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Resumo

SARS-CoV-2: DETECCAO COLORIMETRICA E ELETROQUIMICA
DO RNA VIRAL EM AMOSTRAS DE SALIVA HUMANA. O surgimento e a
rapida dissemina¢do de virus respiratorios e sistémicos tém marcado de forma
significativa o cenario da satde global nas ultimas décadas. Do HIV ao SARS-
CoV-2, agentes virais t€ém provocado crises sanitarias com alto custo humano e
economico, reforcando a importancia de estratégias eficazes de vigilancia,
diagnostico e contengdo. Apesar da reducdo nos 6Obitos devido a vacinagao, a
testagem em massa continua sendo uma medida essencial, mas ainda insuficiente
no Brasil devido as limitagdes de custo, acessibilidade ¢ infraestrutura. Este
trabalho teve como objetivo desenvolver ensaios moleculares mais simples,
rapidos e de menor custo para deteccdo do RNA do SARS-CoV-2 em amostras
de saliva. Foram desenvolvidos dois métodos: um colorimétrico, compativel com
microtubos ou microplacas de 96 pogos, € outro eletroquimico, aplicavel em
c¢lulas unitarias ou arranjos de oito c€lulas. Os ensaios sdao baseados no uso de
particulas magnéticas funcionalizadas com grupos carboxila para a captura do
alvo a partir do ancoramento de sondas de DNA complementares as sequéncias
do gene N, presente no RNA de SARS-CoV-2. A detecgdo e quantificagdo sao
realizadas sem necessidade de etapas de modificacdo do eletrodo, extragao ou
amplificagdo do material genético. As condigdes experimentais foram otimizadas
¢ testadas tanto em amostras de saliva fortificadas quanto em amostras reais de
pacientes ja diagnosticados pela técnica padrdo. Foram obtidos limites de
detec¢do e quantificagdo que variam de fmol L' a pmol L™ com ampla faixa
linear, a sensibilidade e especificidade dos métodos foram determinados a partir
da constru¢cdo de uma curva ROC de anélise preditiva e comparados ao método

padrao RT-PCR.
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Abstract

SARS-CoV-2: COLORIMETRIC AND ELECTROCHEMICAL DETECTION
OF VIRAL RNA IN HUMAN SALIVA SAMPLES. The emergence and rapid
spread of respiratory and systemic viruses have significantly marked the global
health scenario in recent decades. From HIV to SARS-CoV-2, viral agents have
caused health crises with high human and economic costs, reinforcing the
importance of effective surveillance, diagnosis, and containment strategies.
Despite the reduction in deaths due to vaccination, mass testing remains an
essential measure, but still insufficient in Brazil due to limitations in cost,
accessibility, and infrastructure. This work aimed to develop simpler, faster, and
lower-cost molecular assays for the detection of SARS-CoV-2 RNA in saliva
samples. Two methods were proposed: a colorimetric method, compatible with
microtubes or 96-well microplates, and an electrochemical method, applicable in
unit cells or arrays of eight cells. The assays are based on the use of magnetic
particles functionalized with carboxyl groups to capture the target by anchoring
DNA probes complementary to the sequences of the N gene, present in the SARS-
CoV-2 RNA. Detection and quantification are performed without the need for
electrode modification, extraction or amplification of genetic material. The
experimental conditions were optimized and tested both on fortified saliva
samples and on real samples from patients already diagnosed using the standard
technique. Limits of detection and quantification ranging from fmol L™! to pmol
L' with a wide linear range were obtained. The sensitivity and specificity of the
methods were determined by constructing a ROC curve for predictive analysis

and compared to the standard RT-PCR method.



Xvii

Sumario
I - INEEOAUGAOD ..t e e e e et e e e e e aaaeeas 1
1.1 - Coronavirus € a COVID-19 ....cuiiiiiiiiieeeee e 2
1.1.1 - Métodos de detec¢ao de biomarcadores e a COVID-19.................... 4

1.1.2 - Particulas Magnéticas (PMs) e sua utilizagdo em métodos analiticos

1.1.3 - Nanoparticulas de ouro (AuNPs) como marcador de biomoléculas 10

1.1.4 - Sensores eletroquimicos descartaveis (SED) ........ccccceeeecvveeecneennnee, 11

2 = ODBJEtIVO GETAl......eiiiiiiieeiiie ettt e e et e e e e 13
2.1 - ODbjetivos €SPECITICOS ....uviiiiiiiieciiee ettt e 13

3 - Procedimento experimental .............occcuviiveiiieniiiie e 14
3.1 - Reagentes € SOIUGOECS .......cccuveeeiiieeeeiiieecieeeetree et e et eiree e s e e e naeeens 14
3.2 - INStrUMENTACAO .....evviveiiiieiiieieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeereeerreseerereeeeeees 15
3.3 - Estratégias utilizadas nos métodos desenvolvidos ..........ccceeevereennnnnnee. 16

3.3.1 - Etapas envolvidas na detec¢do colorimétrica e eletroquimica do RNA

dE SARS-COV 2.ttt et 16
3.4 - Sequéncias de ssDNA sintéticos utilizadas neste estudo ...................... 17

3.4.1 - Oligonucleotideos utilizados no desenvolvimento do método

COLOTIIMEITICO euneeee e ettt e e et e e e e e e e aeeeeeaeeeeaeaeeeanaeseanaeeesnaesennns 18

3.4.2 - Oligonucleotideos utilizados no desenvolvimento do método

ClEtTOQUIMICO. .. eviiiiiie ettt ettt e et e e e et e e et eeeeseaeeennsaeeenens 19
3.5 - Particulas magnéticas (PMS)........ccocveeviiiiniieniieiieciee e 20

3.5.1 - Imobilizagdo do cDNA nas particulas magnéticas - método

COLOTTIMEGIIICO .eveeeee e et e e e e e e e e e e eee e e e e aeeeeeaaaaeeeeaaaaeeeeeennaaeees 20

3.5.2 - Imobilizagdo do cDNA nas particulas magnéticas para o método

CletTOQUIMICO. .. uviiiiiieeeiiie et ettt e e e e e earaeeeees 22



3.6 - Sintese das nanoparticulas de ouro (AuUNPS).......cccccccvevvieviieeiieeieenee, 23
3.6.1 - Imobilizacdo do ADNA nas AUNPS........ccccoveiiiiiiiiiiiiieieeee e 24
3.7 - Fabricagao dos dispositivos eletroquimicos descartaveis....................... 25
3.7.1 - Definicao dos eletrodos € serigrafia ...........cccceevvveeecieeencieeenreeene, 25
3.8 - Estratégias utilizadas para a detec¢ao do material genético................... 27
3.8.1 - Etapas envolvidas no método colorimeétrico.........cocuverveeecreeerereennee. 27

3.8.2 - Etapas envolvidas no método genomagnético com deteccao

ClEtrOQUIMICA ... .eeiiiiiie ettt e e e et e e et e e eseaeeennneeeenees 28
3.8.3 - Reagdes na detecgao eletroquimica ..........cccuveeeceveeeecieeecciieeeeieene, 29

4 - Resultados € diSCUSSA0 .....ccccuuriiieieiiiiiec et ettt e et e e e aaree e e e 30
4.1 - CaracCteriZACOECS ......uvvveeeeeirrieeeeeetreeeeeeeireeeeeeeitrreeeeeetaeeeeeeeaveeeeeeesreeeeeans 30

4.1.1 - Caracterizagdo do ensaio genomagnético com detecgdo eletroquimica

4.1.2 - Espectrofotometria na regido do UV-Visivel do dDNA, AuNPs e
conjugado AUNP-dADNA .........oooiieee e 32

4.1.3 - Caracterizacao das particulas.........cccceeecveeerciieenciieeerie e, 33

4.2 - Aplicagdo do ensaio genomagnético com deteccdo colorimétrica em

AMOSTITAS TOTTITICAAAS .uneeree et e et e e e eaeeeeeteeeeaaeesaaesennaeaees 36

4.3 - Otimizac¢des dos parametros do ensaio genomagnético com detec¢ao

(670 0] 9100115 8 (oo USSP 37
4.3.1 - Tampdes de imobilizagdo dos cDNAs nas PMs.........ccccccvveennenennee 38
4.3.2 - Bloqueio das PMs realizada apds a conjugacdo com cDNA........... 40
4.3.3 - Composi¢ao do tampao de hibridizagao...........ccceeeeeveeevcrieeennnennnee, 41

4.3.4 - Composi¢ao do tampdao para a formacdo do complexo biotina-

ESIEPLAVIAING ....oeiiiiiiiciiiecciee e e 42



XiX

4.3.5 - Otimizagdes com aplicacdo do método em microplaca de 96 pocos

4.4 - Aplicacdo do ensaio genomagnético com deteccdo colorimétrica em

amostras reais confirmadas por RT-PCR..........ccccoociiiiiniiiiiieeeeee, 47

4.5 - Ensaio genomagnético com detecgdo eletroquimica em amostras de saliva

FOTtHICAAAS ...ee et aaee e 50
4.6 - Otimizagoes do ensaio eletroqUIMICO.......cccveeeueeeriieerieeieeeiee e, 51
4.6.1 - Estudo do eletrolito de suporte ..........eeceveeeeeiieeeciieeeciieeeeee e, 51
4.6.2 - Avaliacao da diluicao da amostra de saliva..............cccoeeeevvvvennennn... 52
4.6.3 - Avaliagao do tipo frasco utilizado para a coleta de saliva............... 53
4.6.4 - Avaliagdao do tempo de INCUDBAGAOD .....ccvvvereeviereriiieeiee e, 54
4.6.5 - Acompanhamento do titulo viral ao longo dos dias......................... 55

4.6.6 - Testes de interferéncia na presen¢a do material genético de outros

4.6.7 - Aplicagdo do meétodo eletroquimico em amostras de saliva de

individuos saudéveis e pacientes com COVID-19 confirmadas por RT-PCR

..................................................................................................................... 57
4.7 - Comparagao dos métodos desenvolvidos ..........cceeevveeeruieeeeiieeecieeeennee. 60
IR 7] 1 1o LT 1SS 61

6 R f & i 63
e erenCIaS .....................................................................................................



1 - Introducao

Nas ultimas 4 décadas, o mundo tem sido exposto a recorrentes epidemias
em grande escala de novos virus emergentes. Dentre estes, estdo o virus da
imunodeficiéncia humana (HIV), virus da gripe (HIN1), Ebola (EBOV), Zika
Virus (ZIKV), Virus da Sindrome Respiratoria Aguda Grave (SARS-CoV) e
recentemente a Sindrome Respiratéria Aguda Grave 2 (SARS-CoV-2),
responsavel pela doenga COVID-19!.

Em 12 de dezembro de 2019, na provincia de Wuhan China, foi
hospitalizado um paciente portador de uma grave doenca respiratdria com
manifestacoes clinicas semelhantes a pneumonia viral. Em cerca de um més apods
este ocorrido, pelo menos 1.975 casos foram relatados desde este primeiro

. 2 . y e y e . . . .
paciente”. A principio, por conta de varias similaridades, pensou-se que poderia
ser uma infecgdo por um novo virus influenza, ou até mesmo outros virus
respiratorios, tal como o coronavirus responsavel pela sindrome respiratoria

aguda grave (SARS-CoV) de 20027,

No inicio de janeiro de 2020, o agente causador da pneumonia foi
identificado como um novo coronavirus por varios laboratorios independentes
localizados na China*. Em um periodo muito curto de tempo o virus se espalhou
para mais de 45 paises e o numero de individuos infectados aumentou
rapidamente em escala global, causando um alarme internacional. A América
Latina foi excecdo até 25 de fevereiro de 2020, quando o Ministério da Satde do
Brasil confirmou o primeiro caso € em margo de 2020, o surto da COVID-19 foi

considerada pela OMS como uma pandemia mundial®®,

Desde o inicio da pandemia de COVID-19, 777,7 milhdes casos de infec¢ao
e mais de 7,1 milhdes de obitos ja foram confirmados no mundo todo. Até junho
de 2025, o Brasil atingiu a marca de 39,2 milhdes de casos € mais de 716,1 mil
Obitos confirmados como vitimas da Covid-197 e estes niimeros continuam

aumentando. As ondas de infec¢do em curso resultam de mutacdes no genoma



viral que levam a novas variantes e que vém ocorrendo em varios paises® !l
Esforcos tém sido feitos para a vacinagdo em massa, contudo, SARS-CoV-2

continua sendo uma preocupagao de saude publica global.

Dados obtidos da organizagdo mundial da satide e outras organizacdes
estimam um namero de mortes em excesso que varia de 19,23 milhoes a 36,18

milhdes além dos mais de 7,1 milhdes de dbitos por COVID-19 ja confirmados'.

