda de DNA utilizada ndo causou
mudanga na variagdo de frequéncia de oscilacao do cristal de quartzo, indicando
que ndo ocorreu a hibridacdo entre as duas fitas de DNA, como era esperado.
Além disso, pudemos observar também, que a adi¢do de uma solugdo contendo
o alvo ndo complementar anterior a adicdo de uma solugdo contendo o alvo
complementar ndo interfere no processo de hibridagdo, pois as variagdes de

frequéncia observadas sdo muito semelhantes (220 ¢ 270 Hz).
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Com o objetivo de avaliar a interferéncia de outras sequéncias nao
complementares no processo de hibridacdo, foram realizados experimentos
utilizando solug¢des contendo um alvo de sequéncia complementar a sonda de
DNA imobilizada na superficie do quartzo e um alvo de sequéncia ndo

complementar em concentracdo superior ao alvo complementar, como mostra a

Figura 4.8.
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0L Alvo complementar 2,25pug/mL b
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Figura 4.8. Variacao da frequéncia de oscilacao do cristal de quartzo durante as
seguintes adi¢des: (1) Solugdo 10pg mL™' da sonda AC em meio de uma
solucao 0,5 mol L' de NaCl; (2) Solugao 0,05 mol L' de tampao HEPES com
0,5 mol L' de NaCl e 1 mol L' de NaOH, pH 7,2; (3) Solugdo 2,25ug mL™" de
um alvo ndo complementar; (4) Solu¢ao contendo o alvo complementar AC
(2,25ug mL™") e ndo complementar (9 pg mL™); (5) Solugdo 2,25ug mL™ do

alvo complementar AC.

Observa-se na Figura 4.8 que as variacdes de frequéncia de
oscilagdo do cristal de quartzo sdo praticamente iguais para adicdo de uma
solucdo contendo apenas a molécula alvo com sequéncia de bases nitrogenadas

complementar a sequéncia da sonda imobilizada e uma solucdo contendo a
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molécula alvo complementar e uma molécula ndo complementar, 270 e 274 Hz
respectivamente. Isto indica que a presenca de um alvo com sequéncia nao
complementar ndo interfere no processo de hibridacao, e este ocorre mesmo que
a molécula alvo complementar esteja em concentragdes muito pequenas quando
comparada a concentracao do alvo ndo complementar utilizada.

A compreensdo e o entendimento da cinética e termodindmica da
hibridacdo do DNA em fase solida sdo muito importantes para aperfeigoar o
estudo e desenvolvimento de genossensores, porque a estabilidade
termodindmica pode ditar a seletividade do processo de hibridacdo. Sendo
assim, a partir dos resultados obtidos utilizando sequéncias alvo
complementares e ndo complementares, em uma segunda etapa deste trabalho,

investigou-se 0 mecanismo de hibridacdo das cadeias de DNA.

4.1.2. Cinética de Hibridacio em um Genossensor Piezelétrico

A investigacdo do mecanismo de hibrida¢do de um 4cido nucleico
em um ambiente interfacial foi feita por meio de um biossensor utilizando uma
microbalanca de cristal de quartzo de 9 MHz (terceiro harmonico) constituido
de uma monocamada da sonda de 20 bases nitrogenadas (sonda P, Tabela 4.6,
p. 71) imobilizada no eletrodo de ouro na superficie do cristal de quartzo.

A andlise cinética, por um mecanismo de duas etapas € apropriada
para ajustar as curvas cinéticas de dois alvos complementares de 20 e 40 bases
nitrogenadas em diferentes concentracdes. A primeira etapa, reversivel, consiste
na adsorcao de Langmuir de alvos na superficie do biossensor, ou seja, adsor¢ao
fisica ndo especifica. A segunda etapa, irreversivel e que determina a taxa
(velocidade), consiste na hibridagdo do alvo difundindo na superficie do
biossensor com a sonda ancorada (imobilizada), ou seja, adsor¢ao quimica.

A constante cinética de adsor¢do de primeira ordem k(s7),

calculada a partir das curvas de hibridagdo, € igual a K;.k,.C / (1 +K,.C), onde
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C (mol L") é a concentragdo do alvo no seio da solugdo, K; (M) a constante de
equilibrio da adsor¢do ndo especifica de Langmuir ¢ k, (s™) a constante cinética
da hibridagdo especifica na superficie. Os valores de K; e k,, calculados a partir
das curvas de hibridacao, dependem drasticamente do comprimento das cadeias
dos alvos, mas em um caminho oposto: K; aumenta e k, diminui com o
tamanho do alvo.

Para o estudo da cinética de hibridagao utilizou-se uma sequéncia
de DNA da microalga Alexandrium minutum com 20 bases nitrogenadas
(Tabela 3.1, p. 39) e sequéncias complementares € ndo complementares de 20 e
40 bases nitrogenadas em diferentes concentragdes. A sonda foi denominada P
(probe) e os alvos complementares ¢ ndo complementares denominados T
(target) sendo T1, T2, T3, T4, T5 e T6. As sequéncias de bases nitrogenadas da

sonda e das moléculas alvo utilizadas sdo apresentadas na Tabela 4.6.

Tabela 4.6. Estrutura da sonda de DNA (P) e dos alvos de DNA (Tla T6). As

complementaridades sonda-alvo sdo indicadas em negrito em ambas as

sequéncias.

P 5’ disulfeto C6 AGCAC TGATG TGTAA GGGCT 3’
T1 3’ CCTTG GTCTG TGTTT CAAGA 5’

T2 3’ ACTACCCCGA ¥’

T3 3’ TCGTG ACTAC ACTAC CCCGA 5’

T4 3’ TCGTG ACTAC ACTACCCCGAT1 S
T5 3" ACGTT ACGAG TTTTT TCATT CGAAA 5’
T6 3’ TCGTG ACTAC ACTACCCCGA TS5 5°

4.1.2.1. Modelo do biossensor, eficiéncia de hibridacao e regeneracao

O biossensor foi desenvolvido por meio da imobilizagdo da sonda

P na superficie de ouro do cristal piezelétrico. A imobilizagdo da sonda,
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hibridagdo seletiva com alvo complementar e¢ a regeneracdo do biossensor
foram monitoradas por meio da variacdo da frequéncia de oscilagdo do quartzo

(Figura 4.9).

NaCl

NaCl+DNA P |
HEPES
HEPES

. HEPES

HEPES + DNA T1

HEPES + DNA T3
HEPES
2O H

200 i
N
T
S 400 - 1
-600 - .
0 | 3000‘ | 6000‘ | 9000‘ | 12600
t/s

Figura 4.9. Curva da variacao de frequéncia de oscilagdo do cristal de quartzo
para imobilizacdo da sonda, hibridacio com a molécula alvo e apods a

regeneracao do biossensor.

Foi observada uma varia¢ao na frequéncia de oscilagdo do cristal
de 205 Hz (Figura 4.9) durante a adi¢do de uma solugdo 3,2 u mol L™ da sonda
P em uma solucdo salina (NaCl 0,5 mol L™"). Nio foi observada variacdo na
frequéncia de oscilagdo durante a adicdo somente da solu¢do salina (NaCl
0,5 mol L'l), indicando que a sonda foi imobilizada irreversivelmente na
superficie do sensor. A porcentagem de imobilizagdo t (cobertura) na superficie
do sensor foi calculada de acordo com a Equacao 7, apresentada anteriormente.

A porcentagem de cobertura (t) calculada foi de 74%. Nao se observou
variagdo na frequéncia de oscilagdo durante a adi¢gdo de uma molécula alvo nao
complementar, T1 (T1 3,2 pmol L', NaCl 0,5 mol L, pH 7,2), indicando que
ndo ocorrem adsorcdes fisicas ndo especificas. Uma variagdo de 83 Hz foi

obtida durante a adi¢gdo da molécula alvo complementar T2 (T2 3,2 umol L
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NaCl 0,5 mol L™, pH 7,2), indicando que a hibridacdo ocorre especificamente
entre o alvo complementar e a sonda imobilizada. Durante a adi¢cdo do tampao
salino (NaCl 0,5 mol L' pH 7.2) nio houve decréscimo na frequéncia de
oscilacao do cristal, o que indica que a hibridagao ¢ irreversivel. A eficiéncia de
hibridacao A foi calculada utilizando-se a Equagdo 5 (p. 59).

A eficiéncia de hibridacdo A calculada é de 41%. Observa-se uma
variagdo na frequéncia de oscilagdo no sentido oposto quando adicionado uma
solucdo de regeneragio (NaOH 0,5 mol.L™' e NaCl 3 mol.L"), ou seja, um
aumento na frequéncia (82 Hz) o que indica remocao da molécula alvo
hibridizada da superficie do biossensor. A hibridagdo e regeneragao podem ser
repetidas sucessivas vezes. A variacdo na frequéncia de oscilagdo do quartzo
para adicdo do alvo T3 ¢ constante, igual a 62 = 6 Hz, indicando sucesso na

regeneracao do biossensor como mostra a Figura 4.10.

