UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUI
REDE NORDESTE DE BIOTECNOLOGIA — RENORBIO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOTECNOLOGIA

Tese de Doutorado

Utilizacdo de nanoparticulas magnéticas de Fe;O,@Au como
nanoplataforma para o desenvolvimento de genoensaios
eletroquimicos para deteccéao de milho

Juliana Beatriz Sousa

Prof. Dr. José Ribeiro dos Santos Junior
Orientador

Profa. Dr2. Maria de Fatima de S& Barroso
Coorientadora

Teresina - PI
2018



Juliana Beatriz Sousa

Utilizacdo de nanoparticulas magnéticas de Fe;O,@Au como
nanoplataforma para o desenvolvimento de genoensaios
eletroquimicos para deteccéo de milho

Tese de Doutorado apresentada a Rede
Nordeste de Biotecnologia (RENORBIO)
como parte dos requisitos necessarios a
obtencio do grau de Doutor em
Biotecnologia — Area de Concentragio:
Biotecnologia em Produtos Naturais.

Orientador: Prof. Dr. José Ribeiro dos
Santos Junior

Coorientadora: Profd. Dr2. Maria de Fatima
de Sa Barroso

Teresina - PI
2018



FICHA CATALOGRAFICA
Servigo de Processamento Técnico da Universidade Federal do Piaui
Biblioteca Comunitaria Jornalista Carlos Castello Branco

S725u Sousa, Juliana Beatriz.
Utilizacdo de nanoparticulas magnéticas de

Fe;O4@Au como nanoplataforma para o desenvolvimento
de genoensaios eletroquimicos para detec¢ado de milho /
Juliana Beatriz Sousa. — 2018.

116 f. : il. color.

Tese (Doutorado) — Universidade Federal do Piaui,
Rede Nordeste de Biotecnologia, Programa de Pos-
Graduacéo em Biotecnologia, Teresina, 2018.

“Orientador: Prof. Dr. José Ribeiro dos Santos Junior”.

“Coorientadora: Prof?. Dr?. Maria de Fatima de Sa

Barroso”.

1. Nanoparticulas Fe;Os@Au. 2. Genossensores
Eletroquimicos. 3. Gene HMGA. 4. Milho. |. Titulo.

CDD 660.6




n
S

rede nordeste de biotecnologia

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUI
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO

FOLHA DE APROVACAO - DEFESA DE TESE

ALUNA: JULIANA BEATRIZ SOUSA

TITULO DO PROJETO: “Utilizagdo de nanoparticulas magnéticas de Fe304@Au como
nanoplataforma para o desenvolvimento de genoensaios eletroquimicos para detecgdo de milho.”

PROFESSOR ORIENTADOR: Prof. Dr. José Ribeiro dos Santos Junior

BANCA EXAMINADORA: CONCEITO ASSINATURA

Prof. Dr. José Ribeiro dos Santos Junior - UFPI Siles PATo 2ap b /'(. Pt f
(Presidente) 4

‘ o i

Profa. Dra. Maria de Fatima de Sa Barroso - 5& bﬁ ?k\l{\ A0

UNIPORTO
(Coorientadora)

Prof. Dr. José Arimateia Dantas Lopes - UFPI SANSFRTOAID \/@1\9’7
(Examinador)

Prof. Dr. Cicero Alves Lopes Junior - UFPI %\XA/XJ@ éﬁ
(Examinador)

wha - o 3P
Profa. Dra. Samya Danielle Lima de Freitas — UFPI %Ww Qmmﬂ O«mﬂ{ 1=

(Examinadora)
Profa. Dra. Suely Moura Melo - FACID SAT (SEMYRIQ A~ TP =
(Examinadora) ==

DATA DA AVALIACAO: 20 de dezembro de 2018.
HORARIO: 08h
LOCAL: Auditério do Departamento de Quimica - UFPI

Rede Nordeste de Biotecnologia — Nucleo de Pés-Graduagao
Homepage: http://www.renorbio.org.br




Dedico este trabalho a Meus pais, Francisco das Chagas e
Irenilde, a meu Marido Raphael Diego, minha filha Clarisse e
minhas irmas Fernanda e Renata que por amor me apdiam e me

dao incentivo na realizacéo de sonhos



AGRADECIMENTOS

A Deus, meu reflugio, fortaleza e abrigo;

Ao Dr. José Ribeiro dos Santos Junior pela orientagdo, pelos ensinamentos,
desde a graduacédo, por contribuir para 0 meu crescimento profissional, por
acreditar em meu potencial e me oferecer oportunidades para uma formacéao
de alto nivel;

A Dra. Maria de Fatima Barroso, pela orientacdo do meu doutorado sandwich
em Porto, pela paciéncia, amizade, cuidado e abrigo e por crer em meu
potencial para a realizagao deste trabalho;

Ao Prof. Dr. Joilson Ramos-Jesus pelo apoio, auxilio, incentivo e por ser um
amigo mais que irmao;

A Prof.2 Dra, Cristina Delerue-Matos pelo incentivo a pesquisa através do
projeto GMOSensor;

A Dra. Maria Jesus Lobo Castafién pelo apoio e pelos ensinamentos no
desenvolvimento deste projeto;

A Dra. Clara Pereira pelos ensinamentos passados com respeito & sintese e
recobrimento da nanoparticulas magnéticas com Au;

A Prof2. Dr2, Rosana Fonseca pelo apoio e amizade;

A coordenacdo do Programa de Pds-graduacdo em Biotecnologia —
RENORBIO pela ajuda sempre que solicitados;

Aos amigos: Paula Paiga, Emmanuel Odela, Thalyta, Suely e Jardes pelo
carinho, companheirismo, auxilio e parceria;

Agradeco o financiamento deste trabalho pela Fundacéo para a Ciéncia e a
Tecnologia (FCT) / MEC e FEDER no ambito do Programa PT2020 UID / QUI
/ 50006 / 2013-14 POCI / 01/0145 / FEDER / 007265) e pelas A¢gbes Marie
Curie FP7-PESSOAS -2013- IRSES através do projeto no. 612545 intitulado
“GMO sensor - Monitoring genetically modified organisms in food and feed by
innovative biosensor approaches”, cadastrado junto a Pro-Reitoria de
Pesquisa da Universidade Federal do Piaui sob o numero CCN 001/2014;

Enfim, a todos que contribuiram direta ou indiretamente para a conclusao
deste trabalho, o meu MUITO OBRIGADA!



“Ser quimico é pesquisar, é dedicar-se, € buscar
novas tecnologias, € ter o desafio de aprimorar o que
Ja é sabido e procurar inovatr, ...”

(Luciana Magalhaes)



LISTA DE ABREVIATURAS

anti-FITC-peroxidase — anticorpo da fluoresceina conjugado a peroxidase
ANVISA — Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

CE - Comunidade Européia

CP- Capture Probe — Sonda de Captura

crylAB - o gene truncado oriundo da bactéria B. thuringiensis (Bt)

DNA - acido desoxirribonucléico

DC Sputtering - Sputtering por corrente direta

EDC — 1-etil-3-[3-dimetilaminopropillcarbodiimida]

EU — Unido Européia

EUA — Estados Unidos da América

Fes;04 — Nanoparticulas magnéticas de ferro (magnetita)

Fe;04@Au — Nanoparticulas magnéticas de ferro recobertas com ouro
Fe;0,@Au-SAM — Nanoparticulas Fe;O,@Au funcionalizadas com SAM
FITC - iso-tiocianato de fluoresceina

GM —Geneticamente Modificado

GMO - do inglés “Genetically Modified Organisms”

HAuCI, - acido clorodurico

HMG — (do inglés High Mobility Group) Proteinas do grupo de alta mobilidade
HMGA - Proteinas do grupo de alta mobilidade, familia A

IUPAC — Uniao Internacional de Quimica Pura e Aplicada

LOD - Limite de deteccao

LOQ — Limite de quantificacao

MCH - 6 mercaptohexan-1-ol

MCHACc — acido 6-mercaptohexandico

MONS810 — Evento de milho geneticamente modificado da Monsanto
resistente a insetos da ordem lepidéptera