Na vigilancia gendomica do SARS-CoV-2, em 2025 foram registrados 2.129
sequenciamentos na plataforma GISAID, realizados pela Rede Nacional de
Laboratérios de Saude Publica, referentes a amostras de casos de covid-19
coletadas entre as semanas epidemiologicas 01 e 19. Nesse periodo, foram
identificadas 116 diferentes linhagens circulantes, com destaque para a LP.8.1.4,

JN.1.11 e IN.1.16.5.

Apesar das quedas no niumero de novos casos € de mortes observadas no
pais, ainda ha uma preocupacao quanto a necessidade de se manter as medidas de
prevengao, controle e enfrentamento a disseminag¢ao do coronavirus, o que inclui
a necessidade de testagem em massa da populacdo e em especial pelo aumento de

casos observados em diferentes paises no mundo.

1.1 - Coronavirus e a COVID-19

Os coronavirus sao membros da subfamilia Orthocoronavirinae da familia
Coronaviridae ¢ da ordem Nidovirales (Comité Internacional de Taxonomia de
Virus)!*. Esta subfamilia consiste em quatro géneros a, B, y € 3, € sdo encontrados
em uma ampla sele¢do de espécies animais, incluindo camelos, bovinos, gatos,
morcegos, porcos € humanos'>!®. Dentre estes quatro géneros, o B-coronavirus é
o que leva a ocorréncia de doengas que incluem a SARS-CoV, sindrome
respiratoria do Oriente Médio (MERS-CoV) e sindrome respiratéria aguda grave
2 (SARS-CoV-2), que apresenta um espectro clinico variando de infeccdes
assintomaticas a quadros graves que envolvem os sistemas respiratorio, entérico,

hepatico e neuroldgico de humanos e animais'>!"18,



Os coronavirus sdo virus envelopados com didmetro de 60 a 130 nm que
contém um genoma de acido ribonucleico (RNA) altamente diversificado de fita
simples de sentido positivo, com tamanho variando de 26 a 32 mil bases, contendo
um dos maiores genomas entre os virus de RNA"2°, Esse virus pode apresentar
capsideos pleomorficos (tendendo a globular) e ter proje¢des radiais superficiais
como uma coroa, dai o nome coronavirus®. Estudos apontam que SARS-CoV-2
compartilha 79,5% de identidade de sequéncia com o SARS-CoV, ¢ 96,2% da
identidade geral da sequéncia do genoma com o RaTG13 um coronavirus de

morcego?!?2,

Utilizando do mesmo receptor que o SARS-CoV, o0 SARS-CoV-2 invade as
células humanas a partir da enzima ACE2 (Angiotensis Converting Enzime 2) 3,
contudo, a andlise filogenética revelou que o SARS-CoV-2 se enquadra no
subgénero Sarbecovirus do género Betacoronavirus, e, portanto, ¢ distinto do
SARS-CoV?. Resultados recentes encontrados na peninsula Indochina apontam
que o coronavirus tenha surgido de modo natural, mas a origem exata do virus

permanece uma incognita®>%6,

Variantes do SARS-CoV-2 tém sido associadas ao aumento da
transmissibilidade, resisténcia a neutralizagdo e gravidade da doenca. A vigilancia
gendmica do SARS-CoV-2 em andamento em todo o mundo melhorou a
capacidade de identificar e reportar rapidamente essas variantes. Existem
atualmente um grande numero de variantes, € baseado em seus perfis clinicos e
epidemiologicos, a Organizacdo Mundial da Satide (OMS) designou as atuais em
circulagdo como variantes de preocupacao (VOC), variantes de interesse (VOI)
ou variantes sob monitoramento (VUM)?’. Até junho de 2025, as variantes Alpha,
Beta, Gamma, Delta, Omicron e suas cepas tiveram o maior impacto global em

termos de transmissdo e evasdo imunologica®®.

Da mesma forma que outros virus, as principais vias de infeccao se dao a

partir do contato direto com aerosséis de pessoas infectadas e contato indireto



com superficies contaminadas seguido do toque nos olhos, nariz ou boca. Apenas
alguns metros de distincia ja bastam para a contaminagdo acontecer € em
condig¢des favoraveis o virus pode viajar pelo ar a até 10 metros de distAncia®3!,
Podendo variar de 1 a 14 dias apds o contato, o periodo médio de incubagao ¢

estimado em 6,5 dias*>>?

, contudo, existem relatos no qual o periodo de incubagao
de um portador assintomatico chegou a 19 dias**, dificultando, assim, a estratégia

de quarentena sugerida pela OMS.

Dentre as manifestacdes clinicas, os casos leves de COVID-19 apresentam
febre, tosse, cansaco e perda do olfato como os sintomas mais comuns. Nas
manifestacdes moderadas destacam-se ndusea, dor de cabecga, dores abdominais e
diarreia. Os sintomas graves envolvem dificuldade respiratoria, perda de fala ou

mobilidade e dores no peito3-3>3,

1.1.1 - Métodos de deteccao de biomarcadores e a COVID-19

Devido aos sintomas serem semelhantes aos de um resfriado, gripe e até
outras sindromes respiratorias sazonais, o diagndstico e o isolamento precoces de
pacientes infectados sdo essenciais para retardar a disseminagdo viral. De acordo
com as diretrizes da OMS, a confirmag¢do da infeccdo por COVID-19 deve ser
feita pela deteccao de sequéncias Unicas de acido ribonucléico (RNA) do SARS-

CoV2, visando os genes N, E, S e RdRp?’.

Pode ser observado que o surgimento da variante Omicron nao modificou

as metodologias ja estabelecidas no diagndstico laboratorial '

. A aplicagdo do
método considerado padrao ouro para o diagndstico de COVID-19 envolve a
deteccdo do RNA viral pela transcrigdo reversa em tempo real e reacdo em cadeia
da polimerase (RT-PCR). Esta técnica apesar de muito bem estabelecida ndo era
amplamente disponivel em andlises clinicas de rotina, no entanto, com a pandemia

global, ela se tornou mais difundida, especialmente em paises desenvolvidos. O

RT-PCR envolve etapas complexas como a necessidade de extragdo do RNA,



transcricdo para DNA e varios ciclos de aquecimento e resfriamento, exigindo
quantidades relativamente elevadas de reagentes como enzimas, primers €
nucleotideos. A técnica tem sido utilizada de forma qualitativa, sendo os
protocolos ainda mais complexos para detec¢ao quantitativa do material genético
do virus*®-°. A FIGURA 1.1.1 ilustra de forma simplificada as etapas envolvidas

para a utilizagao do RT-PCR

RT-PCR
SNy

Termociclador

Coleta da amostra

I Cycle
=i Anélise de dados

Transcrigéo reversa

Extragdo do RNA

FIGURA 1.1.1- Etapas envolvidas para a detec¢do qualitativa do RNA viral
utilizando RT-PCR

Mesmo sendo a principal técnica para o diagnostico da COVID-19
apresentando elevada sensibilidade e especificidade clinica, a técnica de RT-PCR
apresenta algumas importantes limitagdes principalmente quanto ao custo elevado
e necessidade de pessoal técnico especializado passando por eventuais falso-

positivos e falso-negativos*®#!

. Apesar de muito pouco comum, houve um
importante caso recente na Inglaterra em que investigagdes concluiram que mais
de 43 mil testes RT-PCR, de um Unico laboratorio, apresentaram resultados falso-

negativos**,

Como apresentado na FIGURA 1.1.2, além do RT-PCR outros métodos
de diagnostico estdo disponiveis como os testes rapidos ou imunocromatograficos

e os ensaios imunoenzimaticos (ELISA), que apesar de disponivel inclusive em



paises subdesenvolvidos, ndo foi utilizado em escala na pandemia*. Os testes
rapidos tém como vantagens a capacidade de serem realizados em campo sem
equipamentos laboratoriais especiais com facilidade de execu¢ao e interpretacao
simples, no entanto, ndo permitem a quantificacdo do antigeno e tendem a
apresentar problemas de falsos negativos e positivos sendo utilizados para triagem

inicial devendo o diagndstico ser confirmado por outra técnica como o RT-PCR.

Testes para COVID-19

SOROLOGICOS

IMUNOC ROMATOGRAFICTS

Antigeno /fanticorpo

FIGURA 1.1.2 — Tipos de testes para COVID-19 clinicamente disponiveis
atualmente.

A falta de acurécia no diagndstico pode estar relacionada ndo somente ao
tipo de técnica, mas também por conta do tempo entre infec¢do e coleta da
amostra, o tipo de biomarcador a ser detectado e o tipo de material biologico
coletado. Sendo que estes parametros podem inviabilizar a deteccao no estagio
inicial da doenga, dificultando um diagnostico preciso. Como demonstrado na
FIGURA 1.1.3, o sistema imune de pacientes infectados come¢a a produzir
anticorpos IgM e IgG anti-nucleocapsideo viral somente apds 7-10 dias da
infeccao inicial sendo, portanto, inviavel a deteccdo destes para o diagndstico

inicial da doenga*>*.
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FIGURA 1.1.3- Intensidade do sinal imunologico e titulo viral ao longo dos dias
de infec¢do. Adaptado de Xavier et al (2020)".

Mesmo com o uso de um método que seja capaz de realizar a detecg¢ao
destes alvos em concentragdes muito baixas, a presenca destes anticorpos no
organismo indica que a carga viral no individuo j4 diminuiu significativamente a

ponto do paciente ja ndo estar mais transmitindo a doenga.

Outras técnicas que envolvem amplificagdo génica, como a Amplifica¢ao
Isotérmica Mediada por Loop (LAMP) surgiram como uma alternativa, mas
apesar da boa seletividade e eficiéncia, esta técnica também requer etapas de
aquecimento e quantidades significativas de reagentes, além de pessoal treinado,

o que dificulta sua aplicagdo em grande escala *3%.

Apesar disso, atualmente existem novas possibilidades utilizando
tecnologias e ferramentas computacionais como machine learning ¢ deep
learning na deteccdo de biomarcadores onde pesquisas t€m integrado inteligéncia

artificial (IA) e técnicas eletroquimicas para criar biossensores®*>2,



1.1.2 - Particulas Magnéticas (PMs) e sua utilizacdo em métodos

analiticos

A utilizagdo de PMs no desenvolvimento de métodos analiticos tem
despertado grande interesse nos ultimos anos. Isso se deve principalmente a sua
capacidade de permitir a separagao e captura do analito de forma simples trazendo
grande versatilidade no desenvolvimento de novos métodos de deteccdo. Isto
aliado a elevada area superficial, excelente estabilidade quimica e fisica, baixa
toxicidade e alta biocompatibilidade das PMs. Com varia¢des de tamanho que vao
de escala nanométrica a micrométrica, no qual diferentes compostos podem ser
covalentemente imobilizados as PMs permitindo grande versatilidade na
capacidade de rapidamente capturar e separar os mais diversos tipos de compostos
de uma matriz de amostra tdo complexa como amostras de soro, saliva ou urina,
fazendo uso de um campo magnético externo gerado por imas de baixo custo com
os de neodimio-ferro-boro >3. As PMs consistem em um nuicleo paramagnético ou
superparamagnético rodeado por uma camada externa polimérica adequada para
a imobiliza¢do de biomoléculas. O nicleo magnético ¢ prontamente disponivel
em diferentes formas de 6xido de ferro, entre as quais se destacam as estruturas
na forma de magnetita (Fe;O,), maghemita (y-Fe,O3) e hematita (a-Fe,O3) >4, A
FIGURA 1.1.4 ilustra as possibilidades de modificacao nas PMs.



Proteinas

FIGURA 1.1.4 - Modificagdes possiveis em particulas magnéticas.

O recobrimento das PMs tem como funcdo além de permitir o
ancoramento de moléculas voltadas para reconhecimento ou bioreconhecimento
do analito neutralizar as altas energias de superficie que podem levam a agregacao
das PMs, evitando também atividades quimicas que podem levar a sua oxidagao
com possivel perda de propriedades magnéticas®. Atualmente existem PMs
disponiveis comercialmente, modificadas com diversas biomoléculas que
permitem seu uso em diferentes categorias de bioensaios. Assim, € possivel
adquirir PMs funcionalizadas com uma ampla gama de grupos funcionais como:
aminas, carboxilas, aldeidos, epoxidos, ésteres e tosilas, podendo ser utilizados

em diferentes estratégias para a imobilizagdo de espécies biologicas .

PMs tém sido amplamente empregadas em métodos colorimétricos e
varios metodos eletroanaliticos. Podem melhorar significativamente o
desempenho de sensores, pois possibilitam a captura e separacdo de varias
biomoléculas como proteinas e peptideos®, acidos nucleicos (RNA e DNA)S!,
células®? e oligonucleotideos® além de, em muitos casos, permitir a amplifica¢do
do sinal analitico®. Estas caracteristicas sdo de extrema importancia para métodos
eletroanaliticos, pois além de minimizar possiveis interferéncias devido a matriz

da amostra, muito comum nesta técnica, as PMs auxiliam na obtencdo de baixos
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limites de detec¢ao devido tanto a elevada area superficial quanto a possibilidade

de preconcentragio do analito®.