100 . . . .
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I ; . o
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0 . . . , .
0 20 40 60

Regeneragio f nimero de ciclos

Figura 4.10. Variagdo de frequéncia de oscilacdo do cristal de quartzo
correspondente a hibridacdo com a molécula alvo e o nimero de ciclos de

regeneracao do genossensor.
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4.1.2.2. Resposta do biossensor para alvos com tamanhos variados (numero

de bases nitrogenadas)

A imobilizacdo de uma molécula biologica (neste caso, o DNA)
pode induzir um comportamento viscoelastico do oscilador. Para estudar tal
efeito, realizou-se a hibridacdo de alvos com diferentes numeros de bases
nitrogenadas, de 10 a 45 bases (T2, T3, T4 ¢ T6). A evolugdo da variagdo na
frequéncia de oscilacdo do quartzo de acordo com o tamanho do alvo ¢ linear

como mostra a Figura 4.11 e 4.12.

o a1 |
(a)
-50 | ]
N (b)
< 100 ]
(c)
-150 - (d) 1
0 500 1000
t/s

Figura 4.11. Variacdo na frequéncia de oscilagdo durante a hibridagao dos alvos
complementares de (a)10 bases, alvo T2, (b) 20 bases, alvo T3, (c) 40 bases,
alvo T4 e (d) 45 bases Té6.
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Figura 4.12. Variacdo da frequéncia de oscilagdo do cristal de quartzo de

acordo com tamanho dos alvos complementares de DNA.

O coeficiente linear S ¢ igual a 3,5 + 0,1 Hz / base (R2 =0,997), ¢

foi calculado de acordo com a Equagao 6.
— Afy =s.n [Eq. 6]

O biossensor responde linearmente para alvos de DNA com até 45

bases nitrogenadas, como observar-se na Figura 4.12.

4.1.2.3. Cinética de Hibridacao

A cinética de hibridacao para alvos de 20 bases (T3) e 40 bases

nitrogenadas (T4) foi feita para diferentes concentragdes. A cinética foi

normalizada para T3 e T4, 1 - Af/ Afy e ¢ mostrada na Figura 4.13 (A), (B), (C)

e (D).
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Figura 4.13. Curvas de hibridacdo normalizadas dos alvos complementares de
20 bases nitrogenadas T3 nas concentragdes 6,7. 1077; 1,7. 10'6; 6,7. 10'6; 1,7.
10 3,3.10° e 6,7. 10° mol L' (A). Curvas de hibridacdo normalizadas para o
alvo complementar de 40 bases nitrogenadas T4 nas concentragdes 1,7. 10
3,3.10°%6,7.10° ¢ 1,7.10° mol L™ (B). Curvas logaritmicas da hibridagcdo dos
alvos complementares de 20 bases nitrogenadas T3 (C) e 40 bases nitrogenadas

T4 (D).

A hibridagdo em um ambiente interfacial pode ser descrita por uma
lei cinética de primeira ordem [1] que € igual, no caso de medidas de variacao

de frequéncia a:

In(1 - Af/Afy) = -kt [Eq.7]

A evolugdo das curvas experimentais de In (1 - Af / Afy) s@o

lineares para ambos os alvos complementares T3 (Figura 4.13-C) e T4 (Figura
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4.13-D). Os valores das constantes cinéticas calculados sdo apresentados na

Tabela 4.7.

Tabela 4.7. Constante cinética de primeira ordem calculada para curvas

cinéticas de hibridagdao das moléculas alvo de DNA complementares, T3 e T4.

T3 T4
Cbna k Ak R’ Cbna k Ak R’
mol L' & mol L' s

6,7.107 1,38.107 1.10° 0,94 1,7.10° 1,83.10° 5.10° 0,998
1,7.10° 3,81.10° 4.10° 0,97 3,3.10° 3,39.107 9.10° 0,999
6,7.10° 8,49.10° 1.10* 0,97 8,3.10° 5,01.10° 2.10° 0,998
1,7.10°  1,46.10% 2.10* 0,99 1,7.10° 5,79.10° 3.10° 0,998
3,3.10° 1,99.10° 5.10% 0,98

6,7.10° 2.32.10% 3.10* 0,99

O desvio padrdo para os valores de k calculados estao proximos de
1% para o alvo T3 e 0,5 para o alvo T4, indicando que a lei de adsorcao de
primeira ordem ¢ apropriada para descrever a cinética de hibridagdo de ambos
os alvos para toda faixa de concentragdo utilizada.

Os valores cinéticos k descrevem o comportamento geral da
cinética de hibridagdo. A Figura 4.14 descreve os valores da cinética de
hibridacdo k versus a concentragdo C dos alvos. A curva experimental k-C ndo
¢ linear indicando que as curvas de hibridagdao ndo podem ser ajustadas usando
a Equagdo 1 e o mecanismo pode ser descrito com uma etapa de hibridagao
como mostrado na Figura 1.1. k atinge um limite horizontal em valores de
concentragdo elevada. Considerando a observacdo experimental, presume-se
que héa uma saturagao da superficie do biossensor em uma alta concentracao da

molécula alvo de DNA.
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Figura 4.14. Curvas k-C (A) e k'-C™" (B), para alvos complementares de DNA
T3 (a) e T4 (b).

A Equacdo 8 corresponde a um mecanismo de duas etapas

. ~ . -1 -1
produzindo uma relacao linear entre kK e C.

k'=1/k +1/(K. .k).C" [Eq. 8]

A curva experimental k'-C"' (Figura 4.14-B) ¢é linear, indicando
que a hibridacdo pode ser descrita por um mecanismo de duas etapas. E
importante notar que a Equacdo 8 ¢ largamente utilizada e pode ser usada para
descrever a hibrida¢do em baixas concentra¢des do alvo, como as curvas k-C da
Figura 4.14-A ¢ linear para baixas concentracoes. A correlagdo linear dos
coeficientes R? s30 0,970 e 0,992 para os alvos T3 e T4, respectivamente. K; ¢
os produtos k, obtidos por meio de um ajuste linear sdo apresentados na Tabela

4.8.
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Tabela 4.8. Constantes cinéticas para um mecanismo de hibridagdo de duas

etapas.
Alvo T3 Alvo T4
K] k2 K] k2
M (s M) (s
(7,7 +1,0).10* (2,9 + 1,0).107 (1,9 +0,4).10° (7,7 + 1,0).10°
T3 T4
K ky Kesr K ky Kesr
M-l S-l M-l S-l M-l S-l M-l S-l

(7,7+1,0).10° (2,9+1,0).10°  2,2.10°  (1,9+0,4).10° (7,7+1,0).10°  1,5.10

Observa-se pelos dados apresentados na Tabela 4.8 que a constante
K, ¢ maior para o alvo de maior massa molecular, indicando que a adsorcao
fisica ndo especifica na superficie do biossensor € maior para o maior alvo. k; ¢
maior para o alvo de maior massa molecular, indicando que a difusdo na
superficie ¢ maior para o alvo maior (T4). E interessante apontar, por meio
destes resultados, que a os valores de K; e k, de acordo com o nimero de bases
nitrogenadas sdo opostos, ¢ depende do tamanho do alvo, e os valores kg

diminuem.

4.3. Medidas Eletroquimicas

As etapas de imobiliza¢do da sonda de DNA sobre um eletrodo de
ouro € apos o processo de hibridagdo com o alvo complementar também foram
eletroquimicamente estudadas por meio das técnicas de voltametria ciclica e
espectroscopia de impedancia eletroquimica. Para estas medidas foram
utilizadas sondas com sequéncias de bases nitrogenadas das algas Alexandrium
minutum, Alexandrium catanela e Alexandrium taylori, e os respectivos alvos

complementares destas sondas, que serdo novamente apresentados na Tabela
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4.9. Os resultados obtidos com as técnicas eletroquimicas serdo apresentados

nos itens a seguir.

4.3.1. Preparac¢ao do Genossensor

Os cristais de quartzo do biossensor de DNA foram preparados em
trés etapas. Entre cada uma das etapas foram realizadas medidas de voltametria
ciclica e de espectroscopia de impedancia eletroquimica, sendo o mesmo
procedimento para ambas. Na primeira etapa, ao cristal de quartzo previamente
limpo, a sonda de DNA modificada com um tiol foi imobilizada covalentemente
no eletrodo de ouro. Na segunda etapa, foi adicionado ao eletrodo uma solucao
contendo a molécula alvo de sequéncia complementar a sonda para o estudo da
hibridacdo entre as fitas complementares. Na terceira etapa, o quartzo foi
colocado em contato com uma solu¢do 3 mol L de NaCl e 0,5 mol L' de
NaOH e novamente realizada uma medida eletroquimica para avaliar a
regeneracao do genossensor, ou seja, a retirada da molécula alvo de DNA. A

Figura 4.15 mostra as etapas de preparagdo do genossensor.