NHS — N-hidroxissuccinimida

NP — Nanoparticulas

NPM — Nanoparticulas magnéticas

MNP — (do inglés Magnetic nanopatrticles)

NMP - N-metilpirrolidona



nt - Nucleotideos

OGM - Organismo Geneticamente Modificado

pb — Pares de base

PCR - (do inglés Polymerase Chain Reaction) Reacdo em Cadeia da
Polimerase

POD - Peroxidase

RSD — Desvio padrao relativo

R? - coeficiente de determinacéo da regresséo

SAM - (do inglés “self-assembled monolayer) Monocamadas Auto Montadas
ssDNA - Fita simples de DNA

dsDNA - Fita dupla de DNA

SP - Signalling Probe — Sonda Sinalizadora

T — Target — Sonda Alvo

TEM - Microscopia Eletrénica de Transmissao

TMB - 3,3',5,5'-tetrametilbenzidina

UV — Ultravioleta

Vis — Visivel

A— comprimento de onda



TABELA 1 -

TABELA 2 -
TABELA 3 -

TABELA 4 -
TABELA 5 -

LISTA DE TABELAS

Sequéncia de oligonucleotideos: sonda alvo, sonda de
captura, sonda sinalizadora e iniciadores.............ccccvvvvvvevvennnnns
Sequéncia de oligonucleotideos iniciadores ..............ccccceueee.
Otimizacdo do Genoensaio com e sem BSA, realizado
utilizando SAM: MCH € MCHAC (6:1)...cccceeiieveeeiiiiieiieeeeeeeee
Razdo MCH:MCHAc e massa de Fe3O4@AU..........ccoevvevrnrnnnne
Valores correspondentes as intensidades de corrente para os
ensaios 1 e 2, intensidade média de corrente dos dois
ensaios e do respectivo desvio padrdo para cada

concentracdo de DNA alvo variando de 0,0 a 10,0 nM.............

51
62

77
79



FIGURA 1 -

FIGURA 2 -

FIGURA 3 -

FIGURA 4 -

FIGURAS -

FIGURA 6 -

FIGURA 7 -

FIGURA 8 -

LISTA DE FIGURAS

(A) Esquema representativo de um cassete usado na
transformacdo do evento milho MONS810. (B) Esquema
representativo do inserto no evento MON810. P35S: Regiéao
promotora 35S CaMV do virus do mosaico da couve-flor,
hsp70: intron de proteina de choque térmico proveniente do
gene hsp70 de milho usada para aumentar a expressédo do
transgene, cryAb: gene que codifica a proteina CrylAb de B.
thuringiensis e confere resisténcia ao atague da broca
européia do milho, NOS: terminador de nopalina
][] = ]3RS
Esquema representativo de um genossensor. A hibridizagéo
entre sonda e alvo ocorre na camada de reconhecimento do
TrFANSAULON ... ee e e
Voltamograma ciclico demonstrando as correntes catodicas
(IpC) € @NOICA (IPA).----vvveeeeeeeeiiiieeee et
Representacdo esquematica de uma célula eletroquimica
com trés eletrodos: eletrodo de trabalho (A); eletrodo de
referéncia (B); eletrodo auxiliar (C).........ccooooviiiiiiiiiiiiiiiieiieeen,
Esquema de emparelhamento entre os alcanotibis (ex: acido
6-mercaptohexandico) e o reticulo do ouro numa camada
AULO-0rganiZada.........ccuvvuiiiieieiiie e e
Mecanismo de ativacdo dos grupamentos carboxilicos por
meio da reacdo com EDC/NHS, onde (1) simboliza a
superficie funcionalizada e (2) simboliza a
DIOMOIECUIA. ...
Adicdo do acido oleico e oleilamina a solucédo de hexadecan-
1-ol 0,3 molL? em 35 mL de NMP. (A) solucdo
] To% ] o) USSP
Reac&o com a solucdo [Fe(acac)s] 0,15 mol.L™ a 200 °C. (B)

solugdo acastanhada................eeeiiiniiiii

23

29

33

34

37

41

54



FIGURA 9 -

FIGURA 10 -

FIGURA 11 -

FIGURA 12 -

FIGURA 13 -

FIGURA 14 -

FIGURA 15 -
FIGURA 16 -

FIGURA 17 -

FIGURA 18 -

FIGURA 19 -

FIGURA 20 -

FIGURA 21 -

Posicdo do imd@ na lateral do béquer de 50 mL, segunda
oY 7T =Y o
Sistema fechado em atmosfera inerte contendo o ferrofluido
(Fes0,4) em tolueno. (C) sistema fechado com tampa de vidro
(0110 [UTCT=To - TP
Adicao da solucao contendo o HAuCl,;.3H;0, a oleilamina e o
tOIUENO ANIAIOD.....cciiiiii i
Procedimento manual de montagem do eletrodo base............
Voltamograma Ciclico do eletrodo de ouro policristalino em
H,S0, 0,5 mol.L™! no intervalo de potencial de 0,2 até 1,6 V
vs. Ag/AgCl e velocidade de varredura 100 mV.s™...................
Esquema das etapas do procedimento do genoensaio para
deteccao do DNA alvo do HMGA do milho...........ccceeeveiviiinnnnes
Voltamograma do TMB sobre a fase sensora..........c.cccceeeeeeees
Esquema de disposicdo dos 3 eletrodos usados para a
obtencdo das medidas cronoamperometricas.........cccccceveeeennn..
Estrutura mais estavel da sonda alvo com 79 pb a 25 °C e
[Na*] = 0,298 mol.L™ obtida & partir do servidor MFold............
Estruturas complementares: Sonda de captura e indicadora a
25 °C e 0,298 mol.L™* de [Na'] utilizando o servidor MFold

Imagens de TEM das nanoparticulas de Fe;O,@Au (1:7) no
tamanho de cerca de 10 nm de didmetro...........ccceeeveeeinnvnnnnee.
Espectros de UV-Vis das nanoparticulas de Fe3O0y,
Fe;O0O,@Au (1:4) e Fe30,@Au (1:7), dispersas em tolueno,
com concentragdes arbitrarias. ........cccooovueeeeeeniiiieiieeee e,
Representacédo grafica da intensidade de corrente média nos
altimos 10 s de varredura subtraida do branco em funcédo da
concentracdo de DNA alvo do HMGA na concentracdo 2,0

nmol.L™, obtidos em triplicata............coceeveeeeeeeeeeeeeeeeeee e,

56

57

58

60

61

64
67

68

70

71

73

74



FIGURA 22 -

FIGURA 23 -

FIGURA 24 -

FIGURA 25 -

FIGURA 26 -

FIGURA 27 -

Representacédo grafica da intensidade de corrente média nos
altimos 10 s de varredura subtraida do branco em funcédo da
concentracdo de DNA alvo do HMGA na concentracao 5,0
nmol.L™" obtidos com e sem a lavagem com Tween® 20........
Cronoamperogramas dos ensaios referentes & amostra de
DNA alvo com concentracdes crescentes: 0,0 nmol.L?, 0,5
nmol.L™%, 1,0 nmol.L™, 2,0 nmol.L e 5,0 nmol.L™.....................
Cronoamperograma para a concentracdo de 2,0 nmol.L™* de

DNA alvo em duplicata............cooeveiiiiiiiiiiiiiiiiceee e
Representacdo grafica da intensidade de corrente média (i)
nos ultimos 10 s de varredura em funcdo da concentracdo de
DNA alvo do HMGA na faixa de concentracdo de DNA alvo
variando de 0,0 2 10,0 NMol.L™ ..o
Representacdo grafica da intensidade de corrente média (i)
nos ultimos 10 s de varredura em funcéo da concentracéo de
DNA alvo do HMGA na faixa de concentracdo de DNA alvo
variando de 0,0 25,0 NMOLL ™o,
Sinal de corrente de uma amostra real diluida a 1:10 de DNA
do milho amplificado a partir do material certificado do evento
MON810 10% (p/p), com primers especificos para o evento
transgénico comparado ao sinal obtido com uma sonda

sintética (ssSDNA) na concentracdo 2,0 nmol.L™.......................