1.1.3 - Nanoparticulas de ouro (AuNPs) como marcador de

biomoléculas

As AuNPs sao de facil obtencao por diferentes rotas e assim como as PMs,
podem ser decoradas com diferentes compostos, de forma que uma ampla gama
de grupos funcionais podem ser utilizados para a imobilizagdo de biomoléculas
como proteinas e material genético de forma covalente ou por meio de interagdes

eletrostaticas para utilizagdo em diferentes tipos de biossensores 73

Nanoparticulas funcionalizadas com DNA podem ser sintetizadas sob
condi¢des especificas podendo ser utilizadas para a saturagao da superficie das

AuNPs com moléculas de DNA de fita simples 7

. Propriedades como estas,
levaram AuNPs a ser um excelente candidato para varias aplicagdes buscando o
biorreconhecimento com potenciais aplicagdes na area médica devido a sua
distribuicao de tamanho, eficiente modificacdo de superficie, condutividade,

biocompatibilidade atrativa e propriedades eletroquimicas’> 7%,

Os sensores eletroquimicos baseados em nanoparticulas de ouro
desempenham um importante papel podendo ser utilizadas como plataforma de
imobilizagdo ou como marcador eletroquimico, oferecendo, quando devidamente
modificadas, elevada seletividade, sensibilidade e baixo custo para a detec¢ao de
sequéncias especificas de DNA. Estes sensores eletroquimicos se aproveitam da
ocorréncia de interacdes em nanoescala entre as sequéncias alvo, a camada de

reconhecimento e a superficie do eletrodo™.

Dentre as técnicas eletroquimicas utilizadas, destacam-se a espectroscopia
de impedancia eletroquimica e técnicas voltamétricas como a voltametria de pulso
diferencial que tem sido usada para a deteccdo de DNA, uma vez que ¢ uma

técnica poderosa utilizada para a detec¢do de ions metalicos em niveis de trago®®-

82
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O uso de AuNPs na deteccdo de particulas virais infectantes como 0s
antigenos do virus SARS-CoV-2 via métodos colorimétricos tem sido relatado na
literatura®®. Apesar dos atrativos, uma desvantagem na sua utilizagdo é o aumento
do sinal do branco analitico resultante da adsorcdo inespecifica de pequena
quantidade de AuNPs, para isto, neste trabalho foram realizados estudos com

diferentes solucdes de bloqueio visando evitar este tipo de interferéncia.

1.1.4 - Sensores eletroquimicos descartaveis (SED)

Um SED pode ser definido como um filme condutor depositado sobre um
suporte ndo condutor, sendo o filme condutor parcialmente recoberto com um
filme isolante para a definicdo da area exposta dos eletrodos. Como suporte, os
dispositivos podem ser fabricados utilizando materiais poliméricos e a base de

papel$3-5,

Os SED sao normalmente fabricados empregando técnicas como
sputtering®’, impressdo a jato de tinta®® e mais amplamente utilizando serigrafia®.

Os materiais que podem ser empregados na fabricagdo dos eletrodos sao

87,90,91 92-94

metais e mais comumente compostos a base de carbono”*. A técnica de
serigrafia consiste em depositar a tinta sobre uma madascara ou tela que ¢
previamente fixada sob o suporte isolante, a fim de delimitar a drea de interesse
na formag¢ao dos eletrodos e por meio do qual a tinta a ira entrar em contato com
o suporte para ser depositada®. A possibilidade do uso de diferentes mascaras
permite a preparagdo de diferentes formatos de eletrodos, como também células

eletroquimicas contendo multiplos eletrodos de trabalho®9>,

As etapas envolvidas nessa técnica sdo: a deposicao da tinta, secagem e
cura da mesma, seguida pela aplicagdo de material isolante, a fim de definir as
areas expostas dos contatos elétricos e dos eletrodos. A versatilidade do uso da
técnica de serigrafia tem sido amplamente explorada na area de biossensores,
devido a facilidade em projetar o melhor formato de eletrodos para a analise

desejada e facil integracdo a dispositivos portateis®’. Estudos descreveram
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recentemente varias aplicacoes ¢ métodos utilizando a construgdao de diferentes
biossensores eletroquimicos para aplicagdo em analises clinicas sendo projetados
por técnicas de serigrafia e associados ou nao a dispositivos microfluidicos sendo

empregados como biossensores ou genossensores, entre outros®*%,

Pode-se destacar como principal vantagem o fato de os SEDs construidos
para ser descartaveis, contudo, eles apresentam ainda varias caracteristicas
atrativas tais como: baixo custo, baixo consumo de amostra e reagentes seja para
sua construcao ou na aplicacdo, portabilidade, utilizagdo como dispositivo point-
of-care®®, facil fabricagdo em grande escala, podendo ser utilizados para uma
ampla gama de aplicagdes e ampla possibilidade de modificacdo da superficie
sensora ou mesmo da tinta proporcionando métodos versateis de imobilizagao de
materiais biologicos por exemplo!'?1%, Os SEDs tém sido utilizados na detecgdo
e determinacdo de ampla variedade de analitos, podendo estes ser ions
metalicos!'®, compostos organicos!®, herbicidas!%, carboidratos!'?’, anticorpos!'®,

DNA e RNA!®-13,
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2 - Objetivo Geral

Desenvolver métodos analiticos para a detec¢do genomagnética do virus

SARS-CoV-2 em amostras de saliva utilizando técnicas Oticas e eletroquimicas

que possam auxiliar no diagnostico precoce de COVID-19.

2.1-

Objetivos especificos

Defini¢do das sequéncias de RNA viral e das sequéncias de DNA para

captura e deteccao;

Promover a imobilizagdo covalente das sondas de DNA de captura e de
deteccao nas particulas magnéticas e nanoparticulas de ouro, e suas devidas

caracterizagoes;
Construgao e avaliagdo dos dispositivos eletroquimicos descartaveis;

Avaliar a capacidade dos métodos para a deteccdo colorimétrica e
eletroquimica de sequéncias de DNA de fita simples idénticas as do RNA

viral em amostras de saliva fortificadas;

Avaliagdo das figuras de mérito dos métodos a serem desenvolvidos, como

defini¢do da regido linear, limites de detec¢ao e interferentes;

Aplicagdo dos métodos em amostras de individuos sauddveis e pacientes

diagnosticados com COVID-19;

Comparacao dos resultados obtidos com a técnica de RT-PCR.
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3 - Procedimento experimental

3.1 - Reagentes e solucoes

Cloreto de potassio (KCl), cloreto de sodio (NaCl), fosfato de sodio dibasico
(Na;HPO,), fosfato de sodio monobasico (KH,PO,), cloreto de magnésio
(MgCly),  N-(3-dimetilaminopropil)-N’-etilcarbodiimida ~ (EDC),  4cido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA), ditiotreitol (DTT), N-hidroxisuccinimida
(NHS), cloridrato de tris(hidroximetil)aminometano (Tris-HCIl), Tween-20
(TW20), 3,3',5,5'-Tetrametilbenzidina (TMB) substrato liquido, etanolamina,
HRP-streptavidina (GERPN 1231) e tampdao MES (4cido 2-etanossulfonico)
foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Particulas magnéticas
com 1 pum funcionalizadas com grupo carboxilico (PMs) foram obtidas da
Invitrogen (Dynabeads® MyOne™ Carboxylic Acid, Prod. n° 65012, Thermo
Fisher Scientific, Waltham, USA). Albumina de soro bovino (BSA) foi adquirida
da Fisher Scientific (Geel, Bélgica) e acido cloridrico (HCl) foi adquirido da Fluka
(S.Harvey St, Muskegon, USA). Tampdo fosfato salino (PBS) 10 mmol L
(Na,HPO4 10 mmol L, KH,PO4 1,8 mmol L', KCI 2,7 mmol L, NaCl 137
mmol L e pH 7.,4), tampdo Tris-EDTA (TE) (pH 7,6 — 8,0, 10 mmol L' Tris-
HCI, 1 mmol L' EDTA), tampdo TE-TW20 (TE + 0,05 % Tween 20), tampao
NE 10x (pH 7,9, 500 mmol L Tris-HCI, 1000 mmol L NaCl, 100 mmol L-!
MgCl,, 10 mmol L' DTT), tampéo NE 1x (pH 7,9, 50 mmol L' Tris-HCI, 100
mmol L NaCl, 10 mmol L MgCl12, 10 mmol L' DTT), tampdo PBS-TW20
(PBS + 0,05 % de Tween 20), NE-TW20 (NE 1x + 0,05 % de Tween 20). As
solucdes utilizadas foram preparadas com dgua ultrapura obtida em um sistema
Milli-Q (Millipore, 18,2 MQ.cm a 25°C, Bedford, EUA); Os oligonucleotideos
sintéticos adquiridos e utilizados para captura, como alvo e para deteccao foram
dissolvidos segundo o protocolo fornecido pelo fabricante, em TE (10mM Tris,
ImM EDTA), EDC e NHS foram preparados em agua imediatamente antes do
uso. Todos os reagentes utilizados no preparo das solu¢des eram de pureza

analitica.
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3.2 - Instrumentacao
Para as medidas de pH utilizou-se um pHmetro Digimed DM20 (Digimed,

Brasil). As solugdes foram preparadas com agua purificada obtida em um sistema

de purificagao Milli-Q da Millipore (Millipore, Bedford, USA).

Nas etapas de hibridizagao e bioconjugacao utilizou-se um termo-agitador
da KASVI K80-100 para agitacdo e lavagem durante as diferentes etapas. Para a
centrifuga¢do das nanoparticulas de ouro utilizou-se centrifuga Mikro 220R
Heitech. J& para a centrifugacdo dos tubos de coleta de saliva utilizou-se uma

Eppendorf 5810R e suportes para o tubo Salivette.

As medidas de espectrofotometria na regido do visivel foram obtidas
utilizando um espectrofotometro SHIMADZU modelo UV-2550, para os
experimentos realizados em microtubos e os realizados em microplaca de ELISA

foi utilizado o leitor EZ Read 400 Microplate Reader da Biochrom.

As medigOes eletroquimicas foram realizadas utilizando um sistema
pStat800 (Metrohm, Suica). O vinil adesivo e o substrato de PVC foram cortados
utilizando uma impressora a laser (Two Trees, China). As esferas magnéticas
foram homogeneizadas utilizando um banho ultrassonico (modelo USC-1400,
UNIQUE) e um agitador de vortex (modelo AV-2 82328, GEHAKA). O conjunto
de eletrodos foi finalizado utilizando uma prensa térmica (modelo PTM 38, F1
fornecido, Brasil), que selou e definiu a area exposta do eletrodo de trabalho
(WE). Um suporte foi produzido utilizando uma impressora 3D (Creality, China)
com uma area de construg¢do de 235 x 235 x 280 mm e nivelamento automatico.
As pecas impressas foram feitas utilizando filamento PLA (4cido polilatico) da

3Dfila, fabricante brasileira.

As Imagens de microscopia eletronica de varredura (MEV) e microscopia
eletronica de transmissao (MET) foram obtidas dos equipamentos FEI Inspect

F50 e FEI Tecnai G2 F20 X-twin 200KV, respectivamente.
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3.3 - Estratégias utilizadas nos métodos desenvolvidos

3.3.1 - Etapas envolvidas na deteccio colorimétrica e eletroquimica

do RNA de SARS-CoV-2.

A estratégia de funcionamento para ambos os sistemas se baseia na
hibridizagao das fitas simples de DNA (ssDNA) utilizada para captura e separagao
com 0 RNA do virus SARS-CoV-2. Neste trabalho, esta etapa pode variar de 30
a 60 minutos e ¢ chamado de incubag¢ao ou hibridizagao, que leva a formagao de

um hibrido DNA-RNA !4,

Nos métodos desenvolvidos sdo utilizadas duas sondas de ssDNA, uma
para captura do RNA alvo (cDNA) e uma segunda para a etapa de detec¢do
(dDNA). A ¢cDNA foi ancorada covalentemente nas particulas magnéticas e a
segunda foi modificada de diferentes formas com diferentes marcadores
dependendo do método de deteccio empregado seja colorimétrico ou
eletroquimico. No caso, o dDNA pode ser conjugado com Streptavidina-HRP
para o método colorimétrico ou nanoparticulas de ouro, no caso do método

eletroquimico.

A saliva coletada passa por um processo de aquecimento na temperatura de
65°C por 30 minutos, a fim de expor o RNA viral. Na etapa de captura, hd a
formagdo do hibrido DNA-RNA levando a formando de um bioconjugado,
envolvendo as particulas magnéticas ja modificadas com o cDNA, alvo e 0 dDNA
contendo o biomarcador. Este bioconjugado ¢ separado magneticamente e apds
as etapas de lavagem segue-se para a etapa de deteccdo e quantificacdo. A
FIGURA 3.3.1 ilustra de forma resumida as etapas envolvidas e os diferentes
métodos de deteccao empregados, mais detalhes sobre cada etapa envolvida na

aplicacao dos métodos sao discutidos no item 3.8 -.
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FIGURA 3.3.1-Representacdo esquematica das etapas basicas envolvidas nos
ensaios genomagnéticos desenvolvidos.