Preparacio do Genossensor Deteccio
[ 1
]
ferri _-_-\' *
N ferrocianeto \lﬁ" *
5- & — ®
StV A \J}!—; *
Imobilizacio da i - ; "—"Q -
- Hibridagd r
Sonda de DNA ¢ A ONY T e
—_— €5 & < » e &
- Dehibridagio 'in;\l .
4 i =
: o=

Figura 4.15. Representacdo das etapas de preparacdo do genossensor para

deteccdo eletroquimica. Figura adaptada do artigo de KAFKA et al. '".
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Visando melhorar o desempenho do genossensor por meio do
aumento na eficiéncia de hibridagao, foi utilizado um reagente de bloqueio, o 6-
mercapto 1-hexanol. Sendo assim, ao procedimento realizado acima foi
adicionado mais uma etapa, a imobilizagao do tiol. A adi¢do deste reagente foi
feita ap6s a imobilizacdo da sonda de DNA, sendo que este método de
preparagdo consiste de quatro etapas. O MCH foi adicionado na segunda etapa
de preparagdo, apds a modificacdo do eletrodo com a sonda, a fim de remover
as sondas de DNA ligadas inespecificamente a superficie durante a etapa de
imobilizacao e melhorar a orientacdo das fitas de DNA ligadas a superficie
visando aumentar a eficéncia de hibrida¢do *’. A Figura 4.16 mostra as etapas
de preparacdo do genossensor para realizagdo das medidas eletroquimicas

utilizando o regente MCH.

Preparacio do Genossensor Detecciio
L
! - ]
P - = & ferri/ — —-Q_\, &
- el ferrocianeto ot ')
- - : = . & = _—___— &
- - -/ e o \l
gAY =" =N
Imobilizacdo da 3 - o - = gt | &
Sonda de DNA -, Bloqueio com : A Hibridacio o -N\l_ ¢ o
—_—) C-% MCH '— -4 -_ -3 4+—>) o --_::_ "
= —_ = ihvidand -_— -
-\- N Dehibridacio N\! ¢,
- | 5 2 =
) o Y -
2 = _ = A @ e \'
- = vy — oy
b I— - =] —"--

Figura 4.16. Etapas de preparacao do genossensor para deteccao eletroquimica

utilizando o MCH. Figura adaptada do artigo de KAFKA etal. '".

Esses dois métodos mostrados anteriormente foram utilizados para
as medidas de voltametria ciclica e espectroscopia de impedancia eletroquimica,

cujos resultados serdo apresentados nos itens abaixo.
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4.3.2. Voltametria Ciclica (CV)

As técnicas voltamétricas sdo ferramentas convenientes e
frequentemente utilizadas para detecgdo de moléculas de DNA. Neste item do
trabalho, apresentaremos a detec¢do das etapas de imobilizagdo, hibridagdo e
regeneragdo de um biossensor de DNA utilizando-se a técnica eletroquimica de
voltametria  ciclica. Como mediador redox utilizou-se o  par

3-/4-

ferricianeto/ferrocianeto de potassio, [Fe(CN)s"]. As sequéncias de bases

nitrogenadas das sondas e alvos utilizados sdo apresentadas na Tabela 4.9.

Tabela 4.9. Estrutura das sondas de DNA das microalgas do género
Alexandrium (AM, AC ¢ AT) e os respectivos alvos complementares de DNA
(Alvo AM, Alvo AC, Alvo AT).

AM HS - (CH,)¢ - 5’-AAG CCC TTA CAC ATC AGT GCT GGC A-3°

Alvo AM 3’-TTCG GGA ATG TGT AGT CAC GAC CGT -5’

AC HS - (CH,)6-5 -GAT TTC CTC AGT GAG ATT GTA GTG C-3°
Alvo AC 3’- C TAA AGG AGT CACTCT AAC ATC ACG -5’

AT HS - (CH,)¢ -5’- GAT GCT TCC TTC CTT GGA CTT ACA A -3
Alvo AT 3’- C TAC GAA GGA AGG AACCTG AATGTT - &°

Depois de limpo com solugdo “piranha” e eletroquimicamente, os
cristais de quartzo foram utilizados como eletrodo de trabalho para realizacao
das medidas de CV em uma solu¢do de ferri/ferrocianeto de potassio, como

mostrado na Figura 4.17.
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Figura 4.17. Voltamogramas do cristal de quartzo limpo realizados em uma
solucao 0,5 mol L' de KNO; contendo 1 mmol L™ K4Fe(CN)g/1 mmol L
K3Fe(CN)s. v=25,50 ¢ 100 m Vs .

A Figura 4.17 mostra as voltametrias ciclicas do cristal de quartzo
em solucdo contendo em trés diferentes velocidades de varredura. A partir dos
voltamogramas apresentados na Figura 4.18, calculou-se os valores de
potenciais de pico anodico (E,,) e catodico (E,.) € as correntes anodica (1) e
catodica (I.) para as trés velocidades de varredura utilizadas. Os valores

calculados sao apresentados na Tabela 4.10.

Tabela 4.10. Valores de E,,, E, € I, € I, do voltamograma da Figura 4.17.

v/ mVs' E,./V L,/ mA E,/V I./ mA
25 0,247+0,004* 0,615+0,005 0,170+0,005 -0,522+0,006
50 0,259+0,006 0,805+0,007 0,161+0,005 -0,782+0,004
100 0,265+0,005 1,10440,006 0,156+0,004 -0,882+0,007

*Desvio padrao calculado para 10 eletrodos.
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A Figura 4.17 mostra o voltamograma ciclico da superficie do
cristal de quartzo limpo e os valores de potencial e corrente calculados sao
caracteristicos da oxidacdo e reducao do ferro em um eletrodo de ouro. O
voltamograma obtido apds a modificagdao do eletrodo com a sonda de DNA ¢ o

alvo de sequéncia complementar, ¢ apresentado na Figura 4.18.

1,2

. —— Aulimpo b
1,0 - —— Sonda AM
0,8 -_ —— Alvo AM

0,6 [ v=100mV/s
04

-02 -01 00 01 02 03 04 05

Figura 4.18. Voltamograma ciclico do cristal de quartzo realizados em solucao
0,5 mol L' de KNO; contendo 1 mmol L K4Fe(CN)e/1 mmol L! K5Fe(CN)g
nas seguintes condic¢des: Cristal de quartzo limpo (curva na cor preta); Apds
imobiliza¢do da sonda AM de DNA, 10ug mL™" (curva na cor azul); Apds a
hibrida¢do com o alvo AM complementar, 10 pg mL™" (curva na cor vermelha).

v=100m Vs ..

A Figura 4.18 apresenta o voltamograma ciclico em ImM
K4Fe(CN)¢/K3Fe(CN)gs em 0,5 M de KNO; do eletrodo de ouro modificado
sequencialmente. O comportamento eletroativo do par ferri/ferro foi utilizado
para mostrar a transferéncia de carga na superficie do eletrodo de ouro para

cada etapa de modificacio do mesmo bem com as etapas de hibridacdo. Os
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valores de potencial de pico anddico e catddico (E,,, E,), assim como os
valores de corrente anodica e catodica (I, I.) do voltamograma apresentado na

Figura 4.19 sdo apresentados na Tabela 4.11.

Tabela 4.11. Valores de E,,, E, € I, € I do voltamograma da Figura 4.18.

Cristal Ep/V I,/ mA Ep/V I,/ mA
V=100 mVs’

Aulimpo  0,260+0,003** 1,104+0,002 0,156+0,005 -0,882+0,004
Sonda AM 0,326+0,004  0,840+0,003 0,098+0,004 -0,110+0,005
Alvo AM 0,402+0,003  0,894+0,004 *N/P *N/P

*N/P — Nao foi possivel obter o dado.
**M¢édia de obtida para 10 eletrodos.

O voltamograma do eletrodo de Au limpo (curva na cor preta,
Figura 4.18), apresenta os mesmos valores de potencial de pico anoddico e
catodico para o par [Fe(CN)s"'*] encontrados anteriormente (Tabela 4.11), em
0,260 e 0,156 V, respectivamente. Apos a imobilizagdo da sonda AM de DNA
(Figura 4.18, curva na cor azul), observa-se que a corrente de pico anodica
diminuiu significativamente quando comparada ao valor encontrado para o
eletrodo limpo. Isto pode ser atribuido a modificagdo da superficie do ouro com
a sonda de DNA que contém um grupo sulfeto na posi¢do 5°, por meio da
ligacdo entre o enxofre e o ouro, bloqueando parcialmente a transferéncia de
elétrons entre o eletrodo e o par redox ''*. Ap0s esta etapa, o eletrodo foi imerso
em uma solugdo 0,05 mol L™ de tampao HEPES contendo a molécula alvo com
sequéncia complementar a sonda por lh para a hibridacdo entre as fitas
complementares de DNA. A hibridagdo do DNA também leva a uma
diminui¢do nos valores de potencial e de corrente anddica (Tabela 4.11.). Isto

também pode ser atribuido ao bloqueio da superficie do eletrodo que dificulta o
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processo de transferéncia de carga do par redox [Fe(CN)s "1, apos a formagdo
da dupla fita (hibrido).