81

83

84

85

86



RESUMO

Utilizacdo de nanoparticulas magnéticas de FesO,@Au como nanoplataforma para o

desenvolvimento de genoensaios eletroquimicos para detec¢éo de milho

O presente trabalho aborda um avanco tecnoldgico aplicado ao desenvolvimento de
genoensaios eletroquimicos através da imobilizacdo de sondas de DNA em
nanoplataformas  constituidas por nhanoparticulas magnéticas de FesO,@Au
nucleo@revestimento. Estas nanoplataformas foram utilizadas na constru¢éo de dispositivos
analiticos, para a deteccdo e quantificacdo do gene enddgeno de alta mobilidade HMGA
especifico do milho a ser utlizado na quantificagdo relativa do evento de milho
Geneticamente Modificado MON810. Um eletrodo de ouro obtido por sputtering sobre um
filme de poliéster foi utilizado como eletrodo de trabalho para deposicdo das NPM
Fe;O,@Au e para a transducdo eletroquimica, usando-se a enzima peroxidase como
marcador e amplificador do sinal eletroquimico obtido na reag&o de hibridizagdo de cadeias
complementares do DNA correspondente ao HMGA. Os compostos tiolados acido 6-
mercaptohexanoico e 6-mercaptohexan-1-ol foram wusados para funcionalizar as
nanoparticulas através da formacdo de bicamadas automontadas. As nanoparticulas
apresentaram-se esféricas e uniformes com = 10 nm de didmetro com elevada eficiéncia de
separacdo, o que associado a sua biocompatibilidade permitiu uma imobilizagdo do DNA
bem orientada. O genoensaio foi construido usando-se um formato de hibridizacdo em
sanduiche de modo a aumentar a seletividade do ensaio eletroquimico em condi¢des
otimizadas: (1) 6 mercaptohexan-1-ol (0,1 mol.L™) e 4cido 6-mercaptohexanoico (0,1 mol.L™)
na proporcao de 6:1; (2) Fe;0,@Au de 0,06 mg/ensaio; (3) hibridizacdo homogénea a 98
°C, por 30 min; (4) hibridizagdo heterogénea em 1 hora. Nestas condi¢des, obtiveram-se
curvas de calibracdo com intervalo linear entre 0,0 e 5,0 nmol.L ™ de DNA com coeficiente de
correlacdo de 0,9995, LOD de 0,094 nmol.L* e LOQ de 0,313 nmol.L™. A precisdo do
genoensaio variou entre 0,9 a 1,2 %. O método levou ao aumento de sensibilidade e ndo
necessitou de prévia purificacdo e foi testado em amostras comerciais de milho. Os
resultados experimentais mostraram que esta proposta apresenta-se como inovadora e
acessivel, com potencial para ser aplicada em andlises quantitativas para a verificacdo da

conformidade dos regulamentos de culturas GM.

Palavras chave: nanoparticulas Fe;O,@Au, genossensores eletroquimicos, gene HMGA,

milho



ABSTRACT

Use of FesO,@Au magnetic nanoparticles as nanoplatform for the development of

electrochemical genoassay for the detection of maize

The present work addresses a technological advance applied to the development of
electrochemical genoassays through the immobilization of DNA probes in nanoplatforms
composed of magnetic hanopatrticles of Fe;0,@Au core@shell. This nanoplatform was used
in the construction of analytical devices for the detection and quantification of the
endogenous high mobility HMGA specific gene to be used in the relative quantification of the
genetically modified maize event MON810. A gold electrode obtained by Sputtering on a
polyester film was used as a working electrode for the deposition of FesO,@Au MNP and for
the electrochemical transduction, using the peroxidase enzyme as marker and amplifier of
the electrochemical signal obtained in the hybridization reaction of complementary strands of
the DNA corresponding to HMGA. The thiolated compounds 6-mercaptohexanoic acid and 6-
mercaptohexan-1-ol were used to functionalize the nanoparticles by forming self-assembled
bilayers. The nanoparticles were spherical and uniform with = 10 nm in diameter with high
separation efficiency, which combined with their biocompatibility allowed a well-oriented DNA
immobilization. The genoassay was constructed using a sandwich hybridization format to
increase the selectivity of the electrochemical assay under optimized conditions: (1) 6-
mercaptohexan-1-ol (0.1 mol.L™) and 6-mercaptohexanoic acid (0.1 mol.L™) in the ratio of 6:
1; (2) Fe;0,@Au of 0.06 mg/assay; (3) homogeneous hybridization at 98 °C for 30 min; (4)
heterogeneous hybridization in 1 hour. Under these conditions calibration curves were
obtained with linear interval between 0.0 and 5.0 nmol.L* DNA with correlation coefficient of
0.9999, LOD of 0.094 nmol.L™* and LOQ of 0.313 nmol.L™. The accuracy of the genoassay
ranged from 0.9 to 1.2%. The method led to increased sensitivity and did not require prior
purification and was tested in commercial maize samples. The experimental results showed
that this proposal is presented as innovative and accessible, with the potential to be applied

in quantitative analyzes to check the conformity of genetically modified crop regulations.

Keywords: Fe;0,@Au nanopatrticles, electrochemical genosensors, HMGA gene, maize
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1- INTRODUCAO

As culturas geneticamente modificadas (GM) tiveram um aumento global de
area cultivada de 1,7 milhdes de hectares em 1996 para 185,1 milhGes de hectares
em 2016. Um aumento de = 110 vezes em apenas 20 anos que torna a
Biotecnologia a tecnologia de culturas mais rapidamente adotada nos ultimos
tempos (JAMES, 2016). O Brasil é o segundo maior produtor mundial de alimentos
GM, com 49,1 milhdes de hectares de &rea plantada, sendo que os Estados Unidos
da América, EUA, mantém a lideranca da producdo com 72,9 milh6es de hectares
(JAMES, 2016). De 1994 até 2016, um total de 40 paises, incluindo a Unido
Européia (EU-28), concederam aprovacoes regulatérias a culturas GM para uso
como alimento e/ou ra¢cdo bem como para liberacdo ambiental. Destes paises, 3.768
aprovacdes foram emitidas pelas autoridades reguladoras para 26 cultivos e 392
eventos GM (JAMES, 2016).

O milho é a segunda cultura mais cultivada no mundo e com o maior numero
de eventos GM aprovados para alimentos e racdes (218 em 29 paises) (JAMES,
2016). O evento MON810 do milho (nome comercial “YieldGard®”), com tecnologia
de fabricacdo desenvolvida pela Monsanto Company, é o terceiro maior em namero
de aprovacfes com 52 aprovacdes em 26 paises incluindo a UE-28 (JAMES, 2016).
Este evento contém o gene crylAb que foi inserido no genoma da planta de modo a
conferir resisténcia ao ataque da broca européia do milho (Ostrinia nubilalis). A
broca do milho produz uma variacdo da proteina CrylAb, derivada do Bacilus
thuringiensis expressa no milho MON810 (CARNEIRO, 2009). No Brasil este evento
€ autorizado para comercializacdo desde 2007 (JAMES, 2015).

Apesar das vantagens oferecidas pelos Organismos Geneticamente
Modificados (OGM), tais como: resisténcia a insetos; tolerancia a herbicidas, a seca
e a solos &cidos; aumento na produtividade, aumento na qualidade nutricional dos
alimentos, dentre outras vantagens, a sua utilizacdo ndo € aceita em todo o mundo,
pois 0s consumidores estdo preocupados com a sua seguranca devido ao
desconhecimento dos processos de producédo de OGMs. As principais questdes que
preocupam os consumidores dizem respeito ao potencial fluxo genético dos genes
inseridos para outros organismos e potenciais alergenicidades bem como o

desconhecimento dos reais impactos da utilizacdo de OGMs no meio ambiente, na
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saude, politica, economia e bioética de cada pais. (ALBRECHT e MISSIO, 2013;
ALVES, 2004; BARROSO et al, 2015; LUCHT e THOMAS, 2015). Por
consequéncia, foram criadas em varios paises, agéncias governamentais de modo a
controlar o uso desta tecnologia e regulamentar a seguranca dos alimentos OGM e
seus derivados estabelecendo regras de rotulagem (MARMIROLI et al., 2008;
COTA, 2015).