3.4 - Sequéncias de ssDNA sintéticos utilizadas neste estudo

No desenvolvimento do ensaio genomagneético, foram avaliadas regides
diferentes do gene do virus SARS-CoV-2, baseadas na fosfoproteina do
nucleocapsideo (N), denominados regido 1A. Estas também foram utilizadas para

o diagnostico da COVID-19 via técnica de RT-PCR, por serem especificas para
virus SARS-CoV-2.

Foram sintetizadas sequéncias de oligonucleotideos, complementares as
sequéncias alvo do RNA viral, denominadas sondas de DNA para captura, cDNA,
e sondas de DNA para detec¢ao, dDNA. A sequéncia de ssDNA utilizada como
padrdo, com sequéncia similar a regido alvo do RNA viral, foi obtido da Exxtend
Biotecnologia (Brasil) e as sondas de captura e detec¢do foram adquiridas da
Sigma-Aldrich (EUA). As sondas contém em suas extremidades um espagador
C6 sendo utilizado um grupo terminal amino ou tiol, utilizado para o ancoramento
dessas sondas com as nanoparticulas de interesse, por meio de ligagdao covalente,

ou do grupo biotina, no caso do método colorimétrico.
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As solugdes contendo as sequéncias de DNA sintético foram preparadas
conforme as orientacoes do fabricante sendo aliquotadas e estocadas em

temperatura de -20°C na concentragdo estoque de 100 pmol L, até a utilizagdo.

3.4.1 - Oligonucleotideos utilizados no desenvolvimento do método

colorimétrico

Neste estudo foi utilizado um oligonucleotideo de sequéncia similar a
sequéncia alvo do RNA do virus SARS-CoV-2 (1A), sequéncia de DNA para a
captura de cada segmento do RNA alvo, além da sequéncia de DNA para a etapa

de deteccao, conforme representado na TABELA 3.4.1

Oligonucleotideo Sequéncia Modificador
Sonda de Captura [AmC6] 5° TCT GGT TAC TGC CAG Amina
1A TTG AAT CTG 3’ Primaria
Sequéncia alvo 5> TGA TAA TGG ACC CCA AAA

1A paraogene N | TCA GCG AAA TGC ACC CCG CAT
de SARS-CoV-2 TAC GTT TGG TGG ACC CTC AGA -

dDNA TTC AAC TGG CAG TAA CCA GA 3’
Sonda de 5> GGG TCC ACC AAA CGT AAT Biotina
Deteccao 1A GC 3’ [BtnTg]

TABELA 3.4.1- Sequéncia de bases das ssDNA utilizadas como sondas de
captura modificadas com espagcador e amina primaria, sonda de deteccao
modificadas com biotina e alvo utilizados no método colorimétrico.

O cDNA foi ancorado em particulas magnéticas via reagao de acoplamento
com uso de N-(3-dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida (EDC) e N-
hidroxisuccinamida (NHS), descritos em mais detalhes nos itens 3.5.1 - 3.5.2 -
respectivamente. O dDNA biotinilado e o conjugado MP-cDNA foram
adicionados na solugdo da amostra promovendo a etapa de hibridizacdo, em
seguida as etapas de captura e separacdo do RNA viral de amostras de saliva e

posteriormente a detec¢ao via oxidacao do TMB produzindo uma coloragao azul,
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apos este tempo, foi adicionado 50 ulL de solugdo HCI 0,2M interrompendo a
reagdo enzimatica via desnaturagdo da enzima HRP e modificando a cor para

amarelo, que sinaliza o final da reagao.

3.4.2 - Oligonucleotideos utilizados no desenvolvimento do método

eletroquimico

Devido a presenca do grupamento amina nas bases nitrogenadas: adenina,
guanina ¢ citosina, a imobilizacdo covalente das sequéncias de DNA contendo
grupo terminal amino nas particulas utilizando-se de reagdes de amidagdo via
EDC/NHS, pode ndo levar a uma orientagdo preferencial. Para atingir esse
objetivo e garantir uma orientagao preferencial na imobilizagdo entre o cDNA ¢
as particulas magnéticas, optamos por incorporar o modificador tiol nesta
abordagem. A inclusdo do modificador tiol se mostrou crucial, uma vez que sua
presenca permite um maior controle no processo de imobilizagdo nas AuNPs,
promovendo maior efetividade quanto ao nimero de sondas em orientagdo
preferencial disponiveis para hibridizagdo com o alvo. As sequéncias utilizadas
podem ser observadas com detalhes na TABELA 3.4.2, na qual [ThiC6] se refere
ao espagador ligado ao modificador tiol e os nimeros 5° e 3’ presentes nas
extremidades do DNA, se referem aos grupos fosfato e hidroxila ligados aos

carbonos 5 e 3 da pentose respectivamente!!>.

Oligonucleotideo Sequéncia Modificador
Sonda de [ThiC6] 5' GTC TAA GTT GAC CGT Tiol
Captura 1A CAT TGG TCT 3'
cDNA

Sequéncia alvo 1A 5> TGA TAA TGG ACC CCA AAA
para o gene N de TCA GCG AAA TGC ACC CCG CAT -
SARS-CoV-2 TAC GTT TGG TGG ACC CTC AGA
TTC AAC TGG CAGTAACCAGA 3
Sonda de Deteccao 5" GGG TCC ACC AAA CGT AAT Tiol
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dDNA GC[ThiC6] 3’

TABELA 3.4.2- Sequéncia de bases dos ssDNA nos alvos, sondas de captura e
deteccdo para o método eletroquimico

3.5 - Particulas magnéticas (PMs)

3.5.1 - Imobilizacdo do cDNA nas particulas magnéticas - método

colorimétrico

PMs com tamanho aproximado de 1 pum (Dynabeads® MyOne™
Carboxylic Acid, Invitrogen) contendo grupos carboxilicos foram utilizadas para
ancorar as cDNA. A representacao das etapas envolvidas na modificacdo das PMs
¢ apresentada na FIGURA 3.5.1 e foi realizada segundo o protocolo fornecido
pelo fabricante com algumas adaptagdes. Esta modificagdo se inicia pela agitagao
do frasco contendo as PMs por 15 minutos em agitador na velocidade de 1000
rpm. Apds, 100 pL de PMs comerciais (1,0 mm de didmetro) foram dispersas em
1 mL de tampdo MES 100 mmol L™! pH 4,8 ¢ com o auxilio de um suporte
magnético foram separadas e seguida por nova etapa de lavagem com o mesmo
tampao. Depois da remocao do sobrenadante, foram adicionados as PMs 1 mL de
uma solu¢do de cDNA 1 pmol L™! preparada em uma solugdo mista de EDC 10
mg mL™! e NHS 2,5 mg mL™" dissolvidos em 4gua ultrapura. As PMs foram

deixadas em agitacdo suave por cerca de 15 h a temperatura ambiente >%116117,



21

o

Separagao v ' \/ R —

a PMs "™ magnética TN Lavagem ™™ EponHS "™ Incubagio

s — — — —_

\'. =2 “ Descarte c¥

Agitacao

FIGURA 3.5.1- Representacdo das etapas de preparacdo e modificagdo das PMs
com cDNA para o método colorimétrico.

ApoOs esse tempo, o cDNA foi covalentemente ancorado as MPs via o
grupamento amina presente nas sondas. O conjugado obtido foi separado
magneticamente sendo o sobrenadante removido e lavado trés vezes com tampao

Tris 10 mmol L', EDTA 1 mmol L™!, Tween 20 0,05% (TE-TW).

Devido a grande area superficial das PMs, se faz necessario promover o
bloqueio dos sitios ativos livres presentes na superficie da particula a fim de evitar
interacOes nao especificas com o material genético na etapa de hibridizagdao. O
procedimento ¢ descrito na FIGURA 3.5.2, para isto, foram realizadas trés etapas
de bloqueio de 30 minutos em agitagdo lenta, adicionando 1mL de solug¢do de
etanolamina 1 mol L™! e lavado 3 vezes com tampdo TE-TW apds cada bloqueio.
O conjugado obtido foi redisperso em 1 mL de tampao TE-TW e foi mantido sob

refrigeracdo por até 3 semanas.
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FIGURA 3.5.2- Representacdo da etapa de bloqueio das particulas magnéticas
utilizados no método colorimétrico

3.5.2 - Imobilizacao do ¢cDNA nas particulas magnéticas para o
método eletroquimico

A imobilizagdo das cDNA nas PMs foi realizada levando em conta o
protocolo fornecido pelo fabricante com algumas adaptagdes. Esta, inicia-se pela
agitacdo do frasco contendo as PMs por 15 minutos em agitador na velocidade de
1000 rpm. Apos isto, as PMs foram dispersas em 1,0 mL de tampio MES (Acido
2-morfolinoetanossulfonico, 100 mmol L) pH 4.8 e, com o auxilio de um suporte
magnético, separadas por 2 minutos seguido por nova etapa de lavagem com o
mesmo tampao. Depois da remogdo do sobrenadante, foi adicionado as PMs 1,0
mL de uma solu¢io mista de EDC 10 mg mL"! e NHS 2,5 mg mL"! dissolvidos
em agua ultrapura. A mistura foi agitada suavemente por 1 h em temperatura
ambiente. Em seguida, as PMs foram lavadas trés vezes com tampao Tris-EDTA
100 mmol L' pH 8 contendo 0,05% de Tween-20 (TE-TW) com cada lavagem
durando 2 minutos. Apds as lavagens, 5 mg de 1-2(-aminoetil) maleimida
dissolvida em 100 pL de Dimetilsulfoxido (DMSO) foram adicionados a
dispersao contendo as PMs conjugadas com cDNA, seguido de 900 uLL de tampao
TE-TW e foram entdo agitadas suavemente durante 14 horas a 25 °C''8-120, Apos
nova etapa de lavagem, foi realizado o bloqueio dos sitios ativos livres presentes

na superficie da particula magnética a fim de evitar interagdes nao especificas. A
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FIGURA 3.5.3 ilustra as etapas envolvidas na modificagdo, para isto, foram
realizadas trés etapas de 30 minutos em agitacdo lenta, adicionando ImL de
solugdo de etanolamina 1 mol L! e lavado 3 vezes com tampdo TE-TW apds cada
bloqueio. Em seguida, foi adicionado 10 pL da solucdo contendo 100 puM de
cDNA sendo mantido em agitagdo suave e temperatura ambiente por 8 horas.
Apos a etapa de lavagem, o conjugado obtido foi redisperso em 1 mL de tampao

TE-TW e mantido sob refrigeragao.
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FIGURA 3.5.3- Etapas realizadas para imobilizagdo da maleimida e
posteriormente do cDNA tiolado nas particulas magnéticas.

3.6 - Sintese das nanoparticulas de ouro (AulNPs)

As AuNPs foram sintetizadas conforme o procedimento proposto por
Turkevich et al.!?! em que o citrato teve a fungdo de agente redutor além de
fornecer carga negativa para a superficie das AuNPs, atuando como estabilizante
e prevenindo que as particulas se aglomerem. Inicialmente, um volume de 200
mL de HAuCl4-3H,0 0,01 % m/v preparado em agua ultrapura foi aquecido sob
agitacdo vigorosa até a ebuli¢do. Posteriormente, 5,0 mL de uma solucdo de
citrato de sodio 40,0 mmol L™! foi adicionado rapidamente a solu¢do, e a mistura
foi agitada até a mudanga de coloragdo para vermelho como pode ser observado

na FIGURA 3.6.1. A agitacdo foi mantida sem aquecimento até a dispersdo atingir
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121

a temperatura ambiente'~'. As AuNPs sintetizadas foram protegidas da luz e

armazenadas sob refrigeracao.

FIGURA 3.6.1-Foto da sintese das nanoparticulas de ouro estabilizadas com
citrato em ebuli¢do.

3.6.1 - Imobilizaciao do dDNA nas AuNPs

Devido a aglomeragdes entre as nanoparticulas de ouro em meio salino, o
tampao citrato precisou ser substituido. Para a modificacao foi adotado o seguinte
protocolo: em um tubo livre de DNA/RNA, foi adicionado 990 uL da dispersao
de AuNPs, entdo foi adicionado 10 uL de uma solugio de 100 umol L' da sonda
de detecgio, resultando em uma solugdo de 1 umol L' de dDNA-SH. Em seguida
foi mantido sob agitagcdo suave durante 15 horas e apos centrifugacao redisperso
em tampdo fosfato pH 7,4'%2. O procedimento esta ilustrado na FIGURA 3.6.2 ¢

bioconjugado formado foi armazenado protegido da luz na temperatura de 4 °C.
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FIGURA 3.6.2- Representacdo esquematica representando as etapas envolvidas
na imobilizacao do dDNA nas AuNPs.