Observa-se na Tabela 4.11, um aumento no potencial de pico
anddico apo6s a etapa de hibridacdo quando comparamos o eletrodo contendo a
fita simples (sonda) e a fita dupla de DNA (eletrodo apos hibridagao com alvo
AM). Isto pode ser atribuido a uma maior densidade de carga negativa na dupla
fita comparada com a fita simples antes da hibridacdo, devido aos gupos

fosfatos carregados negativamente '"°. Segundo Lee et al. *’

a dupla fita de
DNA apresenta maior condutividade que a fita simples, que estd em
concordancia com os resultados obtidos. Estes resultados indicam que a
mudanga nas propriedades da superficie do eletrodo apds a imobilizagdo e
hibridacdo de DNA pode ser investigada pela alteragcdo do perfil voltamétrico.
Avaliou-se a regeneracdo do genossensor utilizando-se uma solugdo
contendo 0,5 mol L' de NaOH e 3 mol L™ de NaCl, empregada anteriormente

nos experimentos com a técnica de QCM, e os voltamogramas sdo aprentados

na Figura 4.19.
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Figura 4.19. Voltamogramas do cristal de quartzo realizados em uma solucao
0.5 mol L' de KNO; contendo 1 mmol L K4Fe(CN)e/1 mmol L! K3Fe(CN)g
nas seguintes condi¢des: apos imobilizacdo da sonda AM, 10pg mL™ (curva
na cor preta); apos hibridagio com o alvo AM, 10pg mL" (curva na cor
vermelha); apos a regeneragdo (curva na cor verde); apos nova hibridagao com
a molécula alvo AM complementar, 10ug mL" (curva na cor azul).

v=100m Vs .

Observamos a partir da Figura 4.19 que a imobilizacdo da sonda
AM e a primeira hibridagdo estdo em concordidncia com os resultados
apresentados anteriormente (Fig. 4.19). As moléculas de DNA bloqueiam a
superficie do eletrodo, dificultando a transferéncia de carga entre o par redox e
o metal e isso causa uma diminuicdo na intensidade de corrente. Entretanto,
apds a regeneracdo do genossensor com uma solugdo contendo NaOH e NacCl,
nao foi possivel observar diferencas entre a remog¢ao da molécula alvo (curva na
cor verde) e a nova hibridagdo (curva na cor azul). Era esperado um
voltamograma com perfil semelhante a etapa de imobilizacdo da sonda AM de
DNA apos a regeneragdo ja que o uso desta solucdo promove a retirada da
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molécula alvo complementar, como ja foi mostrado pelos experimentos
realizados com a técnica de microbalanca de cristal de quartzo. No entanto,
pode ocorrer que parte das espécies redox como caso Fe(Il)/Fe(Ill) ndo sejam
completamente removidas durante o processo de regeneracdo do filme sobre o
eletrodo e, portanto, ndo diminua significativamente a resposta redox do sensor.
Por outro lado, pode ocorrer que o processo de regeneragdo (NaOH e NaCl)
leve a uma alteracdo significativa na estrutura do filme formado sobre a
superficie do eletrodo que facilite o processo de transferéncia de carga e que,
portanto ndo gera uma diminui¢do na resposta redox.

Realizaram-se também experimentos com concentracdes crescentes da

molécula alvo complementar de DNA, como mostra a Figura 4.20.

— T T T T T T
—— Alvo AM 2,5ug/mL

1,0 - 4
—— Alvo AM 5pg/mL
Alvo AM 10pg/mL
— Alvo AM 22,5ug/mL
0,5 .

50mV/s

-02 -01 00 O 02 03 04 05
E/V

Figura 4.20. Voltamogramas do cristal de quartzo contendo a sonda AM
realizados em uma solucao 0,5 mol L' de KNO; contendo 1 mmol L
K,Fe(CN)¢/1 mmol L' K;iFe(CN)s apds adigdes da molécula alvo AM
complementar nas concentragdes 2,5 (curva na cor preta); 5 (curva na cor
vermelha); 10 (curva na cor verde) e 22,5 pg mL"' (curva na cor azul).

v=50mVs .
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A partir da Figura 4.20 observa-se que na medida em que
aumentamos a concentragao da molécula alvo utilizada hd um pequeno aumento
na intensidade de corrente que pode estar relacionado ao processo de hibridacao
que pode levar a uma melhor orientacao das moléculas de DNA na superficie do
eletrodo evitando interacdes nao especificas.

Nesta etapa do trabalho também foi avaliado o uso do tiol 6-
mercapto 1-hexanol apds a imobiliza¢do da sonda de DNA visando melhorar a
eficiéncia de hibridacdio. O cristal de quartzo foi colocado em 1 mmol L™ do
MCH em 4alcool etilico por 1 h e apds esta etapa foram realizadas medidas de
voltametria ciclica. Seguindo o procedimento apresentado anteriormente, apos a
adicdo do tiol, o quartzo foi colocado em uma solug¢do 0,05 mol L' de tampdo
HEPES contendo a 10pug mL™ da molécula alvo complementar a sonda de DNA
e novamente foram realizadas medidas de voltametria ciclica. A Figura 4.21
mostra um grafico de voltametria ciclica para todas as etapas estudadas, desta

vez, utilizando o reagente MCH.

192 T T T T T T T T T T T T

1.0 - Au limpo
! Sonda AM

0,8 - Tiol MCH
0.6 [—— Alvo AM
0,4 [ v=100mV/s
02}
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—-0,2
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0,6 -
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-1,0 -_ -
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Figura 4.21. Voltamograma ciclico do cristal de quartzo realizados em uma
solucdao contendo 0,5 mol L' de KNO; contendo 1 mmol L™ K4Fe(CN)¢/1

mmol L K3Fe(CN)s nas seguintes condi¢des: Cristal de quartzo limpo (curva
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na cor preta); Apos imobilizagdo da sonda AM, 10pug mL™' (curva na cor azul);
Ap0s a adicao do tiol MCH (curva na cor verde); Apos a hibridagdo com o alvo

AM complementar, 10pug mL™' (curva na cor vermelha). v=100 m Vs '
Os valores de potencial de pico anddico e catddico (Ej,, E,.c), assim
como os valores de corrente anodica e catddica (I,, I.) do voltamograma

apresentado na Figura 4.21 sdo apresentados na Tabela 4.12.

Tabela 4.12. Valores de E,, E, € I, € L. do voltamograma da Figura 4.21.

Cristal Epn/V I,/ mA Epe/V I,/ mA
V=100 mVs™
Au limpo 0,260+0,003**  1,104+0,002 0,156+0,005  -0,882+0,004
Sonda AM 0,324+0,004 0,863+0,003 *N/P *N/P
Tiol MCH 0,397+0,005 0,808+0,004 *N/P *N/P
Alvo AM 0,398+0,003 0,935+0,003 *N/P *N/P

*N/P — Nao foi possivel obter o dado.
**M¢édia obtida para 10 eletrodos.

Observa-se na Figura 4.21 que apds a adicdo de 1 mmol. L' de
6-mercapto 1-hexanol, os picos de oxidagdao/reducao dos ions ferro sofrem uma
grande reducao nas intensidades de corrente (curva na cor verde), o que pode
estar associado a um maior bloqueio da superficie do eletrodo. O MCH apesar
de possuir uma cadeia curta de carbonos leva a uma diminui¢do no processo de
transferéncia de carga na interface eletrodo solu¢do como observado na Figura
4.21. Em seguida, o eletrodo modificado com a sonda de DNA ¢ o tiol MCH foi
colocado em uma solugdo contendo a molécula alvo complementar por 2 horas,
para hibridag¢do (curva na cor azul). Observa-se na Figura 4.21, um pequeno
aumento na intensidade de corrente apds a hibridacdo, quando utilizamos o
MCH. Acredita-se que a hibridigdo de DNA pode melhorar o processo de
transferéncia de carga na superficie modificada, como discutido acima devido a
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uma melhor ordenamento que ocorre com a hidridagao quando comparado com
a fita simples na superficie do eletrodo. Mesmo com um ligeiro aumento na
corrente anodica e catddica que esta associado a maior condutividade na dupla
fita de DNA (hibrido), acredita-se que o DNA dificulte a transferéncia de
elétrons entre o par redox K;3;Fe(CN)s/K4Fe(CN)¢ apos a imobilizagdo ou a
hibridagdo de DNA sobre a superficie do eletrodo de ouro. Este resultado esta
de acordo com o esperado, em comparacdo com a fita simples, uma vez que
apos a formacgdo da dupla fita ha uma resisténcia maior para a chegada do par

redox a superficie do eletrodo/sensor.