A necessidade de monitoramento e a verificacdo da presenca e quantidade
de OGM em culturas agricolas e em produtos alimentares, tém gerado o interesse
de vérios pesquisadores na busca de métodos analiticos de detec¢cdo de OGM cada
vez mais precisos, sensiveis, rapidos e de baixo custo na detec¢éo destes produtos.
Métodos baseados em proteinas e em DNA foram desenvolvidos com o objetivo de
garantir a implementacéo dos regulamentos criados em cada pais e a verificacdo do
cumprimento da legislacdo por parte dos 6rgaos governamentais (BARROSO et al.,
2015).

O DNA possui as vantagens de ser estavel, abundante e de facil amplificacéo.
A deteccéo de sequéncias especificas de DNA, especialmente usando a técnica de
reacdo em cadeia da polimerase (PCR), ainda é a estratégia mais eficaz para a
deteccdo de OGM. PCR em tempo real é o padrdo ouro para analise quantitativa de
OGM, contudo € uma técnica laboriosa, dispendiosa e consome muito tempo, mas
varios outros meétodos também foram desenvolvidos para a deteccéo e quantificacado
de GM (BONFINI et al., 2001; MARMIROLI et al., 2008; DONG, W. et al., 2008).
Dentre estas técnicas, 0s biossensores e especialmente 0s biossensores
eletroquimicos aparecem como uma ferramenta bioanalitica que utiliza dispositivos
simples, portateis, de baixo custo e, na maioria dos casos, descartaveis, para
deteccdo confiavel, precisa e especifica do evento necessaria para a triagem e
identificacdo de culturas GM autorizadas em cada pais (ARUGULA et al., 2014;
BARROSO et al., 2015; LUCHT e THOMAS, 2015; LIN e PAN, 2016).

A maioria dos biossensores de DNA, também chamados Genossensores, sao
desenvolvidos com base na medida do sinal eletroquimico produzido pela interacao
bioquimica entre uma sonda oligonucleotidica, feita a partir de uma fita simples de
DNA (ssDNA) ou sonda de captura, imobilizada na superficie de um eletrodo
marcada com um indicador eletroquimico que reconhece sua sequéncia-alvo
complementar (WANG J., 2000; AHAMMAD, et al. 2009). Os biossensores
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amperomeétricos tém sido preferidos devido a facil manipulacdo e ao fato da
concentracdo do analito ser proporcional a alteracdo na corrente elétrica
(THEVENOT et al., 2001; FURTADO et al., 2008; MONOSIK et al., 2012).

Dentre 0s nanomateriais, com caracteristicas singulares, que podem ser
utilizados como nanoplataformas para detec¢cdo biomolecular e proporcionar maior
sensibilidade e receptividade a miniaturizacdo estdo as nanoparticulas (NP)
core@shell, que consistem em particulas concéntricas, nas quais, particulas de um
material sdo revestidas com uma camada de outro material (BARROSO et al., 2015).
Nas NP core@shell do tipo Fe;O,@Au, o nlcleo de Fez0O4 proporciona
funcionalidades magnéticas, estabilidade em meio biolégico corrosivo e podem ser
facilmente modificadas enquanto a camada externa de NP de ouro (Au) possui
propriedades eletrocataliticas e Oticas, além de ser um componente de atividade
plasmonica, oferecendo protecdo ao nucleo por ser quimicamente inerte, comparado
ao oxido de ferro (SUAREZ BALLESTEROS, 2012). Além disso, a superficie de ouro
pode ser facilmente modificada por moléculas terminais de tiol o que torna as
nanoparticulas magnéticas (NPM) Fe;O,@Au adequadas para muitas montagens
biol6gicas diferentes (VIDOTTI et al., 2011; FREITAS et al., 2016; MAHMOUDI-
BADIKIA et al., 2017).

NP com propriedades magnéticas sdo de grande utilidade devido a sua facil
manipulacdo com um campo magnético externo e grande area superficial que
permite a imobilizacdo de quantas biomoléculas sejam necessarias. As NP
superparamagnéticas, com diametro entre 10-20 nm sdao o material magnético ideal
para uso em Genoensaios, pois respondem rapidamente a um campo magnético
externo e podem ser facilmente redispersados apos a remocao de um ima devido a
auséncia de magnetizacdo residual e coercividade, também apresentam grande
area superficial e de alta transferéncia de massa (FREITAS et al., 2016; ROCHA-
SANTOS, 2014). Em matrizes complexas de aplicacdes bioanaliticas, por exemplo, a
separacao de alguns componentes biolégicos do seu ambiente nativo € importante
ou mesmo essencial, e a separacdo magnética € uma das formas mais faceis de
executar esse passo na superficie do transdutor (HE e TOH, 2006; EDEM et al.,
2006; ZACCO et al., 2007).

Além das NPM, o uso de monocamadas auto-organizadas (SAM, do inglés

“self-assembled monolayer”) tem se tornado um procedimento de modificagdo de
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superficies eletrédicas bastante empregado para a imobilizagdo do material biolégico
(DONG, S., 1997), principalmente devido a sua simplicidade, versatilidade e
possibilidade de produzir estruturas altamente ordenadas. A modificagdo com SAM
tem o intuito de tornar a superficie de ouro mais hidréfila (FISHER, 2011). Um
exemplo de composto que pode ser utilizado para este fim é o acido 6-
mercaptohexanoico (MCHAc) (PLACIDO et al., 2018). A imobilizacédo através da
formacédo de SAM requer a introducdo de um segundo alcanotiol (camada binaria),
como exemplo o 6-mercaptohexan-1-ol (MCH) que pode ser usado como espacador
de preenchimento para evitar a adsor¢édo néo especifica de agentes adsorventes e a
adsorcédo plana de DNA o que dificultaria o evento de hibridizacdo. As bicamadas
formadas em ouro previamente modificadas sdo estaveis e possibilitam a
caracterizacdo de compostos eletroativos que possam estar inseridos na propria
bicamada. Deste modo, os biossensores sdo desenvolvidos sem que o ambiente
biomimético seja alterado, permitindo a interacdo de biomoléculas sem causar a
diminuicdo da sua bioatividade (BARROSO et al., 2015).

A escolha do eletrodo base ou substrato, cuja superficie sofre modificacoes, &
também uma etapa importante para o desenvolvimento de biossensores aplicados
em investigacbes eletroquimicas, pois possibilita a utilizacdo de materiais
especificos para cada material bioldgico, objetivando minimizar problemas, como a
renovagdo de superficie, maximizar as potencialidades de imobilizacdo de
biomoléculas e as suas distribuicbes espaciais sobre as superficies modificadas e a
aplicacdo em analise de campo (HE e TOH, 2006).

Neste trabalho € descrito um Genoensaio eletroquimico preciso, sensivel,
rapido e de baixo custo para detectar e quantificar de forma relativa o evento de
milho GM MON810. O esquema de deteccédo baseia-se na hibridizacdo em formato
sanduiche de sondas de captura e deteccdo do DNA alvo do gene enddgeno de alta
mobilidade HMGA especifico do milho. Uma sonda de captura de DNA é ancorada,
com auxilio de uma SAM (MCH/MCHACc) carboxilada e dos agentes acoplantes
carbodiimida e hidroxisuccinimida (EDC/NHS), na superficie de NPM Fe3;O,@Au
core/shell que por sua vez estdo imobilizadas magneticamente na superficie do
eletrodo de trabalho, previamente preparado por deposi¢cdo do ouro por corrente
continua (DC Sputtering) sobre um filme de poliéster (HARSANYI, 1995). A deteccao

eletroquimica foi realizada por cronoamperometria apdés marcacdo enzimatica da fita
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dupla imobilizada na superficie das NPM Fe;O,@Au dispostas no eletrodo de
trabalho magneticamente (HALFORD et al.,, 2013). O Genoensaio foi aplicado na
deteccdo de amostras reais, sem purificacdo adicional, apés amplificacdo por PCR
de materiais de referéncia certificados contendo milho MON810 visando atender o
cumprimento da legislac&o e o controle destes produtos GM.
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2- REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 — Organismos Geneticamente Modificados

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), OGM ¢ definido
como um organismo vivo, cujo genoma foi alterado através da introducdo de um
gene exdgeno capaz de expressar uma proteina adicional que confere novas
caracteristicas, tais como a melhoria das propriedades nutricionais, resisténcia a
herbicidas e protecéo contra insetos. Além de outras caracteristicas consideradas de
grande relevancia, como: tolerancia a seca, a solos acidos, e ao melhoramento de
espécies voltadas ao aquecimento global (ALBRECHT e MISSIO, 2013;
MANZANARES-PALENZUELA et al., 2015).