3.7 - Fabricacao dos dispositivos eletroquimicos descartaveis

3.7.1 - Definicao dos eletrodos e serigrafia

A fim de otimizar os estudos e permitir a deteccao de mais de uma amostra
simultaneamente, foi desenhado um arranjo de eletrodos. Para isto uma méscara
com o desenho dos eletrodos foi desenvolvida utilizando um vinil adesivo e um
equipamento de corte a laser foi utilizado para promover o recorte levando ao
negativo dos eletrodos para posterior serigrafia. Apos o recorte foi realizada a
retirada das partes nao necessarias e utilizado o vinil como molde para a serigrafia.
Para isto, os eletrodos foram desenhados € o arquivo exportado no formato do
software LightBurn, ap6s o ajuste dos pardmetros de velocidade e profundidade
do corte com o laser, o adesivo vinilico foi recortado com o desenho dos eletrodos.
Apo6s a remogao das partes indesejadas, o vinil foi aderido diretamente sobre um
substrato de PVC e utilizado como madscara negativa para deposi¢ao da tinta
condutora de carbono. Depois desta etapa, a cura da tinta foi realizada por meio
de tratamento térmico a 60 °C por 60 min. A representagdo esquematica do
procedimento completo para fabricacdo dos eletrodos estd demonstrada na

FIGURA 3.7.1
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FIGURA 3.7.1-Etapas para construc¢ao dos dispositivos. 1) Corte do vinil adesivo,
2) Transferéncia do vinil ao suporte de PVC, 3) Aplicacdo da tinta condutora, 4)
Cura da tinta e remocdo da mascara, 5) Delimitacdo da area eletroativa, 6)
Dispositivo pronto com 8 células individuais.

No que diz respeito ao eletrodo de referéncia, uma vez concluido o
processo de deposicdo e cura da tinta de carbono, procedeu-se a aplicagdo de tinta
de Ag/AgCl sobre a superficie previamente preparada com a tinta de carbono.
Essa etapa foi seguida por um ciclo de cura de 30 minutos, mantendo a
temperatura constante a 60 °C. Em seguida foi realizada a retirada do adesivo
vinilico, e adicionado um delimitador de area para cada eletrodo no arranjo de 8
c¢lulas independentes. Apo0s isto, seguiu-se com uma etapa de prensagem por 200
segundos a uma temperatura de 120° C finalizando a constru¢do do

diSpOSitiV058’1 13,117,123

Além disso, utilizando técnica de impressao 3D foram fabricados suportes
magnéticos com imds de neodimio ajustados ao tamanho dos eletrodos de
trabalho, a fim de atrair o bioconjugado a superficie do eletrodo para a etapa de

detec¢do conforme representacdo apresentada na FIGURA 3.7.2.
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FIGURA 3.7.2-Suporte magnético fabricado com impressora 3D.

3.8 - Estratégias utilizadas para a deteccao do material genético

3.8.1 - Etapas envolvidas no método colorimétrico

O ensaio genomagnético colorimétrico desenvolvido envolve 3 etapas.
Uma vez preparadas as PMs com dDNA, estas sdo adicionadas a amostra
juntamente com a dDNA contendo a biotina e ap6s a etapa de hibridizagao por 30
minutos € realizada a lavagem e ressuspensao do bioconjugado obtido. A proéxima
etapa envolve a adi¢do do conjugado Streptavidina-HRP seguida de incubagao
também por 30 minutos. Apds a lavagem ¢ realizada a adi¢do do agente cromoforo
TMB a fim de promover a mudanca de coloragao para azul, no caso do resultado
ser positivo. A detec¢do ocorre ap6os adi¢do de HC1 0,2 mol L' com o intuito de
finalizar a reagao do TMB com o perdxido de hidrogénio e o oxigénio presente

no ar. A FIGURA 3.8.1 apresenta uma ilustragdo resumido as etapas envolvidas.
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FIGURA 3.8.1- Ilustracdo das etapas envolvidas no método genomagnético com
deteccao colorimétrica.

3.8.2 - Etapas envolvidas no método genomagnético com deteccio

eletroquimica

Na FIGURA 3.8.2 sdo apresentadas a etapas envolvidas no método com
detec¢do eletroquimica. Neste caso, o método depende da fabricacdo dos
eletrodos descartaveis, do preparo das PMs modificadas com dDNA e das AuNPs
com dDNA para captura e deteccao, respectivamente. Para a aplicacao do teste as
PMs-cDNA e AuNPs-dDNA foram adicionadas a amostra de saliva e incubados
por tempo a ser definido, a fim de promover a hibridizagdo com o RNA alvo.
Desta forma, uma vez o alvo capturado e separado, a detecgao pode ser realizada
em somente uma célula eletroquimica a partir de uso de um mini potenciostato
acoplado a um celular, ou a partir de um multipotenciostato possibilitando a
medicdo de um arranjo com 8 células independentes. A detec¢do neste caso,

ocorre via propriedades eletroquimicas das AuNPs.
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FIGURA 3.8.2- Ilustracdo das etapas envolvidas no método genomagnético com
detecgdo eletroquimica.

3.8.3 - Reac¢oes na deteccio eletroquimica

A detecgdo eletroquimica foi iniciada adicionando o bioconjugado
contendo o alvo capturado sobre a superficie do eletrodo de trabalho sem
modificacdo. As MPs contendo o alvo sdo atraidas e retidas na superficie do
eletrodo pelos imas presentes no suporte 3D. Em seguida, ¢ adicionada solucao
de HCI na concentragdo de 0,2 mol L™ e a detec¢do se da realizada via a aplicacdo
de um potencial de +1,25 V por um periodo de 120 segundos seguida de varredura
para potenciais mais negativos. Desta forma, ocorre inicialmente a oxidacdo do
ouro presente nas AuNP levando a formagdao do complexo tetracloroaurato (I1I).
Imediatamente apos a etapa de oxidagdo ¢ feita a etapa de redugdao do complexo
formado, resultando em um sinal analitico proporcional a quantidade de material
genético capturada durante o ensaio. As reagdes envolvidas no processo podem

ser observadas na FIGURA 3.8.3.
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FIGURA 3.8.3- Reacdes de oxidacao e reducdo das nanoparticulas de ouro e
representacdo da resposta de corrente obtida utilizada para a detec¢do quantitativa
do RNA viral em amostras de saliva.

4 - Resultados e discussao
A seguir serdo apresentados e discutidos os resultados obtidos, divididos em

diferentes itens e subitens, de acordo com os experimentos realizados para cada

um dos dois métodos propostos.

4.1 - Caracterizacoes

4.1.1 - Caracterizacdo do ensaio genomagnético com deteccao

eletroquimica

Inicialmente realizou-se a constru¢do dos eletrodos e caracterizagao
eletroquimica destes conforme descrito no item 3.1. Para isto foram realizados
experimentos utilizando a técnica de voltametria ciclica (VC) variando a
velocidade de varredura entre 10 a 300 mV s™! realizadas em meio de 1 mmol L™!
de 4cido ferroceno monocarboxilico (AFM) em 0,5 mol L™! de KCl em pH 8,0
como eletrolito de suporte. Na FIGURA 4.1.1 sdo apresentados os voltamogramas
ciclicos (VCs) registrados e os valores de corrente de pico anodico obtidos em

fun¢do da raiz quadrada da velocidade de varredura no qual observa-se uma
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relagdo linear, que pode ser representada pela equagdo: ip (HA) = -0,617+1,216x

com coeficiente de correlagdao (R?) de 0,993.
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v (mVs) Y= -0,6 17+1 ,2 16x
>0 300 —— 100 204p2—
00— 10 R=0,9930
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10 150 —— 10 161
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FIGURA 4.1.1- A) Voltamogramas obtidos com os eletrodos descartaveis em
solucdo de 1,0 mmol L™! de AFM em 0,5 mol L™! de KCI com velocidades de
varredura variando de 10 mV s™! a 300 mV s !. B) Valores de corrente de pico
anddico em funcao da raiz quadrada da velocidade de varredura.

A diferenga entre os potenciais de pico anddico e catodico foi em media
de 77,5 mV sendo este valor superior ao valor de 59 mV esperado para processos
reversiveis. Contudo, o comportamento observado pode estar relacionado
influéncia de diferentes fatores, como o parametro alfa que se refere ao ponto de
coleta da corrente durante a voltametria stair-case, € parametros como a
resistividade da tinta de carbono que se reflete na diferenca nos potenciais de

pico'?,

A razdo das correntes de pico anddico e catodico (Ia/Ipc) em cada
velocidade de varredura avaliada foi proxima de 1, indicando que o AFM
apresentou processo redox com caracteristica reversivel do dispositivo
construido. Baseando-se na equacao de Randles-Sevcik, os resultados obtidos
demonstram que o processo de transferéncia de massa ocorre por controle

difusional'?.

Os resultados obtidos indicam que o dispositivo construido apresentou um

comportamento eletroquimico similar a outros relatados na literatura e baseados



32

no uso de tinta de carbono, apontando o potencial de aplicacdo deste para a

realizacdo dos estudos voltados para a deteccao dos transcritos virais de SARS-

CoV-2.

4.1.2 - Espectrofotometria na regido do UV-Visivel do dDNA,
AuNPs e conjugado AuNP-dDNA

Para monitorar a conjugagdo entre o dDNA e as AuNPs, realizou-se
analises por Espectrofotometria na regido do ultravioleta e visivel, registrando os
espectros de absor¢ao tanto do dDNA quanto das AuNPs antes e depois do
processo de conjugagdo. Analisando a FIGURA 4.1.2, na curva em preto pode-se
observar o surgimento de uma banda de absor¢ao com pico na regido dos 520 nm,

caracteristica das AuNPs!?

. Em verde, aparece uma banda com pico em
aproximadamente 255 nm, caracteristica dos oligonucleotideos, atribuida a

absorcao tipica de DNAs ¢ RNAs.

0.10 4
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AuNP DNA [pM
AuNP DNA 5uM

——DNA 1uM

0.00 A
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FIGURA 4.1.2- Espectros de absor¢do na regido do UV-Vis das AuNPs, dDNA ¢
AuNPs-dDNA na dilui¢do de 1/10 e concentragdes de 1 € 5 umol L',

As curvas em vermelho e azul, da figura, sdo os espectros das AuNPs apos
a conjugacdo com o dDNA, em diferentes concentracdes, evidenciando
modificagdes no perfil de absor¢do, o que sugere a imobilizagdo do ssDNA

ocorreu sobre as nanoparticulas. Para evitar saturacao do sinal, todos os espectros
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foram obtidos utilizando uma dilui¢ao de 1/10, pois as AuNPs puras apresentavam

espectros com valores muito altos de absorbancia.

4.1.3 - Caracterizacao das particulas

A caracterizacdo das AuNPs foi realizada com a técnica de microscopia
eletronica de transmissdao (MET) cujos resultados podem ser observados na
FIGURA 4.1.3, em diferentes ampliagdes. Pode-se observar que as AuNPs
apresentam morfologia esférica e distribuicdo normal com didmetro médio das

particulas de 13 nm.

Diametro médio £13,3 nm

o L
1

Quantidade de AuNPs
=

8§ 10 12 14 16 18 20 22

Diametro (nm) ) 10 nm .

FIGURA 4.1.3- Distribuigao normal referente ao didmetro das AuNPs obtida por
meio das imagens obtidas de MET.