4.3.3. Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica (EIS)

A espectroscopia de impedancia eletroquimica vem se tornando
popular para monitorar as interagdes moleculares no estudo e desenvolvimento
de biossensores. Neste trabalho, nos aplicamos a técnica de espectroscopia de
impedancia eletroquimica nos sistemas de sensores de DNA reutilizaveis para
detectar eventos especificos de hibridagdo entre a sonda imobilizada e o alvo de
DNA sem a utilizagdo de moléculas marcadoras. O processo de hibridagao foi
monitorado por meio da mudanca na resisténcia de transferéncia de carga para o
par redox ferri/ferrocianeto no eletrodo modificado com DNA antes e apos a
hibridacao. Os dados foram representados por graficos de Nyquist que apresenta
a impedancia real em fun¢do da impedancia imaginaria (ReZ vs. —ImZ) para as
diferentes superficies como mostra a Figura 4.3. Cada ponto representa um
valor da parte real (ReZ) e parte imaginaria (ImZ) medidos em uma frequéncia
especifica. O espectro ¢ composto de um semicirculo em regides de alta
frequéncia e de uma reta em baixas frequéncias. O semicirculo descreve
processos de transferéncia de elétrons entre o eletrodo e a superficie, € a por¢ao

linear contém informacgdes sobre o transporte de ions.
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A sondas e alvos utilizados para as medidas de EIS sdo as mesmas
descritas anteriormente no item que apresenta os resultados de voltametria
ciclica (Tabela 4.11). Todas as medidas de espectroscopia de impedancia
eletroquimica que serdo apresentadas neste item foram realizadas utilizando um
potencial de modulagdo senoidal aplicado de 5 mV. A faixa de frequéncia

aplicada foi de 63 kHz a 100 mHz.
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Figura 4.22. Grafico de Nyquist para as medidas de EIS do cristal de quartzo
nas seguintes condi¢cdes (—) Cristal de quartzo limpo; (—0—) Apos
imobiliza¢do da sonda AM, 10pg mL™; (—V—) Apés hibridacdo com molécula
alvo AM complementar. Solugdo 0,5 mol L de KNO; contendo 1 mmol L™

K4Fe(CN)¢/1 mmol L' K3Fe(CN),

O grafico de Nyquist, apresentado na Figura 4.22, mostra a
impedancia em cada uma das etapas de modificagdo da superficie do
biossensor. Para o eletrodo limpo (curva na cor preta) observamos um pequeno
semicirculo na regido de alta frequéncia e uma linha reta na regido de baixa
frequéncia. O sinal em baixas frequéncias indica que o processo de
transferéncia de elétrons do par redox ¢ controlado por difusdo. O grafico apds a
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imobilizacdo da sonda de DNA (curva na cor azul) apresenta uma porcao
semicircular na regido de maior frequéncia, o que corresponde a um processo de
transferéncia de elétrons limitado, e uma linha reta na regido de baixa
frequéncia que representa que o processo de transferéncia de elétrons ocorre por
difusao.

Os espectros de impedancia obtidos foram analisados por meio de
um circuito equivalente basico mostrado na Figura 4.23, constituido por um
circuito RC em paralelo e uma resisténcia da solucdo em série. Este circuito que
consiste de dois resistores (R) e elemento de fase constante (CPE) ¢ o que
melhor descreve as caracteristicas elétricas do sistema estudado. A introducao
do CPE no lugar de uma capacitancia ¢ feito apenas para um melhor ajuste da
curva. Normalmente utilize-se também neste tipo de circuito a impedancia de
Warburg. Neste trabalho este parametro pdde ser excluido, pois utilizou-se uma
faixa de frequéncia na qual ndo foi observado o comportamento difusional e a

impedancia interfacial foi dominante.

R - CPE

Figura 4.23. Circuito equivalente. Ry: Resisténcia da solugdo, Ri.: Resisténcia a

transferéncia de carga, CPE: Elemento de fase constante (capacitancia).

O comportamento da dupla camada elétrica pode ser comparado a
um capacitor de placas paralelas e a resisténcia a transferéncia de carga na
interface eletrodo/solu¢ao a um resistor desta forma a obtencao de informacoes
a partir dos dados de impedancia eletroquimica pode ser feita por meio da
utilizacao de circuitos elétricos equivalentes, relacionando-se o comportamento

da célula eletroquimica a um circuito elétrico de resistores, capacitores e
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indutores. A interface eletrodo/solugao pode ser simplificada como mostrado no

diagrama esquematico na Figura 4.24.
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Figura 4.24. Diagrama esquematico do circuito elétrico equivalente relacionado
a interface eletrodo/eletrolito utilizado para ajustar os dados de impedancia.

Figura extraida e adaptada do trabalho de PARK et al. '"°.

Quando aplica-se um potencial alternado ao eletrodo de trabalho no
caso do cristal de quartzo, os contra-ions solvatados formam uma dupla camada
elétrica alinhando-se ao longo da superficie do eletrodo, que pode ser
representado por uma capacitancia C. Uma vez que a corrente que passa na
interface eletrodo/solucao ¢ conduzida pelos ions em solucdo, o efeito resistivo
na solug¢do sobre a migragdo dos ions € representado por uma resisténcia Zy.
Por outro lado, a introdugdo de elementos capacitivos em um circuito promove
uma defasagem entre a corrente e o potencial. Desta forma, uma representacao
comum para a impedancia em sistemas compostos por resistores e capacitores ¢
realizada por meio de um diagrama de fasores no qual a impedancia apresenta
uma componente real (resistiva) e imaginaria (capacitiva). A resisténcia de
transferéncia de carga (Ry), que ¢ a resisténcia de polarizacdo em um potencial
de equilibrio, ¢ utilizada como principal indicador para realizacdo das medidas
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de impedancia. Os pares redox [Fe(CN)s]’™* ou [Ru(NH;)s]*”" sdo
frequentemente utilizados como indicadores redox para a cinética de eletrodo na
interface, que ¢ modificado por uma camada de substrato, bem como DNAs
sonda e alvo na superficie do eletrodo **'".

No grafico apresentado na Figura 4.22, observa-se que a
impedancia do sistema aumenta nesta ordem: Au limpo < sonda de DNA

imobilizada < alvo de DNA e hibridagdo. Os dados referentes aos elementos do

circuito sdo apresentados na Tabela 4.13.

Tabela 4.13. Parametros obtidos do circuito equivalente ajustado ao diagrama

de Nyquist da Figura 4.22.
Au limpo Sonda AM Alvo AM
R (Q/em?) 17,5 149 188
C (uF) 0,470 0,36 0,40
x 19.10° 8,25. 107 9,30. 107

Os valores de Ry, (Tabela 4.13) aumentam com a imobiliza¢do da
sonda de DNA e posterior hibridacdo com a molécula alvo de DNA, sendo de
17,5 Q para o eletrodo de ouro, indo para 149 Q com a imobilizagdo da sonda e
188 Q apo6s hibridagdo. O aumento de R ocorre devido a formacao da
monocamada de DNA na superficie do eletrodo que dificulta o processo de a
transferéncia de carga do par redox [Fe(CN)g]* /[Fe(CN)s]’~ como mencionado
anteriormente. Comparando as curvas de impedancia, do eletrodo de ouro antes
e apos a formacdo da monocamada de DNA (imobilizagdo e hibridacao),
observamos uma mudanga no processo de transferéncia de elétrons e
consequente diminui¢ao da cinética de transferéncia de carga pela redugdo da
area ativa do eletrodo, diminuindo a quantidade de ferro que se aproxima da
superficie do eletrodo. Observa-se também um pequeno aumento nos valores de
capacitancia apos a hibridacdo com a fita complementar, que pode estar

relacionado com o aumento de grupos fosfato na dupla fita de DNA préximos a
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interface do eletrodo. Os resultados de impedancia obtidos para o cristal de
quartzo modificado com a sonda de DNA e esse apds a hibridagdo com a
molécula alvo complementar estio em concordancia com os resultados
encontrados na literatura para sistemas semelhantes ' .

Para regenerar o biossensor foi utilizado uma solu¢do de NaOH e
NaCl e foram realizadas medidas de impedancia, como mostrado na Figura
4.25. Apos a regeneracao do eletrodo, podemos observar o mesmo perfil da
curva de impedancia, confirmando a regeneragdo € a nova hibrida¢do do
biossensor.

300

_4:‘}_ A;.l I]Irl'x) T T T T T T T

| —o— Sonda AC

- —— Alvo AC .

| —O0— Sonda AC (apds regeneragdo)
Alvo AC (segunda hibridag?o)

{Im(Z)/Q cm?
g 2z B B

=

Figura 4.25. Grafico de Nyquist para as medidas de EIS do cristal de quartzo
nas seguintes condigdes: (——) Cristal de quartzo limpo; (—0—) Apds
imobiliza¢do da sonda AC, 10pug mL™; (—A—) Apés hibridacdo com molécula
alvo AC complementar, 10pg mL"; (—0—) Ap0s regeneracdo; (—A—) Apods
nova hibridagio com molécula alvo AC complementar, 10ug mL™. Solugdo

0,5 mol L' de KNO, contendo 1 mmol L™ K,Fe(CN)y/ 1 mmol L™ K;Fe(CN)g.
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Os espectros de impedancia da Figura 4.25 também foram
ajustados usando o mesmo sistema equivalente apresentado anteriormente

(Figura 4.24) e os valores calculados sao mostrados na Tabela 4.14.