Frequentemente os termos OGMs e transgénicos sao utilizados como
sindnimos, porém, existe uma diferenca técnica entre estes conceitos. Os OGMs séo
organismos que foram modificados com a introducdo de um ou mais genes
provenientes de um ser vivo da mesma espécie do organismo alvo. Por outro lado o
termo transgénico é utilizado para designar um ser vivo que foi modificado
geneticamente, recebendo um gene ou uma sequéncia génica de um ser vivo de
espécie diferente. Para a execucdo de tal processo utiliza-se a tecnologia DNA
recombinante. Portanto, o transgénico é um tipo de OGM, mas nem todo OGM é um
transgénico (ALVES, 2004).

Os OGM sédo constituidos por uma insercdo de DNA exdégeno ou gene
"cassete", que contém um "promotor" (P), que controla e inicia a expressao do
transgene, a "regido de codificacdo”, que define a sequéncia de aminoacidos de um
gene especifico e que contém as caracteristicas que se pretendem, e um
"terminador de expressao" (t) que indica a finalizacdo da leitura do gene que foi
inserido. Além disso, pode ser utilizado um gene marcador que serve para
selecionar as células que, de fato, tenham sido transformadas (CANOVA, 2014;
CONCEICAO, et al. 2006).

O milho MONB810 (YieldGard®) resistente a insetos da ordem Lepiddptera, por
exemplo, tem como regido reguladora o promotor 35S do RNA ribossémico do virus
do mosaico da couve-flor (CaMV); como regido codificadora o gene crylAb que

codifica a proteina CrylAb do Bacilus thuringiensis, que confere resisténcia ao

22



ataque da broca européia do milho (BCE, Ostrinia nubilalis). A inser¢cdo do
fragmento de DNA recombinante foi realizada através da técnica de biobalistica,
onde uma particula de metal, geralmente ouro ou tungsténio, revestida com o
fragmento de interesse € projetada com alta pressao no tecido da planta para que
atinja o nucleo da célula, fazendo com que o fragmento de DNA contendo o0 gene de
interesse se integre ao DNA da planta (CELLINI et al., 2004). No entanto, a insercao
do gene crylAb no milho MONS810 foi incompleta, devido a rearranjos que ocorreram
na transformacdo genética, assim a proteina expressa diminuiu de tamanho, pois
parte da regido 3’ da construgdo original ndo foi integrada no genoma do milho.
Somente foram integrados o promotor constitutivo 35S e uma parte do gene crylAb,
contudo, houve  delecdo completa do terminador NOS de Agrobacterium
tumefaciens responsavel por determinar o final do processo de transcricdo do gene
(HERNANDEZ et al., 2004).

A Figura 1 mostra um esquema representativo de uma cassete do evento
milho MON810.

A P35S hsp70 crylAb NOS

B P35S hsp70 crylAb

Fonte: (adaptado de CANOVA, 2014).

Figura 1: (A) Esquema representativo de um cassete usado na transformagao do
evento milho MON810. (B) Esquema representativo do inserto no evento MONS810.
P35S: Regido promotora 35S CaMV do virus do mosaico da couve-flor, hsp70:
intron de proteina de choque térmico proveniente do gene hsp70 de milho usada
para aumentar a expressdao do transgene, cryAb: gene que codifica a proteina
CrylAb de B. thuringiensis e confere resisténcia ao ataque da broca européia do

milho, NOS: terminador de nopalina sintase.

A deteccdo de qualquer uma das regides, mostradas na Figura 1, em uma

planta GM, presentes exclusivamente na construcdo transgene, possibilita sua
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discriminacdo daquelas ndo GM (CONCEICAO, et al. 2006; ALBRECHT e MISSIO,
2013).

2.2 — Processo de legalizacdo de OGMs

Existem aspectos positivos como: resisténcia a insetos, a herbicidas, a
condicOes adversas de solo e clima, aumento do potencial nutricional dos alimentos
dentre outros, que fazem com que os OGMs sejam objeto de intensa especulacao
por parte dos cientistas, empresarios e politicos, porém, estamos ainda diante de um
processo de consolidacdo de uma nova tecnologia que pode produzir efeitos
adversos (ALVES, 2004; ALBRECHT e MISSIO, 2013; BARROSO et al., 2015;
LUCHT e THOMAS, 2015). Os riscos, que levam a efeitos adversos, em relacdo a
producdo e consumo de OGMs, descritos na literatura, estdo divididos basicamente
em duas categorias: riscos a saude humana e ao meio ambiente. No primeiro caso,
foi estudado o risco de que plantas geneticamente modificadas possam vir a
secretar substancias incomuns ou inexistentes em alimentos convencionais, as
quais serdo ingeridas e, em consequéncia da modificacdo genética, possam
acarretar processos alérgicos e disfungbes fisiologicas, desencadeando novas
doencas (KREUZER e MASSEY, 2002). Estudos cientificos apontam que a ingestéo
de OGMs néo causa riscos identificaveis para a saude dos consumidores, contudo,
persiste 0 argumento de que o prazo de duracéo destes experimentos € insuficiente
para identificacdo de possiveis efeitos danosos. Em relagdo ao meio ambiente,
destacam-se: a) risco de eliminacdo de espécies animais e microorganismos do
ecossistema (LOSEY et al.,, 1999); b) risco de contaminacdo de espécies
convencionais (naturais) por troca de pdllen com culturas transgénicas -
hibridizagcdo; c) risco de geracdo de novos virus que causem doencas, bactérias
infecciosas, genes resistentes a certos antibidticos e geracdo de doencas
decorrentes da manipulacdo genética, nos vegetais, animais e também no homem
(ULTCHAK, 2018).

De modo a testar e a garantir a seguranca dos OGMs, a Academia Nacional
de Ciéncias, Engenharia e Medicina dos Estados Unidos, realizou uma extensa
investigacao sobre o cultivo de OGM e a utilizagdo dos OGMs como ingredientes em

alimentos e racfes. Deste trabalho foi concluido que néo existem diferencas para a
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seguranca do ambiente entre as culturas e os alimentos GMs quando comparados
com os seus homoélogos convencionais. Para mais, ndo foi encontrada relacdo entre
0s transgénicos e problemas ambientais. No que se refere a saude publica ndo se
encontraram evidéncias de que os alimentos transgénicos sejam causa de
obesidade, doencas gastrointestinais, diabetes, doencas renais, autismo, alergias ou
cancer. Contudo um aumento do financiamento em pesquisas que utilizam
engenharia genética sera necessario para entender e melhorar caracteristicas
complexas, tais como tolerdncia a seca e fixacdo de nitrogénio (GOULD et al.,
2016).

Apesar das vantagens oferecidas pelos OGMs, a sua utilizacdo ndo € aceita
em todo o mundo. No Brasil os alimentos transgénicos foram introduzidos de uma
forma ilegal estando atualmente em processo de legalizacdo. Porém, os movimentos
sociais de oposicao a utilizacdo de alimentos GMs sdo muito expressivos. Sendo
uma consequéncia natural da falta de informacado cientifica sobre os seus efeitos
benéficos e maléficos bem como a falta de informacao por parte dos agricultores e
industriais aos consumidores. Estas abordagens e receios por parte dos
consumidores em todo o mundo deram origem a criacdo de agéncias
governamentais de modo a controlar o0 uso desta tecnologia e regulamentar a
seguranca dos alimentos transgénicos e seus derivados estabelecendo regras de
rotulagem obrigatoria (SILVA, 2016).