Também foi possivel realizar caracterizagdes das MPs conjugadas com
cDNA que foram aplicadas juntamente com as AuNP-dDNA para captura e
separagdo do DNA alvo por meio da técnica de microscopia eletronica de
varredura (MEV) obtida em diferentes ampliagdes com a escala de 50 e 20 um

respectivamente.
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FIGURA 4.1.4- Images do biconjugado formado por MP-cDNA-DNAalvo-
dDNA-AuNPs em diferentes ampliagdes obtidas por microscopia eletronica de
varredura

Na FIGURA 4.1.4 ¢ possivel observar pequenas particulas acinzentadas e
de morfologia esférica. Estas esferas observadas na imagem sao indicativas da
presenca das particulas magnéticas presentes no bioconjugado. Em conjunto com
a imagem foi realizado também a obtencdo dos espectros de Espectroscopia de
raios X por energia dispersiva (EDS) do ensaio completo, contendo o branco
analitico e duas concentra¢des afim de verificar a alteragdo nas quantidades do
biomarcador eletroquimico, as AuNPs, nas diferentes amostras. A FIGURA 4.1.5
apresenta os resultados na forma de grafico de barras com a percentagem de ouro
encontrados nos diferentes conjugados. Nesta ¢ possivel observar que a
quantidade de ouro presente na amostra aumenta de acordo com o aumento da
concentracdo. Isto pode ser uma evidéncia de que a etapa de bioconjugacao foi
bem-sucedida, bem como que o ensaio genomagnético ¢ viavel. A presenca de
ouro na solu¢do do branco, indica que hd uma absor¢do nao especifica,
sistematicamente observada quando se trabalha com as MPs para deteccao de

biomarcadores, sendo este efeito verificado em outros trabalhos do grupo.
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FIGURA 4.1.5- Porcentagem de ouro obtidos por EDS dos bioconjugados MP-
cDNA-DNAalvo-dDNA-AuNPs quando o método foi aplicado em solugdo do
branco ¢ em diferentes concentracdes de DNA alvo
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4.2 - Aplicacao do ensaio genomagnético com deteccido

colorimétrica em amostras fortificadas

Para a realizacdo deste ensaio, utilizou-se 180 uL de saliva de individuo
saudavel fortificada com o ssDNA, com sequéncia similar ao do RNA alvo, 20
uL de cada um dos conjugados PM-cDNA e dDNA-AuNPs descritos com
detalhes no item 3.5.1 -. Ap0s as etapas de incubacao e lavagem, foi adicionado o
reagente TMB promovendo o aparecimento da coloracdo indicativo de
diagndstico positivo. A FIGURA 4.2.1 mostra os resultados qualitativos, onde
amostras de saliva sem ssDNA (tubo esquerdo) sdo incolores, enquanto em

amostras fortificadas com ssDNA (tubo direito) ocorre a mudanca de coloracao

el .

para azul.

FIGURA 4.2.1- Aplicagdo do teste genomagnético em amostras de saliva de
individuo saudavel com e sem a fortificagdo de ssDNA alvo, demonstrando a
diferenga de cor entre um teste negativo incolor e o positivo em azul.

A fim de avaliar a resposta quantitativa do método e avaliar a faixa de
concentragdo de trabalho foram utilizadas amostras de saliva fortificadas com
diferentes quantidades de ssDNA. A FIGURA 4.2.2A apresenta os espectros
obtidos, com banda de absor¢cdo maxima em torno de 450 nm, nos quais podem
ser observado o aumento da absorbancia quando a concentracdo de ssDNA
aumentou de 4,5 para 45.000,0 pmol L. Conforme demonstrado na FIGURA
4.2.2B, o ensaio apresentou uma excelente correlacao linear entre a absorbancia

e o log da concentragdao de ssDNA que pode ser representada pela expressao ABS
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=—0,0101 + 0,0583 log [RNA alvo] (pmol L), com um coeficiente de correlagdo
de 0,994. O limite de deteccao (LD) e o limite de quantifica¢do (LQ) foram 0,92

pmol L e 2,80 pmol L, respectivamente.
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FIGURA 4.2.2- A) Espectros de absor¢ao no UV-Visivel obtidos pela aplicagao
do ensaio genomagnético em amostras fortificadas com diferentes concentragdes
de ssDNA utilizadas como alvo. B) Curva de calibragao obtida para a detec¢ao de
ssDNA. n = 3. C) Solugdes coloridas obtidas quando da aplicacdo do método nas
amostras fortificadas antes da adi¢ao da solugao de HCI (o ponto escuro dos tubos
sao os conjugados de MPs aderidos a parede do tubo devido ao campo magnético
gerado pelos imas presentes no suporte).

4.3 - Otimizacoes dos parametros do ensaio genomagnético com

deteccio colorimétrico

O método proposto possui um numero significativo de varidveis e ao longo
dos anos nosso grupo de pesquisa vem trabalhando com uso de MPs no
desenvolvimento de métodos para deteccido de biomarcadores. Desta forma,
alguns parametros utilizados aqui foram baseados na experiéncia prévia do grupo

com as particulas magnéticas, as diferentes solu¢des-tampao e alguns parametros
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de protocolos ja bem estabelecidos, bem como com parametros comumente
utilizados em laboratorios de analises clinicas e€ das areas afins muitas vezes

recomendacdes de grupos de pesquisa parceiros destas areas.

Neste sentido, a fim de buscar as melhores condi¢cdes para o ensaio e
obten¢do do sinal analitico, algumas otimizagdes foram realizadas, como os
parametros para a incubagao das PMs com cDNA em diferentes solu¢des tampao,
bloqueio das PM-cDNA, composi¢ao das solugdes de tampao de incubagdo,

lavagem e condi¢do de hibridizagao foram avaliados.

4.3.1 - Tampoes de imobilizacao dos cDNAs nas PMs

Uma etapa anterior a aplicacdo do ensaio, envolve a conjuga¢ao das PMs
com a sonda de DNA de captura. Nessa etapa ocorre a ligacdo covalente do
modificador via grupo amina primaria proveniente do cDNA com os grupos
carboxilas presentes na superficie das PMs, por meio dos agentes de acoplamento
EDC/NHS. Inicialmente, avaliou-se a modificacao das PMs com ¢cDNA com a
sonda diluida em diferentes meios, sendo estes agua, tampao Tris, MES e TE. A
recomendacao do fornecedor das sondas era para promover a diluicdo em tampao
TE 27128 Entretanto, o tris(hidroximetil) aminometano, que ¢ um dos
componentes majoritarios do tampao, possui um grupo amina primdria que pode
vir a se ligar com os grupos carboxilas das PMs, competindo com o modificador
da cDNA. Por esse motivo, outros solventes foram avaliados para serem utilizados
na reacao de acoplamento. A FIGURA 4.3.1 apresenta os resultados das curvas
analiticas obtidas com o ensaio genomagneético para o alvo ssDNA, similar ao

RNA 1A do virus, com a imobilizagao das PMs-cDNA em diferentes meios.
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FIGURA 4.3.1- Curvas analiticas do ensaio genomagnético para a detec¢ao do
ssDNA com sequéncia idéntica a do RNA 1A utilizando diferentes tampdes para
a conjugac¢ao das PMs-cDNA

Nota-se uma maior sensibilidade da curva analitica obtida para o alvo
quando se utiliza as PMs-cDNA preparadas com agua. Ja as curvas obtidas com
a preparacao do conjugado PMs-DNA em solugdes tampao Tris e TE observa-se
uma menor sensibilidade, o que pode estar relacionado com uma menor
quantidade de ligacdes entre as cDNAs com PMs devido a competi¢do com as
moléculas de tris(hidroximetil) aminometano presentes nas solu¢des tampao. Se
uma menor quantidade de cDNA foi conjugada as PMs, consequentemente, uma
menor quantidade de RNA alvo hibridizara, levando a um menor sinal analitico.
Apesar do MES (4cido 2-(N-morfolino) etanossulfénico) ser um tampao
usualmente apropriado para as ligacdoes de acoplamento com EDC, ja que ¢
desprovido de grupos aminas e carboxilas, este ndo demonstrou efeito satisfatorio,
gerando um resultado inconsistente com o esperado. Deste modo, a agua foi
escolhida como solvente para dilui¢ao dos agentes de acoplamento EDC/NHS e

imobiliza¢ao do cDNA nas PMs.
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4.3.2 - Bloqueio das PMs realizada apos a conjugaciao com cDNA
Também foi avaliado o bloqueio das PMs apos conjugagdao com as cDNA
utilizando para isto etanolamina e tampao TT (250 mmol L-1 Tris pH 8 + 0,01 %
Tween 20). O objetivo desta etapa € bloquear os sitios de ligagdes livres e assim
evitar interagdes nao especificas. Etanolamina e Tris sdo, geralmente, as
principais escolhas como agentes de bloqueio pois contém grupos hidroxila
hidrofilicos sem a presenga de grupos funcionais carregados (Thermo Scientific,
2011). A FIGURA 4.3.2 apresenta os resultados das curvas analiticas obtidas com
0 ensaio genomagnetico para o alvo ssDNA usando as PMs-cDNA bloqueadas

com etanolamina e tampado TT.

Observa-se uma maior sensibilidade da curva analitica obtida para o alvo
1A quando se utiliza as PMs-cDNA bloqueadas com tampdo TT quando
comparado com o bloqueio com a solucdo de etanolamina. Este resultado esta de
acordo com a recomendacdo do fabricante das PMs (Invitrogen, 2013) e a

condi¢do de bloqueio com TT foi entdo utilizada nos demais experimentos.
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FIGURA 4.3.2- Concentracdes avaliadas no ensaio genomagnético para o RNA
alvo 1A utilizando PMs-cDNA bloqueadas com etanolamina e tampao TT.
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4.3.3 - Composicio do tampao de hibridizacao

A composi¢do do tampao de hibridizagdo ¢ critica para controlar a
eficiéncia do processo de hibridizagdo. Os fatores que influenciam a hibridizacao
das sondas com o RNA alvo formando o hibrido RNA/DNA sdo temperatura, pH,
concentragdo de sais e presenca de solventes orginicos'?. Durante a primeira
etapa de incubagao, para hibridizagdo das sondas com o alvo ssDNA utilizou-se
o tampdo NE10X (pH 7.9, 50 mmol L Tris-HCI, 100 mmol L' NaCl, 10 mmol
L' MgCl,, 10 mmol L' DTT).

Muitos protocolos de biologia molecular usam tampdes baseados em Tris.
Este tem boa capacidade de tamponamento na faixa de pH biologicamente
relevante (em torno do pKa do Tris, 8,1 a 25 °C) e nao afeta significativamente a

130,131

hibridizagao Como os acidos nucleicos sdao moléculas polianidnicas

altamente carregadas, a presenca de ions metalicos em solugdes, como os ions Na*
e Mg?*, neutralizam as cargas negativas e blindam a repulsio eletrostatica, o que
aumenta a flexibilidade dos acidos nucléicos e, consequentemente, auxilia no

processo de hibridizagio 37134,

Como o ensaio proposto € realizado a temperatura ambiente, foi avaliado,
na composi¢ao do tampao de hibridizagao, a adigao da molécula de DTT, uma vez
que esta possui a propriedade de reduzir a estabilidade térmica das ligagdes
permitindo que a hibridizacdo seja realizada a uma temperatura mais baixa 33136,
A FIGURA 4.3.3 apresenta os resultados das curvas analiticas obtidas com o

ensaio genomagnético para o alvo 1A com e sem DTT no tampao de hibridizagao.
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FIGURA 4.3.3- Concentracdes avaliadas no ensaio genomagnético para o ssDNA
alvo 1A com o sem DTT no tampao de hibridizagao.

Nota-se que o uso do DTT no ensaio aumentou a sensibilidade analitica
do teste indicando que esta atua contribuindo para melhorar a hibridizagdo. Por

esse motivo, seguiu-se os ensaios utilizando o DTT no tampao de hibridizagao.

4.3.4 - Composicao do tampiao para a formacio do complexo

biotina-estreptavidina

O ensaio genomagnético colorimétrico envolve duas etapas de incubagao,
a primeira na qual promove-se a hibridizacao do alvo com as sondas especificas
de captura e separacao e uma segunda etapa de incubagao, que envolve a interagao
da proteina estreptavidina do conjugado estreptavidina-HRP com a biotina
presente na sonda dDNA. Nesta etapa, a incubagdo do bioconjugado e as etapas
de lavagem foram realizadas com o tampao PBS, este tampao ¢ popularmente
usado em aplicagdes biologicas, pois permite atingir o pH e concentracao de ions

necessaria para a maioria da proteinas '*7, incluindo as do virus SARS-CoV-2 3%,

Ao tampao PBS foi adicionado 0,05% de Tween 20 (TW) 0,1% ¢ a

proteina albumina de soro bovino (BSA) durante a etapa de incubagdo e/ou
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lavagem do ensaio a fim de evitar interagdes nao especificas. A FIGURA 4.3.4
apresenta os resultados das curvas analiticas obtidas com o ensaio genomagnético
para o ssDNA alvo, com sequéncia similar ao RNA 1A do virus, para os

experimentos propostos.

1.2
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FIGURA 4.3.4- Curvas analiticas obtidas utilizando o ensaio genomagnético para
o ssDNA 1A alvo utilizando diferentes condi¢des para o tampao PBS na segunda
etapa de incubagao e lavagem.

Observando-se as curvas analiticas obtidas para o experimento descrito,
nota-se que ndo ha diferenca significativa na sensibilidade analitica entre as trés
condi¢des avaliadas. O objetivo da adi¢do da proteina BSA era evitar ligagdes
nao-especificas durante o ensaio e as adsor¢des nao desejadas da enzima HRP na
parede do tubo/poco. Apesar disso, ndo se obteve o resultado esperado (maior
sensibilidade analitica) com a adicdo do BSA em nenhuma das etapas. Logo, a
solucdo tampao PBS-TW foi utilizada nas etapas de incubagdo e lavagem, uma

vez que minimiza o uso de reagentes.