Tabela 4.14. Parametros obtidos do circuito equivalente ajustado ao diagrama

de Nyquist da Figura 4.25.
Au limpo Sonda Alvo Sonda AC/ Alvo AC/
AC AC Regeneracio Nova
hibridacao
R (QY) 17,5 149 188 120 153
C (uF) 0,47 0,36 0,40 0,44 0,42
y 2 19.10” 8,25.10°  9,30.107 3,72.107 1,03. 107

Observa-se na Figura 4.26 que a R, dimunui apds a regeneragao
com uma solu¢do de NaOH e NaCl para o eletrodo contendo a sonda AC de
DNA, e diminui também para a segunda hibridacdo com o alvo complementar.
A disponibilidade da superficie do eletrodo para a reagdo redox diminui com a
imobiliza¢do do analito, no caso o DNA, observamos com isso um aumento da
impedancia. A partir da Equagdo 9 calculou-se a porcentagem de cobertura (1)

da superfice do eletrodo ''®.

T= | th (Au) — th (ssDNA)|/ th (Au)  [Eq. 9]

Onde Ry (ay € a resisténcia de transferéncia de carga para o
eletrodo de ouro limpo e Ry spna) @ resisténcia de transferéncia de carga para o
eletrodo de ouro modificado com a sonda de DNA, valores de R, obtidos em
frequéncia de 100 MHz. A Tabela 4.15 apresenta os valores calculados com a

Equacao 12.
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Tabela 4.15. Célculos da porcentagem de hibridagao da molécula alvo de DNA

adicionada as sondas imobilizadas sobre a superficie do cristal de quartzo.

Sondas A (%)
Alexandrium minutum (AM) 20
Alexandrium catanela (AC) 27
Alexandrium taylori (AT) 25

O uso do reagente de bloqueio, o tiol mercapto-hexanol, para
reduzir as interagdes nao-especificas também foi avaliado, e os graficos sao

apresentados nas Figuras 4.26.
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1400 |
r —— Tiol + Sonda MCH :
1200 - —~— Alvo AC - hibridagao .
Tiol + Sonda MCH ap6s NaOH
NE 1000 - _.— Alvo AC - nova hibridacio
(5] L
S goof
N I
E oot (/
a0l 100 ——— N 10 / A
2y \% % ]
W0 777 TN e ek -
éﬂﬂo - Wi 1]
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Re(Z)/Q cm2

Figura 4.26. Grafico de Nyquist para as medidas de EIS do cristal de quartzo
nas seguintes condi¢des: (—0—) Apds imobilizagio da sonda AC, 10ug mL™;
(—%=) Apos adicdo do tiol MCH; (—&—) Apos hibridagdo com a molécula alvo
AC complementar, 10pg mL™"; (-%) Apds regeneragdo; (—&—) Apds nova
hibridagio com a molécula alvo AC complementar, 10ug mL”. Solugdo

0,5 mol L' de KNO; contendo 1 mmol Lt K4Fe(CN)g/1 mmol L' K;3Fe(CN)g
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Os espectros de impedancia da Figura 4.27 foram ajustados usando
o mesmo sistema equivalente (Figura 4.24) e os valores calculados sao

mostrados na Tabela 4.16.

Tabela 4.16. Parametros obtidos do circuito equivalente ajustado ao diagrama

de Nyquist da Figura 4.26.
Sonda Tiol Alvo AC/ Sonda AC/ Alvo AC/
AC MCH Hibridacao Regeneracido Nova hibridacio
Ri. (©2) 175 693 1111 710 1070
C (uF) 0,33 0,22 0,32 0,49 0,43

e 7,12.107 543.10°  4,88.107 6,76. 107 5,80. 107

Os valores de impedancia da Figura 4.26 foram ajustados e os
valores calculados mostraram que o uso do tiol MCH apds a imobiliza¢do da
sonda de DNA melhora a reprodutibilidade das medidas. Sabe-se que os valores
de R, aumentam de acordo com o aumento do nimero de carbonos na cadeia
dos tidis, porque os tidis de cadeias longas formam monocamadas mais
ordenadas e compactas ''*. Entretanto, 0 MCH apesar de ser um tiol de cadeia
curta promoveu uma diminui¢do no processo de transferéncia de carga na
interface eletrodo solucgdo, e isso causou um aumento nos valores de R, como
mostra a Tabela 4.16.

ApoOs o uso do tiol, os valores de R, da sonda antes e¢ apds a
regeneracdo com NaOH e NaCl sdo bem proximos, assim como os valores de
R para primeira e a segunda hibrida¢do. Segundo o trabalho de McEwen et al.
"9 que realizou medidas de microscopia de tunelamento  (STM - Scanning
tunneling microscopy), as moléculas de DNA possuem melhor orientagdo
quando se utiliza o tiol 6-mercapto 1-hexanol. De acordo com o trabalho, ap6s o
uso do reagente MCH as moléculas de DNA sdo orientadas perpendicularmente
a superficie do eletrodo, pois o uso do tiol pode formar monocamadas mais
densas e ordenadas na superficie do ouro. Os valores de capacitancia sofrem um

ligeiro aumento apos a modificagdo da superficie do eletrodo com a sonda de

96



Capitulo 4 — Resultados e Discussao
DNA. Com base nestes resultados, observados para todas as sondas e alvos de

DNA utilizados, AM, AC e AT, foram calculadas as eficiéncias de hibridacao

antes e apos o uso do tiol MCH, de acordo com a Equacao 13.

A= ’th (ssDNA) — Ry (dsDNA)‘ / Ry (ssDNA) [Eq. 13]

Onde Ry spnay € a resisténcia de transferéncia de carga para o
eletrodo de ouro modificado com a sonda de DNA e Ry 4spna) a Tesisténcia de
transferéncia de carga para o eletrodo de ouro modificado com a sonda de DNA
ap6s a hibridacdo com o alvo complementar, ou seja, a dupla fita de DNA
(valores de Ry, obtidos em frequéncia de 100 MHz). A Tabela 4.18 apresenta os
valores calculados com a equacdo 13 para os resultados obtidos sem o uso do

tiol e utilizando o tiol MCH.

Tabela 4.17. Célculos da porcentagem de hibridagdo da molécula alvo de DNA
adicionada as sondas imobilizadas sobre a superficie do cristal de quartzo antes

e apos a utilizagdo do tiol mercapto-hexanol (MCH).

Sondas A (%) sem uso do A (%) apés uso do
MCH MCH
Alexandrium minutum (AM) 20 35
Alexandrium catanela (AC) 24 32
Alexandrium taylori (AT) 25 33

Analisando os dados obtidos por meio da técnica de espectroscopia
de impedancia eletroquimica , observamos que o genossensor foi capaz de
distinguir claramente entre a superficie do eletrodo contendo a sonda e apds a
adicdo do alvo de DNA complementar (hibridacdo). O eletrodo foi

caracterizado na presenga de um sistema redox cléassico (ferri/ferrocianeto)
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antes e depois da hibridagdo do DNA. As andlises de impedancia mostraram
que a resisténcia de transferéncia de carga, R, foi aumentando apos cada
modificagdao da superficie do eletrodo com maior aumento apods a formacao da
dupla fita de DNA (hibrido), ao mesmo tempo em que os valores de
capacitancia ndo sofreram alteracdes significativas. A variagdo relativa do Ry
foi utilizada como parametro do sensor. O genossensor foi reutilizavel apds o
uso de uma solucdo de regeneragdo permitido dissociacdo da dupla fita de
DNA. O uso do tiol MCH apo6s a imobilizacdo da sonda de DNA permitiu um
melhora na eficiéncia de hibridag¢ao ap6s a regeneracao do biossensor (5 vezes),
resultados que também foram observados utilizando a técnica de microbalanga

de cristal de quartzo (item 4.1).