Na UE a legislacdo € rigorosa e exige um limite em porcentagem, para a
presenca tecnicamente inevitavel de OGMs, fixado em 0,9%, acima do qual devem
ser rotulados como alimentos para consumo humano e animal de produtos
alimentares que consistam de OGMs, que os contenham, ou que sejam obtidos a
partir de OGMs. O Regulamento CE 1830/2003 estabelece que os alimentos que
contenham niveis de OGM superiores ao limite devem ser rotulados como "este
produto contém OGM". Para os OGMs nédo aprovados, que nao foram avaliados pela
Autoridade Européia de Seguranca Alimentar, o nivel de tolerancia € de 0,0%. Além
disso, a UE exige a rastreabilidade dos OGM e dos produtos fabricados a partir de
OGM em todas as etapas de colocacdo no mercado através das redes de producao
e distribuicdo (EUROPEAN COMMISSION, 2003).

No Brasil, uma legislagdo especifica para rotulagem de alimentos GM foi

inicialmente publicada em 2001, estabelecendo o limite de 4% para presenca
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acidental de soja transgénica entre os grdos comercializados no pais. Em 2003,
mediante Decreto N° 4.680 de 25 de abril, a rotulagem passou a ser obrigatéria para
produtos embalados, a granel ou in natura, que contém ou que sao produzidos a
partir de OGMs, acima do limite de 1,0% do produto final (MARCELINO et al., 2007).
A necessidade de monitoramento e verificacdo da presenca e da quantidade
de OGM em culturas agricolas e em produtos alimentares tém gerado o interesse de
varios pesquisadores na busca de métodos analiticos cada vez mais precisos,
sensiveis, rapidos e de baixo custo na deteccéo destes produtos de modo a garantir
a implementacdo destes regulamentos e verificagdo do cumprimento da legislagao
por parte dos 6rgdos governamentais, para auxiliar os fabricantes a melhorar a sua
producao de alimentos e racdes em termos de andlise de riscos em pontos criticos
de controle, a triagem de avaliacdo de riscos e as boas préticas de fabricacéo e para
assegurar os direitos do consumidor a informagédo (BARROSO et al., 2015)

2.3 — Métodos analiticos para a deteccao e quantificacdo de OGM

Culturas e alimentos GM podem ser identificados através de varios tipos de
biomoléculas, tais como proteinas especificas, RNA, DNA e metabdlitos. Dentre
estas biomoléculas, o DNA é a uUnica molécula que possui as vantagens de ser
estavel, abundante e de facil amplificacdo. Assim, a deteccdo de sequéncias
especificas de DNA, especialmente usando a técnica da Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR, do inglés), ainda € a estratégia mais eficaz para a deteccéo de
OGM. PCR em tempo real é considerado o padrdo ouro para a determinacao
guantitativa de OGM, devido a sua versatilidade, sensibilidade e potencial de alto
rendimento. Varias metodologias utilizadas em procedimentos de rotina, baseadas
em proteinas e DNA tém sido desenvolvidos para a detec¢édo e quantificacdo de GM
(AHMED, 2002). No entanto, estas metodologias convencionais, tais como, 0 ensaio
de imunoabsorcdo enzimatica (ELISA, do inglés) para a deteccdo de proteinas e
PCR para a deteccdo de DNA séo laboriosas, dispendiosas e requerem muito tempo
de analise e profissionais especializados. Neste sentido, 0s biossensores aparecem
como uma ferramenta bioanalitica com a possibilidade de utilizar dispositivos

simples, portétil e de baixo custo para a avaliacdo OGM.
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A deteccdo do evento especifico € necessaria para a triagem e identificacdo
de culturas GM autorizadas em cada Pais (EUROPEAN COMMISSION, 2003; LIN e
PAN, 2016). Um aspecto crucial na analise de alimentos contendo OGM é a sua
guantificacdo, pois dependendo da sua concentracao final no alimento, este sera ou
nao rotulado como alimento contendo ingredientes GMs. A analise quantitativa de
alimentos, por exemplo o milho GM requer a estimativa da quantidade do evento
transgénico em relacédo a um gene endogeno. Ou seja, € uma quantificacao relativa
gue serve como controle positivo para a presenca de DNA de milho OGM. Um "gene
enddégeno” é um gene proprio da célula ou do organismo (EMBRAPA, 2014;
CONCEICAO et al., 2006).

As proteinas do grupo de alta mobilidade (HMG, do inglés) sao genes
enddégenos do milho e receberam essa denominacédo devido a sua alta mobilidade
eletroforética em géis de uréia (GOODWIN et al., 1973). Sua alta mobilidade
eletroforética esta diretamente relacionada a composicdo de aminoacidos desses
polipeptideos, constituidos por muitos residuos de aminoacidos basicos e acidos, e
representam uma familia de pequenas e abundantes proteinas cromossdmicas nao

bY

histonas associadas a cromatina eucariética (HMGA, 2016). Esta familia de
proteinas nucleares nao-histonas é o segundo grupo de proteinas cromossomais
mais abundantes, cujas funcdes relacionadas ao DNA séo a transcricao, replicacéo,
recombinacdo e reparacdo, envolvendo modificagdo na estrutura do DNA e
organizagdo da fibra de cromatina (BUSTIN, 1999). Dessa forma, as HMGs sé&o
denominadas de proteinas arquitetdnicas do DNA (AGRESTI e BIANCHI, 2003).
Neste sentido a aplicacdo de biossensores baseados no gene endégeno HMGA
para deteccdo e quantificacdo de OGM representa uma técnica promissora a ser

explorada

2.4 — Genossensores

Um biossensor € um dispositivo analitico que usa de forma integrada um
elemento de reconhecimento bioldgico (receptor bioquimico) (anticorpos, enzimas,
acido nucléico, dentre outros) em contato direto com um elemento de transducgéo
fisico ou fisico-quimico, para gerar um sinal mensuravel, proporcional a

concentracdo do analito em estudo, e produzir uma informacéo analitica especifica,
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guantitativa ou semi-quantitativa (LOWE, 1984; IUPAC, 1997). Idealmente, é um
dispositivo que é capaz de responder continuamente, de forma reversivel, e nao
perturbar a amostra (LUONG et al., 2008). Devido a sua especificidade os
biossensores tém melhor seletividade e, portanto, uma quantificagdo mais exata,
além disso, atraem atencdo por serem de facil preparacdo, custo relativamente
baixo, apresentarem boas perspectivas de miniaturizacdo do sistema e,
consequente, portabilidade (RIBOVSKI, 2015).

A combinacdo de acidos nucléicos com um transdutor apropriado forma um
tipo importante de biossensor com desempenho intimamente ligado as propriedades
fisicas do DNA e do RNA como pureza e comprimento da cadeia. Eles sédo
denominados genossensores (MUSSINI, 2008).

Nos Genossensores é detectada a reacdo de hibridizacdo entre 2 cadeias
complementares de DNA (YOON, 2012). Um Genossensor é muitas vezes
apresentado como um eletrodo quimicamente modificado por acido nucléico e se
caracteriza como um dispositivo analitico avancado, com a perspectiva de
diagnostico apresentando alta sensibilidade e especificidade, além de baixo custo
com a possibilidade de detectar qualquer sequéncia de DNA (0ZSOZzZ, 2012;
SASSOLAS et al., 2008).

Este tipo de sensor pode conter sequéncias de DNA com 20 a 40 pares de
bases que s&o imobilizadas em uma plataforma eletrolitica (KAVITA, 2017;
WOLCOTT, 1992; WANG, 1999). Segundo Wolcott (1992), sondas mais curtas séo
mais eficazes na estabilizacdo da hibridizacdo com a sequéncia alvo do que as
sondas mais longas, além disso, foi demonstrado que sondas com menos de 15 pb
levam a reducao da sensibilidade do sensor, enquanto sondas com maior niumero de
pares de bases levam a falta de resposta do sensor (GODA et al.,, 2013). Esta
imobilizagdo tem como fungdo promover uma modificacdo especifica de uma das
extremidades da sequéncia (5’ ou 3’), ou com a ligagdo de um linker bifuncional que
vai se ligar na plataforma e na extremidade da sequéncia do DNA alvo (BEAUCAGE,
2001). Assim, sequéncias de bases nitrogenadas sdo usadas para determinar a
presenca da sua sequéncia complementar, gerando um sinal que pode ser
monitorado, fazendo destes dispositivos uma excelente ferramenta para detectar
espécies de virus e bactérias mesmo em matrizes mais complexas (MUSSINI, 2008;
YOON, 2012).
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A deteccao eletroquimica de uma molécula de DNA apresenta uma ligacéo de
alta afinidade, sensibilidade e seletividade pela complementaridade das bases de
nucleotideos, no processo de hibridizagdo como representado na Figura 2
(BORGMANN et al., 2011).