4.3.5 - Otimizac¢oes com aplicacio do método em microplaca de 96

po¢os
O ensaio inicialmente pensado para ser aplicado individualmente foi
posteriormente adaptado para ser executado em microplacas de 96 pocos como

forma de garantir realizar o estudo em um numero significativo de amostras ao
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mesmo tempo. Essa abordagem permite a quantificagdo do RNA viral usando
espectrofotdmetros para microplacas, que sao de baixo custo quando comparado
com a técnica de RT-PCR e sao amplamente disponiveis em laboratdrios de
analises clinicas e mesmo nos menores estabelecimentos. Para isto, desenvolveu-
se um suporte magnético utilizando impressora 3D para manipular
magneticamente as MPs nas amostras. O suporte possui quatro partes, sendo duas
para lavagem, FIGURA 4.3.5. e duas para a etapa de deteccao FIGURA 4.3.6. O
dispositivo foi previsto para se encaixar em diferentes microplacas disponiveis
comercialmente. As ponteiras de pipeta podem ser inseridas no fundo do pogo das
microplacas devido a capacidade de colocar e remover imas a base de Nd-Fe-B
(neodimio), permitindo que o usuario execute todas as etapas do ensaio descrito e
até mesmo mantenha os imads na microplaca durante a realizacdo das medidas

opticas realizada em o leitor de ELISA.

FIGURA 4.3.5- Suportes para manipulacao das MPs nos pocos das microplacas
para as etapas de captura e separagdo. A) Suporte inferior e superior. B) Suportes
superior ¢ inferior montados na microplaca. C) Retencdo de imas dentro dos
espagos presentes na microplaca.
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FIGURA 4.3.6- Suportes magnéticos utilizados para a etapa de leitura optica. A)
Suporte inferior e superior. B) Suportes montados na microplaca. C) suporte
superior removido, ficando somente os imads que vao atrair as particulas
magnéticas na parede lateral dos pogos permitindo a leitura dptica.

Os resultados obtidos com a aplicagao do ensaio genomagnético com
detecdo colorimétrica em amostras de saliva utilizado a placa de 96 pocgos sdo
demonstrados na FIGURA 4.3.7. A cor amarela ¢ formada quando ocorre a adigao

da de solugao de parada (HCI) indicando um resultado positivo para a presenca

de RNA de SARS-CoV-2 na amostra de saliva.

FIGURA 4.3.7- Fotos da microplaca de 96 pogos com o suporte € os imas
posicionadas entre cada quatro pocos. O teste colorimétrico foi aplicado em

amostras de saliva fortificada.
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As microplacas possuem superficie com alta capacidade de
ligacdo/adsor¢do e proteinas, pois sao desenvolvidas para aplicadas em testes de
imunoabsor¢do ELISA. Desta maneira, a fim de tentar minimizar a adsor¢ao dos
componentes da amostra de saliva e at¢é mesmo as proprias PMs/reagentes
utilizados no ensaio, o que poderia levar a possiveis erros (como resultado falso-
positivo) no ensaio, testou-se um bloqueio da placa antes de realizagcdo do teste.
Para isso, uma placa foi bloqueada com uma solu¢ao de BSA 1% preparada em
PBS + TW20 0,1% pH 7,4, deixando essa soluc¢ao por aproximadamente 16 h. A
FIGURA 4.3.8 mostra os resultados para as curvas analiticas obtidas com o ensaio

genomagnético do RNA alvo 1A para os experimentos com e sem bloqueio da

microplaca.
0.3 o SemBsa ——y=0,1217 + 0,0517 log[1A]
r=0,9982 -
® (ComBSA ——y=0,0586+ 0,0545 log[1A]
r=0,9553
0,21
!
aa)
<€ 0,1
0,01

10 100 1000 10000 100000
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FIGURA 4.3.8- Concentragdes avaliadas na aplicagdo do ensaio genomagnético
para deteccdo do ssDNA 1A alvo utilizando a microplaca bloqueada previamente

com BSA e sem bloqueio.

Observa-se que a aplicagdo do ensaio utilizando a placa previamente
bloqueada com solug¢do de BSA 1% apresentou uma curva analitica com menor
intervalo linear e maior limite de detec¢do. Esse efeito também pode ser notado
visualmente com as intensidades de cores obtidas apds o teste, conforme mostra

a FIGURA 4.3.9, com coloragdes amarelas mais intensas sem o bloqueio com o
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BSA. Por esse motivo, optou-se por ndo fazer pré-tratamento na microplaca antes

do ensaio e utiliza-las conforme enviada pelo fabricante.
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FIGURA 4.3.9- Foto do ensaio na microplaca com e sem bloqueio pela proteina

BSA.

4.4 - Aplicacao do ensaio genomagnético com deteccio

colorimétrica em amostras reais confirmadas por RT-PCR

As amostras de salivas de pacientes infectados com o SARS-CoV-2 foram
analisadas e comparadas com amostras de saliva de individuos saudaveis
confirmadas por RT-PCR. Inicialmente, as amostras de saliva passaram por
tratamento térmico com o objetivo de promover a inativacdo do virus. Esse
tratamento consistiu em aquecer as amostras em um banho seco por 15 min a 80
°C. Essa etapa foi realizada com o objetivo de permitir a manipulagao das
amostras de forma segura, sendo todo o procedimento realizado em um
Laboratério de Biosseguranga Nivel 2. Para o ensaio, um volume de 180 pL de

amostra de saliva foi utilizado em cada pogo da microplaca.

A FIGURA 4.4.1 apresenta um grafico de barras com as respostas de
absorbancia obtidas em func¢ao da concentracdo de RNA do SARS-CoV-2 em

amostras de saliva referente as coortes compostas por pacientes diagnosticados
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com COVID-19, confirmados via técnica de RT-PCR ¢ de individuos saudaveis.

As amostras foram consideradas positivas se os valores do Limiar do Ciclo
(Ct) estivessem abaixo de 40 e a unidade de concentracdo apresentada ¢ relativa
a fita simples de DNA com sequéncia similar a da regido 1A do RNA do virus.
Os resultados demonstram a capacidade do ensaio genomagnético para identificar
as amostras negativas e positivas. O método apresentou diferenca significativa
nos niveis alvo de RNA obtidos pelo ensaio entre amostras negativas e positivas

(teste t, p = 0,0047).

0.40 1

0 35_- I Amostras positivas
* J - Amostras negativas
0.30 1

0.25
0.20 -
0.15
0.10 -
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0.00 -

[RNA Alvo] / nmol L-!

FIGURA 4.4.1- Respostas de concentracdo de RNA viral obtidas com a aplicacao
do ensaio genomagnético em amostras de saliva de individuos saudaveis (verde)

e pacientes diagnosticados com COVID-19 (vermelho).

Para avaliar a capacidade do método em diferenciar as duas coortes,
analisou-se as respostas obtidas por meio da curva ROC (do inglés Receiver
Operating Characteristic). A curva ROC ¢ utilizada para determinar a precisao
discriminativa do método para diferenciar entre os grupos de individuos saudaveis
de pacientes infectados com o virus SARS-CoV-2. Para tanto, tomou-se o RT-
PCR para o virus SARS-CoV-2 como técnica ouro e analisou-se as medidas de
desempenho diagnostico (sensibilidade, especificidade e acuracia) do método. A
curva ROC para a determinag¢dao do RNA do SARS-CoV-2 em saliva utilizando o
ensaio genomagnético proposto € apresentada na FIGURA 4.4.2. A partir dos
resultados obtidos, a area sobre a curva ROC (AUC) foi de 0,955, que ¢

considerado um excelente valor e indica a boa capacidade do método de
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diferenciar as amostras positivas das negativas, uma vez que o valor maximo da

AUC € de 1.
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FIGURA 4.4.2- Curvas ROC para RNA alvo utilizando o ensaio genomagnetico.
Respostas do sujeito de satde versus paciente com COVID-19, p <0,001.

Os resultados obtidos com o método sdo apresentados como diagrama de
pontos na FIGURA 4.4.3. O método proposto permitiu diferenciar individuos
saudaveis de pacientes infectados com o virus SARS-CoV-2 com 92% de
sensibilidade e 100,0% de especificidade. O valor de corte ideal obtido foi > 67,7
pmol L, baseado no indice de Youden'®?! e esse resultado sugere que o ensaio
proposto apresenta uma excelente capacidade de discriminacao entre as coortes,

indicando a sua viabilidade para a deteccdo do RNA do SARS-CoV-2.
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FIGURA 4.4.3- Diagrama de pontos interativo da concentracdo alvo de RNA em
amostras de saliva, *t-test, p = 0,0047 (MedCalc Statistical Software).

Uma caracteristica atraente deste teste € o fluxo de trabalho simplificado:
uma amostra de saliva ¢ adicionada diretamente a solugdo presente no pogo,
seguida por uma etapa de hibridiza¢ao ¢ uma etapa de bioconjugagao. Essas etapas
reduzem a complexidade, o tempo e os custos da deteccao do virus SARS-CoV-
2, quando comparado com o teste RT-PCR. O teste genomagnético também
demonstra a capacidade de ser aplicado como teste point-of-care, pois pode ser
utilizado para a detec¢do individual e qualitativamente por meio da identificagdao
visual da mudanga de cor. Além disso, pode ser aplicado quantitativamente e,
assim, monitorar a carga viral de um individuo ou a resposta ao tratamento em

aproximadamente 90 minutos.

4.5 - Ensaio genomagnético com deteccido eletroquimica em

amostras de saliva fortificadas

Foram preparadas amostras de saliva fortificadas com ssDNA em diferentes
concentragdes, as etapas envolvidas no ensaio com detecgdo eletroquimica sao
descritas com detalhes no item 3.8.2 -. As respostas de corrente foram utilizadas
para a constru¢do da curva analitica, sdo apresentadas na FIGURA 4.5.1. A
equacdo da reta obtida foi i(nA) = 5377,8 + 342,7 x log[1A] (pmol L), com R?
de 0,96. Adicionalmente, a faixa linear obtida foi de 5 até 50.000 fmol L' e os
limites de deteccdo e quantificagdo, foram calculados em de 0,86 ¢ 2,63 fmol L1,

respectivamente.
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FIGURA 4.5.1- DPVs obtidos para concentracoes do alvo 1A de 0, 5, 50, 500,
5000 e 50000 fmol L! e valores de corrente em funcio da concentracdo do alvo

1A.

4.6 - Otimizacoes do ensaio eletroquimico

4.6.1 - Estudo do eletrolito de suporte

Foram realizados estudos referentes ao tipo de eletrélito de suporte a ser
utilizado nas medidas eletroquimicas envolvendo a dissolucdo das AuNPs via
oxidagdo por cronoamperometria seguida da etapa de redugdo via técnica
voltamétrica. Nesta etapa, utiliza-se HCI diluido, pois em meio 4cido e na
presenca de ions cloreto o processo de oxidacao ¢ facilitado levando a formacao
do ion complexo tetracloroaurato(IIl). No entanto, mesmo sendo a solugao de HCI
diluida, sendo a concentrac¢do utilizada de 0,2 mol L™!, ha um receio por partes
dos grupos parceiros da area de satide de que a manipulagdo desta solu¢ao implica
em riscos devido a sua acidez. Desta forma, foram realizados testes com solu¢ao
somente de NaCl como eletrolito de suporte e de solu¢des mais diluidas de HCI

na presenga de NaCl.

Para a medida eletroquimica referente ao teste com HCI, foi pipetado
sobre a superficie do eletrodo de trabalho um volume de 50 pL. de HCI 0,2 mol
L' a fim de verificar o perfil voltamétrico na auséncia das nanoparticulas.

Posteriormente, em outra c€lula eletroquimica foi adicionado 25 pL. de uma
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dispersdao de nanoparticulas de ouro e adicionado 25 pul. de HCIl cobrindo
completamente a area delimitada pelo vinil. De modo semelhante, para o teste
com NaCl, foi adicionado sobre a superficie do eletrodo de trabalho 50 L de
NaCl 0,2 mol L' a fim de verificar o perfil voltamétrico na auséncia das
nanoparticulas. Novamente em outra célula eletroquimica, foi adicionado 25 uL
das nanoparticulas de ouro utilizando 25 pLL de NaCl como eletrolito de suporte.
As respostas de corrente obtidas sdo apresentadas na FIGURA 4.6.1, onde pode-
se observar os picos em 0,3V caracteristicos da redu¢ao do ouro, e ainda, que a
intensidade da corrente na presenga de HCI € superior em relacao ao NaCl, sendo

assim, optamos por utilizar HCl como previsto inicialmente.
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FIGURA 4.6.1- Voltamogramas de Pulso Diferencial realizado com eletrodos
descartaveis contendo AuNPs utilizando solugdo HCI e NaCl 0,2 mol L™! como
eletrolitos de suporte. Os voltamogramas foram obtidos apds a etapa de oxidacao

cronoamperométrica das AuNPs.