4.3.3.1. Microeletrodos — Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica

O termo microeletrodo refere-se aos sensores quimicos com
dimensdes micrométricas ou sub-micrométricas *. Estes dispositivos podem ser
fabricados isoladamente ou na forma de arranjos podendo apresentar diferentes
configuracdes como disco, anel, cilindrico, conico, esfera e um arranjo
interdigitado, dentre outras. As diferengas entre os microeletrodos e os eletrodos
convencionais sao causadas por mudancas nas condi¢gdes do transporte de massa
do seio da solu¢do em direcao a superficie do eletrodo e tem varias implicagdes
praticas importantes tais como diminuicdo do potencial de queda Ohmica
possibilitando estudos eletroquimicos de sistemas redox em solventes com
elevada resisténcia ou na auséncia de eletrolito suporte, a razdo sinal/ruido em
condi¢des de estado estaciondrio ¢ melhorada quanto comparada com eletrodos
de tamanho convencional. Estas diferen¢as do uso de eletrodos com dimensdes
muito pequenas sdo vantajosas em muitas areas da quimica eletroanalitica. A
partir da década de 1980, com os avancos na darea de microeletronica, foi

possivel medir variagdes de corrente muito pequenas com confiabilidade e
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reprodutibilidade, o que ampliou o estudo e aplica¢do dos microeletrodos *. A
aplicagdo dos microeletrodos foi refor¢ada pelo aumento da demanda em
quimica analitica, como por exemplo, a necessidade de pequenos eletrodos em
células com alta sensibilidade de detec¢do ou em sensores eletroquimicos e
também em bioquimica para realiza¢do de medidas eletroanaliticas in situ em
organismos vivos ">’

Neste item do capitulo, serdo apresentados os resultados de
espectroscopia de impedancia eletroquimica para um arranjo de microeletrodos
(microarray) para a deteccdo da hibridacdo de fragmentos de DNA ndo
marcado. O sistema de microeletrodos foi desenvolvido no Laboratoire
Interfaces et Systémes Electrochimiques (LISE-CNRS) em Paris, Franca. Um
microarray de DNA ¢ um arranjo pré-definido de moléculas de DNA
(fragmentos de DNA gendmico ou oligonucleotideos) quimicamente ligados a
uma superficie solida. Os microarrays sao utilizados na detec¢ao e quantificacao
de 4acidos nucleicos provenientes de amostras bioldgicas, por meio da
hibridagdo do alvo complementar, geralmente marcado com uma molécula
fluorescente, com a sonda de DNA fixada no suporte solido (array).

O sistema desenvolvido consiste de trés microeletrodos de ouro
com 250 um de espessura, fixos em um suporte de teflon como mostrado na
Figura 4.27. O sistema foi1 utilizado para medidas de EIS com as trés sondas e
os trés alvos complementares de DNA, visando distinguir entre alvos

complementares e ndo complementares.
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Figura 4.27 Arranjo de trés microeletrodos de ouro de 250 um cada
desenvolvido no LISE-CNRS para medidas de espectroscopia de impedancia

eletroquimica com DNA.

Com o formato miniaturizado do arranjo de microeletrodos
desenvolvidos, pretendiamos observar a possibilidade de automacao deste
sistema podendo determinar simultaneamente diversos eventos de hibridacao de
moléculas de DNA diferentes. A portabilidade e um menor consumo de
reagentes sao algumas vantagens dos sistemas utilizando microeletrodos.

As medidas de EIS foram realizadas modificando-se a superficie de
cada microeletrodo com uma sonda diferente, Alexandrium taylori (AT),
Alexandrium catanela (AC) e Alexandrium minutum (AM). Apds esta etapa, a
cada microeletrodo foi adicionada a mesma sequéncia alvo AT, complementar
apenas a sonda adicionada ao microeletrodo 1. As Figuras 4.28, 4.29 ¢ 4.30
apresentam as medidas de EIS realizadas em cada um dos microeletrodos do

arranjo construido.
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Figura 4.28. Grafico de Nyquist para as medidas de EIS do Microeletrodo 1 nas
seguintes condi¢des: (—) Microeletrodo limpo; (—0—) Apds imobilizacao da
sonda AT, 10pg mL"; (—V) Apoés hibridagio com molécula alvo AT
complementar, 10pg mL™. Solucdo 0,5 mol L™ de KNO; contendo 1 m mol L™
K4Fe(CN)¢/1 m mol L™ K5Fe(CN)s.
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Figura 4.29. Medidas de espectroscopia de impedancia eletroquimica do
Microeletrodo de ouro 2 nas seguintes condi¢des: (—) Microeletrodo limpo;
(—0—) Apos imobilizagdo da sonda AC, 10ug mL™"; (—V—) Ap6s a hibridacio
com molécula alvo AT ndo complementar, 10pug mL™". Solugdo 0,5 mol L™ de

KNO; contendo 1 mmol L' K4Fe(CN)g/1 mmol L' K3Fe(CN),
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Figura 4.30. Medidas de espectroscopia de impedancia eletroquimica do

Microeletrodo de ouro 3 nas seguintes condigoes: (—) Microeletrodo limpo;

(—0—) Apos imobiliza¢do da sonda AM, 10ug mL;(—V¥ ) Apods hibridagdo com
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molécula alvo AT ndo complementar, 10pg/mL. Solugdo 0,5 mol L™ de KNO;
contendo 1 mmol L™ K,Fe(CN)y/1 mmol L™ K5Fe(CN)g

Os microarranjos de DNA, nos quais diferentes reacdes de
hibridagdo sdo realizadas em paralelo, s3o normalmente usados para
caracterizacdo de amostras biologicas. Os biossensores sdao desenvolvidos para
tarefas especificas, como a deteccdo de um pequeno nimero de sequéncias de
um analito (DNA), com aquisi¢ao de dados, muitas vezes realizados em tempo
real. A capacidade de discriminar entre uma fita dupla de DNA e uma fita
simples ¢ de extrema importancia em biologia molecular basica e aplicada.
Diferenciar a hibridacdo de uma fita de DNA com DNA ou com RNA
complementar ¢ importante para identificacdo de sequéncias de RNA viral e
sequéncias de DNA humano. Estes experimentos confirmam a possibilidade de
discriminar sondas e alvos com sequéncias diferentes, em um microarranjo,
apresentando-se como uma promissora ferramenta para o desenvolvimento de

. 121
biossensores de DNA .

4.3.4. Microscopia Eletroquimica de Varredura (SECM)

A microscopia eletroquimica de varredura opera pelo rastreamento
de uma pequena sonda, um ultramicroeletrodo, sobre uma superficie a ser
mapeada, cujo sinal € uma corrente gerada pela eletrolise das espécies quimicas
em solucdo. Contudo, duas caracteristicas distinguem a microscopia
eletroquimica das técnicas de microscopia de tunelamento e de forca atdmica e
sdo elas, a sensibilidade quimica da sonda e o uso da transformagdo de ions ou

’ ~ . ~ . 122
moléculas em solucdo como sinal para formacao da imagem

. Nesta técnica, a
atividade eletroquimica ¢ medida por intermédio do fluxo de corrente que por
sua vez esta diretamente relacionada com a velocidade das reagdes de oxi-

reducao.
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Neste item do capitulo, serdo apresentados os resultados obtidos
com a técnica de SECM utilizando-se o cristal de quartzo como eletrodo de
trabalho e um ultramicroeletrodo de 10 um.

O UME empregado para monitorar o fluxo de corrente local ¢ de
platina com didmetro de 10 um. As medidas foram realizadas utilizando-se um
sistema composto de trés eletrodos, o mediador redox, ferricianeto/ferrocianeto
de potassio, [Fe(CN)s"*] e uma solugdo de nitrato de potassio 0,5 mol L. O
potencial adequado para ser utilizado nos experimentos de SEMC foi
determinado por meio da voltametria ciclica do ultramicroeletrodo de platina,

como mostra a Figura 4.31.
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Figura 4.31. Voltamograma ciclico do UME de platina em solugio 0,5 mol L™
de KNO; contendo 1 mmol L' K,Fe(CN)¢/1 mmol L'K;Fe(CN)g.
v=100mV s™.

Utilizando-se o potencial adequado para a oxidagdo/reducdo do
mediador redox (ferri/ferrocianeto), foram obtidas curvas de aproximagdo do
cristal de quartzo apds as etapas de modificacdo e hibridagao das moléculas de
DNA. A movimentagdo do ultramicroeletrodo em uma direcdo perpendicular a
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superficie do cristal de quartzo permite tracar as curvas de aproximacao que
representam a variacdo de corrente da sonda de platina em fun¢ao da distancia
sonda-substrato. A velocidade de aproximag¢do do ultramicroeletrodo da
superficie do substrato ¢ controlada ¢ medida em micrometros por segundo.

Os graficos das curvas de aproximacao obtidas por meio da técnica
de SECM sao apresentados na forma adimensional, fazendo-se a corrente do
microeletrodo normalizada I (I=i/i.,, a corrente do ultramicroeletrodo
normalizada pela corrente limite a distdncia infinita do substrato) versus
distancia normalizada, d (d=D/r, distancia ultramicroeletrodo-substrato
normalizada pelo raio do ultramicroeletrodo). Uma vez que estes graficos
envolvem apenas variaveis adimensionais, eles ndo dependem da concentragdo
e nem do coeficiente de difusdo das espécies que reagem. A Figura 4.32 mostra

uma curva de aproximacao do cristal de quartzo apds os procedimentos de

limpeza.
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Figura 4.32. Curva de aproximacdo normalizada do UME-substrato ().
Solucao 0,5 mol L' de KNO; contendo 1 mmol L K4Fe(CN)g/1 mmol L'
K;Fe(CN)g. v=1pms™.
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Nas curvas de aproximagdo, quando a sonda move-se em direcdo
ao substrato, a corrente de difusdo limitada pode aumentar ou diminuir,
dependendo das propriedades de tranferéncia de carga do substrato. Observa-se
na Figura 4.32 que quando a sonda aproxima-se da superficie do substrato, ha
um aumento nos valores de corrente. Este comportamento € observado quando
o substrato utilizado ¢ condutor ou eletroquimicamente ativo. Neste caso, o
metal depositado sobre a superficie do cristal de quartzo ¢ um substrato
condutor, ¢ o mediador redox ¢, entdo reciclado na superficie do metal,
tornando-se mais uma vez disponivel a sofrer reacdes no ultramicroeletrodo.
No limite, quando a distancia entre ultramicroeletrodo e substrato se aproxima
de zero, o ultramicroeletrodo estd em um regime em que ocorre o tunelamento
de elétrons e a corrente alcanca valor muito elevado, como observado na Figura
4.32. Esta abordagem, na qual a ponta age como a fonte e o detector do
mediador redox ¢ denominado de imagem feedback, e a curva de aproximagao
apresentada na Figura 4.32 ¢ chamada de “feedback positivo”, pois ¢ obtida de
um substrato condutor e/ou eletroquimicamente ativo. Da mesma maneira, a
aproximag¢do da sonda a superficie de um substrato isolante e/ou inerte, fornece
uma curva de aproximac¢ao denominada de “feedback negativo”.