Figura 2: Esquema representativo de um genossensor. A hibridizac&do entre sonda e

alvo ocorre na camada de reconhecimento do transdutor.

Sondas de captura

Hibridizacao Sinal

DNA Alvo

Fonte: (adaptado de SOUZA, 2014).

O reconhecimento do DNA alvo em associagdo com um elemento transdutor
se da basicamente de duas formas: por oxidacéo direta ou catalisada de bases de
DNA, ou por resposta eletroquimica gerada por enzima ou outro marcador redox
(moléculas capazes de sofrer oxidagao e reducao) por uma reagdo especifica com o
DNA alvo e uma biomolécula marcada com enzima conhecida como conjugado. Por
conseguinte, a medida da corrente elétrica sera correlacionada em funcdo do
produto da reacdo enzimatica apos a adicdo do substrato na célula eletroquimica
(MARRAZZA et al.,, 2001; MURPHY, 2006; FURTADO, 2008; WANG, Y., 2008;
SOUZA, 2014). Portanto, basicamente, um sensor eletroquimico para a detec¢céo de
DNA ¢é baseado na imobilizacdo de uma sonda de oligonucleotideo sobre a
superficie do eletrodo e a deteccdo subsequente da cadeia complementar (o alvo)
por hibridizagéo.

Estes tipos de dispositivos tém sido amplamente relatados na literatura no
gual se imobiliza DNA de OGM'’s sobre uma superficie de carbono ou eletrodos de

ouro (CARPINI et al., 2004; MERIC et al., 2004; LUCARELLI et al., 2005; WANG, J.
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et al., 2009), ou nanoestruturas complexas, tais como compodsitos de grafeno-
nanobastfes de TiO, (GAO et al., 2012) e nanotubos de carbono (WANG, Q. et al.,
2011). A utilizacdo de materiais nanoestruturados tem aumentado intensamente uma
vez que estes nanomateriais constituem novas plataformas para deteccao
biomolecular que proporcionam maior sensibilidade e receptividade a miniaturizacao
(GASPARAC et al., 2004; SOLEYMANI et al., 2009; BIN et al., 2010; BARROSO et
al., 2015).

O desempenho dos biossensores de DNA é fortemente influenciado pelas
propriedades fisicas do DNA, como por exemplo, pureza e comprimento médio da
cadeia (RAVERA et al, 2007). A maioria dos biossensores de DNA é desenvolvida
com base na imobilizacdo de uma sonda feita a partir de uma fita simples de DNA
(ssDNA) na superficie de um eletrodo marcada com um indicador eletroquimico que
reconhece sua sequéncia-alvo complementar (WANG, J., 2000; AHAMMAD et al.,
20009).

2.5- Técnicas Amperomeétricas

Os biossensores amperométricos apresentam funcionamento baseado na
medida da corrente por uma reacdo quimica produzida pelas espécies eletroativas,
Sujeitas a oxidacdo ou reducdo no eletrodo, medindo a transferéncia de elétrons do
analito para o eletrodo ou vice-versa (THEVENONT et al., 2001; WANG, Y., 2008;)
gue medem a corrente resultante de alteracdes de oxidacdo ou de reducédo de
espécies eletroativas produzida por um potencial colocado entre dois eletrodos.
Durante as analises, o potencial € mantido constante, as alteracdes de corrente
verificadas sd@o correlacionadas diretamente com a concentracdo das espécies
eletroativas presentes, com a sua producdo, ou com a taxa de consumo na camada
biocatalitica. Ou seja, as reacfes de oxidacdo e reducdo que envolvem determinado
analito para a medicao de suas concentracfes geram um fluxo de corrente entre os
eletrodos, o qual, dentro de certas condicbes, é proporcional a concentracdo do
analito que se deseja mensurar (KOZAN, 2007). Os biossensores amperométricos
tém sido preferidos pela facil manipulacéo e pelo fato da concentracdo do analito ser
proporcional a alteragéo na corrente elétrica. Na medida amperométrica, quando sdo

utilizadas enzimas como a glicose oxidase que catalisa reacfes de oxirreducao, o
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material biol6gico ndo necessita de um marcador. No caso do uso de anticorpos ou
DNA, a interacdo com o analito gera poucos ions redox, sendo necessaria a
conjugacdo a uma enzima catalitica como a peroxidase (THEVENONT, 2001;
FURTADO et al., 2008; MONOSIK et al., 2012). Os principais métodos
amperométricos aplicados na andlise qualitativa de analitos através do uso de
biossensores sdo a cronoamperometria e cronopotenciometria, a voltametria ciclica
e a voltametria de pulso diferencial (LIMA, 2011). Neste contexto sera dado énfase a
voltametria ciclica e a cronoamperometria.

A cronoamperometria consiste na aplicacdo de um potencial fixo e o registro
da corrente em funcdo do tempo, a resposta da corrente e sua variacdo €
monitorada durante um intervalo de tempo suficiente para que haja completa
reducdo ou oxidacdo do composto estudado. O processo de cronoamperometria
envolve a variacdo do potencial do eletrodo de trabalho a partir de um valor no qual
nenhuma reacéo faradaica ocorre, ou seja, um potencial em que a concentracédo da
espécie eletroativa na superficie do eletrodo € igual a zero. Um eletrodo de trabalho
fixo e uma solucdo sem agitacdo sdo usados neste caso (BOCKRIS e REDDY,
2002; ZOSKI, 2007). A dependéncia da corrente em funcdo do tempo é entédo
monitorada. Como o transporte de massa nessas condicfes é unicamente feito por
difusdo, a curva tempo-corrente reflete a mudanca no gradiente de concentracao
nas proximidades da superficie do eletrodo de trabalho. Isso envolve uma extencéo
gradual da camada de difusdo associada com o0 esgotamento do reagente, e
inclinagéo, portanto, diminuigdo da concentragdo nas proximidades da superficie do
eletrodo de trabalho (WANG, J. 2006).

A voltametria ciclica se baseia nos fenbmenos que ocorrem na interface entre
a superficie do eletrodo de trabalho e a camada fina de solucdo adjacente a essa
superficie. Essa técnica é classificada como dinamica, pois a célula eletroquimica é
operada na presenca de corrente elétrica (i>0) que, por sua vez, € medida, em
funcdo de um potencial, entre um eletrodo de trabalho e um eletrodo auxiliar. Assim,
informacbes sobre o analito sdo obtidas por meio da medicdo da magnitude da
corrente elétrica que surge no eletrodo de trabalho ao se aplicar um potencial neste
comparado ao de referéncia. O parametro ajustado é o potencial (E) e o parametro
medido é a corrente resultante (ir), ou seja, ir = f(E). O registro da corrente em

funcéo do potencial € denominado voltamograma e a magnitude da corrente obtida
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pela transferéncia de elétrons durante um processo de oxirredugéo (Reacéo 1), pode
ser relacionada com a quantidade de analito presente na interface do eletrodo e
consequentemente, na cela eletroquimica. Obviamente existe a necessidade de o
analito ser capaz de sofrer a reacao redox na janela de potencial estudada (PERES
et al., 2007).

Reacdo 1. Representacdo de uma reacdo de reducdo, sendo O a forma

oxidada e R a forma reduzida.

O+ne === R (1)

Fonte: (PERES et al., 2007).

A voltametria ciclica € a técnica mais utilizada para a aquisicdo qualitativa de
informacdes sobre reacdes eletroquimicas (BOCKRIS e REDDY, 2002), pois fornece
informacdes importantes sobre a termodinamica dos processos redox, a cinética das
reac0es heterogéneas de transferéncia eletronica e sobre as reacbes de
acoplamento ou processos de adsorcao (BOCKRIS e REDDY, 2002; PERES et al.,
2007). Em uma varredura de voltametria ciclica, facilmente e rapidamente se
descobre a localizacdo dos potenciais redox das espécies eletroativas além de se
obter uma avaliacao pratica dos efeitos do meio sobre o processo redox.