4.6.2 - Avaliacao da diluicao da amostra de saliva

Na sequéncia, foram realizadas dilui¢des de 1/500, 1/1000 e 1/10000 de
uma amostra de saliva de paciente diagnosticado com COVID-19 via RT-PCR
escolhida aleatoriamente dentre as amostras disponiveis a fim de verificar qual a

melhor condi¢ao em termos de diluigdo da amostra para deteccdo do RNA viral.
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Observando a FIGURA 4.6.2, ¢ possivel visualizar que as amostras positivas se
diferenciam do branco analitico por um intervalo de corrente de no minimo 700
nA, o que pode ser um bom indicativo de que a presenga do RNA viral tem relagado
direta com o aumento da corrente obtida. A pequena variacdo nas respostas
obtidas com as dilui¢des de 1/500 e 1/1000 indicam que possivelmente estava-se
trabalhando em uma condicdo de saturagdo, desta forma, a condicdo que
apresentou o maior sinal foi a diluicdo de 1/1000, sendo esta, mantida nos ensaios

posteriores.
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FIGURA 4.6.2. Avaliagao do efeito da dilui¢do da amostra da saliva na resposta
de corrente quando da determinagdo de RNA viral utilizando o ensaio

genomagneético.

4.6.3 - Avaliacao do tipo frasco utilizado para a coleta de saliva
Com o objetivo de entender a influéncia das diferentes formas e fracos de

coleta de saliva na resposta eletroquimica, ensaios comparativos foram realizados

utilizando tubos Falcon e tubos Salivette. A FIGURA 4.6.3 apresenta a

comparacao utilizando amostras reais de saliva de um paciente com diagndstico

de COVID-19 confirmado pela presenca do RNA de SARS-CoV-2 via RT-PCR.

As amostras foram coletadas simultaneamente e, foram manipuladas

seguindo os protocolos estabelecidos para o laboratorio de biosseguranga nivel 2
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(NB2), inativadas mediante aquecimento a uma temperatura de 65°C por 30
minutos. Em seguida, as amostras foram centrifugadas e analisadas no mesmo dia
para garantir a preservacao do material genético. Cada amostra foi identificada,
codificada e transferida para tubos eppendorflivres de DNAases e RNAases para
evitar degradagdo quimica, e armazenadas no ultrafreezer a uma temperatura de -

80°C.
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FIGURA 4.6.3- Comparacao entre amostra de saliva coletada com Salivette em

azul, e com tubo falcon, em vermelho.

4.6.4 - Avaliacao do tempo de incubacao

Utilizando um arranjo com 8 eletrodos, fabricados conforme o descrito no
item 3.7 -, foi possivel avaliar o comportamento do método em fun¢ao do tempo
de incubagdo para a formacdo do bioconjugado. Para isto, o experimento foi
realizado utilizando-se de uma amostra positiva ¢ de acordo com o mesmo
protocolo estabelecido para as amostras acima mencionadas. Observando a
FIGURA 4.6.4, ¢ possivel notar que o tempo de incubacdo de 40 minutos (em

verde) levou a um maior sinal de corrente de pico de reducdo frente aos outros.
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FIGURA 4.6.4- Comparacdo de tempos diferentes de incubagdo para o

bioconjugado em funcao da resposta de corrente

A condi¢ao com maior sinal analitico foi mantida nos ensaios posteriores,
acreditamos que € possivel diminuir ainda mais o tempo de incubagdo sem afetar
de forma significativa a sensibilidade do mesmo, testes futuros sdo necessarios

para a confirmagao desta informacao.

4.6.5 - Acompanhamento do titulo viral ao longo dos dias

Foi possivel realizar o acompanhamento e a coleta didria de amostras de
saliva de um paciente com diagnostico confirmado de COVID-19. Essa
abordagem permitiu ndo apenas monitorar a carga viral ao longo dos dias de
infec¢do, mas também identificar flutuagdes no nivel de RNA viral, fornecendo
informagdes sobre o padrao de eliminacao do virus pelo organismo. A FIGURA
4.6.5 traz os valores de corrente de pico obtidos a partir da analise da saliva
coletada durante 5 dias, no més de abril de 2024, onde o paciente foi infectado

possivelmente por alguma subvariante da variante Omicron do coronavirus.
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FIGURA 4.6.5- Valores de corrente de pico obtidos nas coletas de amostra de

saliva por 5 dias.

Ao comparar esses dados com os descritos na literatura *°, foi possivel notar
as tendéncias observadas, como o pico de carga viral nos primeiros dias apds o

inicio dos sintomas e o gradual declinio ao longo do periodo de infecgao.

4.6.6 - Testes de interferéncia na presenca do material genético de

outros virus

Para avaliar possiveis interferéncias de outros agentes biologicos,
realizou-se uma série de experimentos utilizando materiais genéticos de
Influenza, Salmonella e Herpes, com o intuito de verificar se a presenga desses
patdgenos poderia alterar o resultado do ensaio. Cada patdgeno foi adicionado em
concentragdes 100 vezes maiores do que a do DNA sintético de SARS-CoV-2,
em concordancia com as recomendagdes encontradas na literatura para a
simulagdo de cenarios com ocorréncia de contaminagdo cruzada. A andlise da
FIGURA 4.6.6 sugere que a presenca desses materiais genéticos praticamente nao
alterou o sinal de resposta, sendo um indicativo da especificidade do método
proposto para o diagndstico do SARS-CoV-2, mesmo em amostras que possam
conter outros organismos patogénicos, que pode ser o caso, quando se trata de

amostras reais.
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FIGURA 4.6.6- Teste de interferéncia com Influenza, Salmonella e Herpes na

concentracdao de 500pM e SARS-CoV-2 de 5pM.

4.6.7 - Aplicacao do método eletroquimico em amostras de saliva
de individuos saudaveis e pacientes com COVID-19

confirmadas por RT-PCR

Foram analisadas um total de 20 amostras reais de saliva. Dentre estas, 10
amostras eram de individuos com diagnostico confirmado de COVID-19
(positivas) e 10 eram de individuos saudaveis, confirmadas por RT-PCR como
negativas. Os valores de corrente de pico obtidos para as amostras analisadas sdo
demonstrados na FIGURA 4.6.7, em vermelho estdo representadas as amostras
positivas, indicando a presenca de SARS-CoV-2 na amostra. Ja na cor verde, estdo
as amostras negativas, que ndo indicaram a presenca do virus. E importante
destacar que ao longo dos ensaios, foi observado que as amostras provenientes de
parceiros sem um protocolo antes da coleta forneciam sinais incoerentes, até
menores que o branco analitico. J4 as amostras de parceiros que exigiam um
protocolo rigoroso de limpeza oral antes coletar a saliva, apresentavam um sinal
coerente com os resultados apresentados via RT-PCR. Isto pode ser uma

evidéncia de que a higiene antes da coleta de saliva € essencial para o sucesso do
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teste. A saliva ¢ uma matriz complexa que pode conter resquicios de alimentos,

que podem comprometer a eficacia do método.

1400

[ Healthy

1200 -l COVID-19

FIGURA 4.6.7- Deteccdo de RNA viral utilizando o meétodo proposto em
amostras de saliva de individuos com diagnosticos positivos confirmados por RT-

PCR

Com estes dados, foi possivel construir uma curva ROC (Receiver
Operating Characteristic) € um grafico de pontos, ambos comumente utilizados
pela ANVISA e outros 6rgdos, para avaliagcdo de métodos diagnosticos com o
intuito de determinar a sua capacidade discriminatéria em diferenciar verdadeiros
positivos e negativos. A FIGURA 4.6.8 apresenta uma curva ROC com area sob
a curva (AUC) igual a 1 indicando que o método consegue distinguir entre

amostras positivas e negativas.
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FIGURA 4.6.8- Curva ROC com AUC =1 e grafico de pontos apresentando a

linha de corte entre uma amostra positiva e negativa.

O grafico de pontos permite visualizar individualmente os resultados de
cada amostra, divididas entre os grupos representados pelos niimeros 0 ¢ 1, sendo
negativo e positivo respectivamente. A FIGURA 4.6.9 apresenta a linha de corte,
que foi estabelecida em 309 nA, separando claramente as amostras dos dois
grupos. Amostras com valores de corrente acima de 309 nA foram classificadas
como positivas, enquanto amostras abaixo desse valor foram classificadas como

negativas.
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FIGURA 4.6.9- Diagrama de pontos interativo da concentragdo alvo de RNA em
amostras de saliva, *t-test, p = 0,0047 (MedCalc Statistical Software).
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4.7 - Comparacao dos métodos desenvolvidos

A TABELA 3.4.1 apresenta uma compara¢do de ambos os métodos
desenvolvidos demonstrando parametros como tipo de amostra, tipo de técnica,
material detectado, limites de detec¢ao e quantificacdo, além de faixa linear de
trabalho e volume de amostra utilizada. Onde podem ser observados os resultados

obtidos para cada método.

Tipo de Faixa Volume
M¢étodo P Detecgao| Técnica| LD LQ ) de
amostra Linear
amostra
L . : 4.5 pM -
Colorimétrico | Saliva| RNA |UV-vis|0.92 pM |2.80 pM 45 1M 180 uLL
. : 51fM -
Eletroquimico| Saliva| RNA | DPV | 0.86 fM |2.63 tM 500 pM 10 uLL

TABELA 4.7.1- Tabela de comparagdo dos resultados obtidos para ambos os
métodos desenvolvidos

Analisando ambos os métodos, pode se destacar que estes apresentam
resultados consistentes com os resultados de RT-PCR obtidos com equipamentos
de menor custo em relacdo ao método padrao. O método colorimétrico apresenta
a possibilidade de processamento de um maior niimero de amostras simultaneas,
enquanto que o meétodo eletroquimico oferece a leitura de até 8 amostras

simultaneas e possibilidade de analises point-of-care.
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5 - Conclusoes

Neste trabalho foi apresentado o desenvolvimento de um ensaio
genomagnético colorimétrico € um ensaio eletroquimico, ambos para a deteccao
do RNA viral de SARS-CoV-2, utilizando o gene N como alvo. Os métodos
desenvolvidos envolvem o uso de PM modificadas com sondas de DNA utilizadas
como sonda de captura do RNA viral e sonda de deteccio modificadas com
marcador eletroquimico e optico. Foram realizadas otimiza¢des em relagao a
composicao das solucdes tampao empregadas nas etapas imobilizacao dos DNAs
de captura nas particulas magnéticas, composicdo das solu¢des de incubagdo e
lavagem, tubo utilizado para coleta de saliva e também em relagdo as diluigdes
utilizadas e potenciais reagoes cruzadas como na presenca de DNAs de outros
virus. Os resultados demonstraram ampla faixa linear e com desvios inferiores a
15%, compativeis com os critérios aceitos para ensaios bioldgicos. Para o método
colorimétrico os valores de limites de detec¢do e quantificagdo obtidos foram de
0,92 e 2,80 pmol L' respectivamente. J& para o método eletroquimico os valores

de LD e LQ foram 3,08 fmol L' ¢ 9,32 fmol L.

Além disso, foi possivel realizar anélises a partir de amostras de saliva de
individuos saudaveis e de pacientes diagnosticados com COVID-19 previamente
confirmadas pelo método padrio ouro onde estas apresentaram excelentes
resultados em termos sensibilidade e especificidade clinica. Neste ambito, foi
possivel realizar a coleta e testagem de amostras de saliva de um paciente com
COVID-19 por 5 dias seguidos, onde os valores de corrente obtidos podem ser
associados a carga viral na amostra de saliva, estes resultados se mostraram de

acordo o esperado e com o descrito na literatura.

Os testes desenvolvidos se enquadram na categoria moleculares e se
destacam pela simplicidade e eficicia, comparado ao RT-PCR que ¢
essencialmente qualitativo, apresentando vantagens em termos volume e preparo
simplificado de amostra, tempo de andlise, € menor custo. Os ensaios propostos

podem ser realizados em cerca de 1:30h no caso do ensaio colorimétrico e 60
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minutos para o eletroquimico, onde ambos permitem nao s6 a identificagdo, mas
também a quantificagdo dos alvos. Nao obstante, o uso de saliva como matriz de
analise viabiliza a autocoleta por ser uma via menos invasiva que os métodos
convencionais com o swab, facilitando a testagem em larga escala, especialmente
em regides de infraestrutura limitada. Os métodos desenvolvidos sdo versateis e
podem ser adaptados para a deteccdo do material genético de outros agentes
patogénicos. Assim, este trabalho oferece uma contribuicdo significativa a
deteccdo de biomarcadores e a democratizacdo de testes moleculares,
promovendo maior equidade no acesso a saude. Dados referentes a esta pesquisa
estdo armazenados na rede institucional da UFSCar, de acordo com as regras da
FAPESP, e podem ser obtidos atraveés do contato com o pesquisador responsavel:

rcfaria@ufscar.br.
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