Foram realizadas diferentes curvas de aproximagao do cristal de
quartzo apds as etapas de imobilizagdo do DNA e hibridacdo. A Figura 4.33
mostra as curvas de aproximagdo para as etapas de imobilizacdo de uma sonda

de DNA e posterior hibridagdo com alvo complementar.
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Figura 4.33. Curvas de aproximacdo normalizada do UME-substrato (cristal de
quartzo) nas seguintes condi¢des (M) cristal de quartzo limpo; (M) Apos
imobiliza¢ido da sonda AC, 10ug mL™; (W) Apds hibridagdo com molécula alvo
AC complementar, 10ug mL". Solugdo 0,5 mol L' de KNO; contendo
1 mmol L™ K4Fe(CN)¢/1 mmol L™ K3Fe(CN)s. v=1pum s™.

Nas curvas de aproximac¢ao mostradas na Figura 4.33, observam-se
dois comportamentos diferentes. O eletrodo limpo (curva na cor preta)
apresenta um comportamento no modo “feedback positivo” e as curvas nas
cores vermelha e azul, eletrodo modificado com a sonda de DNA e apos a
hibridacdo respectivamente, caracterizam o modo “feedback negativo”,
observado em substratos isolantes ou eletroquimicamente inertes. As
modificagdes do cristal de quartzo, pela imobilizagdao e hibridagao com o alvo
complementar, bloqueiam fisicamente parte da difusdo do par redox do seio da
solucdo até a superficie do eletrodo resultando em uma diminui¢do da corrente.
Quanto mais préximo o ultramicroeletrodo estiver do substrato, menor serd o

valor de corrente . No limite, quando a distancia entre eles se aproximar de zero,
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a corrente também se aproxima de zero. Quando o ultramicroeletrodo se
aproxima deste substrato, a corrente diminui rapidamente com a distancia
pequena entre UME-substrato e os processos de transporte de carga tornam-se
cada vez mais dificultados. A Figura 4.34, mostra um diagrama esquematico da
aproximacado da sonda (ultramicroeletrodo) a superficie do eletrodo modificado

com a dupla fita de DNA (hibrido).

Ultramicroeletrodo (sonda)

m
Fe(CN)e" Fe(CN)s™
+e

.

S § § S 8§ S S8 8§

Au

Figura 4.34. Diagrama esquemadtico das medidas de SECM para transferéncia
de elétrons através da dupla fita de DNA. Figura adaptada do trabalho de
BARD etal. *.

As curvas de aproximagdo utilizando a técnica de SECM foram
realizadas em diferentes velocidades de varredura (um/s), apds cada etapa da
modificacdo do eletrodo, imobilizacdo da sonda ¢ hibridacdo com o alvo
complementar. A Figura 4.35 A e B, mostram as curvas de aproximagao para o
eletrodo contendo a sonda AM e apdés a hibridacio com o alvo AM

complementar, respectivamente.
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Figura 4.35. Curvas de aproximacdo normalizada do UME-substrato (cristal de
quartzo) contendo: (A) Sonda AM imobilizada (10pg mL™") e (B) Alvo AM
(10pg mL™") em diferentes velocidades de varredura: (M) 0,2; (W) 1,0 ¢
(W) 2,5 um s Solucao 0,5 mol L de KNO; contendo 1 mmol L K4Fe(CN)g/
1 mmol L™ K3Fe(CN).

As curvas de aproximacdo obtidas com diferentes velocidades de
varredura tinham como objetivo estudar a cinética de transferéncia de carga
entre as espécies redox e a superficie do substrato apds as modificagdes do
genossensor. O objetivo era a realizagdo destas curvas em diferentes
concentragdes da sonda e do alvo complementar e aplicando-se diferentes
potenciais de oxidacdo/reducdo. Entretanto, por ser uma técnica nova no
desenvolvimento de biossensores de DNA, e pelo extenso trabalho realizado na
confeccao de ceélulas eletroquimicas e microeletrodos, as medidas com a técnica
de SECM nao puderam ser concluidas.

Com base nos resultados preliminares obtidos com a técnica de
SECM, pode-se identificar a imobilizacdo da sonda de DNA e sua hibridagao
com o alvo de sequéncia complementar. Estes resultados confirmam aqueles

obtidos com as demais técnicas utilizadas neste trabalho, microbalanca de
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cristal de quartzo, voltametria ciclica e espectroscopia de impedancia
eletroquimica. A técnica de SECM possui grande sensibilidade devido a sua
resolugdo espacial e por isso um dos objetivos do seu uso durante o
desenvolvimento deste trabalho era detec¢do da hibridagao de DNA na forma de
microarranjos (item 4.3.2.1, p. 98). Alguns trabalhos encontrados na literatura
apresentam resultados mostrando que estes sistemas podem ser uma alternativa

: . 1 TR An i 123-124
aos sistemas classicos de andlise de hibridagao por fluorescéncia :
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Os estudos visando o desenvolvimento de genossensores para
determinacao de algas toxicas utilizando as técnicas de microbalanca de cristal
de quartzo e técnicas -eletroquimicas apresentaram resultados bastante
interessantes € que podem levar ao desenvolvimento de dispositivos sensores
para a determinacao ¢ monitoramento de algas em regides costeiras.

Os resultados obtidos com a técnica de microbalanca de cristal de
quartzo operando no terceiro harmoénico (27 MHz) apresentaram excelente
resultados para a determinagdo das etapas de imobilizacdo das sondas de DNA e
hibridagdo, com 6tima reprodutibilidade. Além disso, foi possivel por meio da
técnica um estudo da cinética de hibridacdo de moléculas de DNA com
diferentes nimeros de bases nitrogenadas, avaliando-se também a nao
interferéncia de bases ndo complementares no processo de hibridacao. O uso de
uma solug¢do contendo NaOH e NaCl, permitiu a regeneragdo do genossensor
sendo possivel a sua reutilizacdo e hibridagdes consecutiva com moléculas de
diferentes complementaridades a sonda de DNA imobilizada sobre o eletrodo.

Os espectros de impedancia e estudos de voltametria mostraram
diferengas entre a modificagdo da superficie com a sonda imobilizada e o
evento de hibridagdo, concordando com os resultados obtidos com a técnica de
microbalanca de cristal de quartzo. A partir desses experimentos, conclui-se que
a orientacdo das moléculas de DNA na superficie do eletrodo ¢ um fator
importante para maximizar a eficiéncia de hibridacdo. Os resultados
demonstraram também que um maior controle sobre a cobertura da superficie
pela sonda de DNA pode ser alcancado por meio do uso de um tiol de cadeia
curta, o 6-mercapto 1-hexanol. O uso deste reagente mostrou-se responsavel
pelo aumento na eficiéncia da hibridacdo observada nos experimentos
utilizando as técnicas de microbalanga de cristal de quartzo e espectroscopia de
impedancia eletroquimica.

O emprego da técnica SECM para estudar eventos de hibridagao

mostrou-se extremamente atraente, pois por meio de informacgdes sobre o fluxo
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de ions relacionado a reagdes na superficie do eletrodo, pode-se identificar as
etapas de imobilizagdo e hibridacao de sequéncias complementares de DNA.

O uso de arranjos de microeletrodos para o desenvolvimento de
genossensores apresenta-se como uma perspectiva futura bastante interessante,
devido ao baixo nivel de deteccdo e o baixo consumo de reagentes. Os
resultados preliminares obtidos com os microarranjos para deteccdo de DNA
utilizando-se a técnica de EIS, possibilitaram a distin¢do entre diferentes sondas
e seus respectivos alvos complementares.

Os diferentes métodos utilizados para o desenvolvimento de
biossensores de DNA apresentaram vantagens em relacdo aos métodos
classicos, como a nao necessidade do uso de marcadores fluorescentes ou
radioativos. Isto permitiu monitorar diretamente os eventos de imobilizacdo e
hibridacdo que podem ser utilizados para os mais diversos diagndsticos

incluindo os clinicos.
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