A Figura 3 representa uma voltametria ciclica, com a realizacdo de varreduras
de potencial em véarios ciclos sucessivos, observando-se 0s picos catddicos e
anodicos da espécie eletroativa (KISSINGER e HEINEMAN, 1996; SADIK et al.,
2009; TRINDADE, 2015). Parte-se de um determinado potencial e faz-se a varredura
de uma determinada gama de potenciais. Depois se inverte o sentido, ou seja,
efetua-se a varredura no sentido inverso da mesma gama de potenciais. O ponto de
partida e de chegada € o mesmo.

Nesta técnica, realiza-se a varredura de potencial direto e inverso em varios
ciclos sucessivos observando-se a oxidacao e/ou a reducdo da espécie eletroativa
(Figura 3). Os parametros mais importantes num voltamograma desta técnica séo os
potenciais de pico catodico e anddico e as intensidades de corrente do pico catddico

e anddico.
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Figura 3: Voltamograma ciclico demonstrando as correntes catédicas (Ipc) e anddica
(Ipa).
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Fonte: (adaptado de TRINDADE, 2015).

O equipamento necessario para uma analise voltamétrica € essencialmente
formado por uma célula eletroquimica, na qual pelo menos dois eletrodos (um
eletrodo de trabalho e um eletrodo de referéncia) sdo imersos em solucéo
eletrolitica, e um potenciostato, aparelho eletrénico que controla o potencial aplicado
ao eletrodo de trabalho e permite medir a corrente que o atravessa (SILVA, 2004,
HAMMOND et al., 2016).

As células eletroquimicas utilizadas em voltametria podem ser compostas por
dois, trés ou mesmo quatro eletrodos. Sendo os sistemas de dois e trés eletrodos,
mais comuns com proposito analitico. Nos sistemas de dois eletrodos tem-se um
eletrodo de trabalho de superficie relativamente pequena e um eletrodo de
referéncia de area relativamente grande. Em tais sistemas o potencial é aplicado no
eletrodo de trabalho frente a um eletrodo de referéncia, de modo que apenas o
eletrodo de trabalho se polarize. Essa configuragdo apresenta alguns
inconvenientes, pois a corrente resultante da varredura percorre o eletrodo de
referéncia; outra limitacdo € a resisténcia da célula: quando ela aumenta, como no

caso de meio ndo aquoso, aumentara a corrente que passara através dos eletrodos,
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0 que provocard distorcdes nos voltamogramas, tornando inviavel a utilizagdo da
técnica nessas condicbes. Por causa destas limitacBes, os sistemas com trés
eletrodos sdo mais frequentemente empregados (Figura 4). O terceiro eletrodo é
chamado de eletrodo auxiliar ou de contra-eletrodo, podendo ser de platina, ouro,
carbono vitreo, dentre outros. Esse eletrodo é introduzido para assegurar uma
situacdo potenciostatica e, nessa configuracédo, os eletrodos sdo conectados a um
amplificador operacional que atuara quando for aplicada uma diferenca de potencial
entre o eletrodo de trabalho e o eletrodo de referéncia, fazendo com que a
resisténcia do eletrodo de referéncia aumente e a do eletrodo auxiliar, diminua.
Dessa forma, a corrente passara entre o eletrodo de trabalho e o auxiliar, evitando
gue ocorram disturbios no eletrodo de referéncia. Com esse recurso, o eletrodo de
referéncia realizard seu papel (manter o seu potencial constante durante as

medidas) sem interferéncia (PACHECO et al., 2013).

Figura 4. Representacdo esquematica de uma célula eletroguimica com trés

eletrodos: eletrodo de trabalho (A); eletrodo de referéncia (B); eletrodo auxiliar (C).
Potenciostato

Corrente Elétrica

Potencial Aplicado - ,

ions

Potencial de Controle
Fonte: (adaptado de: http://br.images.search.yahoo.com/images/view)

De modo geral, a célula de trés eletrodos apresenta as seguintes vantagens:
€ mais adequada para solucbes diluidas, pode ser usada para solucdes de alta
resisténcia e pode ser usada com eletrolitos de suporte mais diluidos. Os eletrodos
de trabalho, inicialmente representados pelo mercdrio na polarografia, evoluiram
substancialmente, passando por eletrodos metalicos puros e ligas, materiais
compésitos e pastas. Atualmente, diferentes materiais nanoestruturados sao
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empregados visando melhorias em sensibilidade, seletividade, estabilidade, entre
outros. Conforme a aplicacdo pretendida, ha ainda a possibilidade de modificacdes
guimicas transitorias ou permanentes por eletrodeposicédo, adsor¢cédo por interacoes
iOnicas, e/ou covalentes, entre outros; em fungcdo disso, biossensores vem

conquistando papel de destaque nas analises bioquimicas (PACHECO et al., 2013).

2.6 —Imobilizacdo do material biolégico

As biomoléculas tém uma fraca estabilidade em solu¢des, por conseguinte, é
necessario estabiliza-las por imobilizacdo, para permitir 0o uso continuo dos
biossensores. Assim, a etapa de imobilizacdo do material biolégico na superficie
sensora constitui uma das fases cruciais no desenvolvimento do biossensor para
maximizar seu desempenho. Isto serve para assegurar que uma ligacao estavel
ocorra entre a superficie do sensor e o elemento biossensorial sem interromper a
atividade biol6gica do componente biologico e do composto a ser detectado
(SALAM, 2010). Ou seja, os sitios ativos da molécula devem ser preservados e
permanecer estaveis, a fim de ndo prejudicar a reacdo com a amostra de interesse
na integracdo com transdutores. Fatores como a precisdo das medidas e a
repetibilidade sdo fortemente influenciados pela estabilidade da biomolécula
imobilizada (SASSOLAS et al., 2012). A escolha da técnica de imobilizacdo mais
adequada depende da natureza da biomolécula, do transdutor e do método de
deteccdo que sera empregado. O melhor método de imobilizacdo também serd uma
funcéo da propriedade de interesse que desejamos focar durante o desenvolvimento
de biossensores (Ql et al., 2013).

O método de ligacdo covalente proporciona maior estabilidade aos
biossensores sendo o mais utilizado para a modificagdo da superficie de eletrodos.
A ligacdo € realizada quimicamente por meio de grupos funcionais do material
biolégico que ndo sejam essenciais a sua atividade catalitica, sendo necessario
certo conhecimento de sua estrutura, com 0s grupamentos ativos do suporte, tais
como —OH, -NH,, -COOH, -SH. O ataque covalente geralmente envolve trés etapas:
() a ativagdo da superficie do sensor, (i) o acoplamento do elemento de
reconhecimento e (iii) remocdo das moléculas fracamente ligadas, formando

superficies muito mais estaveis. As condicdes experimentais 6timas para cada etapa
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devem ser determinadas. E importante que os sitios ativos nas biomoléculas n&o
sejam afetados pelo processo de imobilizacdo, para que ndo se perca a sua
atividade (LOJOU e BIANCO, 2006).

Contudo, este procedimento de imobilizacdo do material biolégico na
superficie sensora, apesar de ser o método mais amplamente empregado, € um
artificio que normalmente produz uma superficie altamente desorganizada, com as
biomoléculas orientadas randomicamente, provocando mudancas conformacionais
gue afetam a atividade funcional do componente bioativo (FREIRE et al., 2003).
Assim, somente uma pequena porcentagem das biomoléculas na superficie sensora
permanece ativa e mantém a capacidade de interagir seletivamente com as
espécies de interesse analitico (CHAKI e VIJAYAMOHANAN, 2002). Como
alternativa, o uso de SAM (monocamada auto-organizada, do inglés Self-Assembled
Monolayer) tem se tornado um procedimento de modificagdo de superficies
eletrddicas bastante empregado para a imobilizacdo do material biologico (DONG e
LI, 1997), principalmente devido a sua simplicidade, versatilidade e possibilidade de

produzir estruturas altamente ordenadas.

2.6.1 - Monocamadas auto-organizadas (SAMs)

O termo auto-organizacao é usado para descrever a formagcao espontanea de
uma estrutura a partir dos seus constituintes. Este processo ocorre quando 0s
constituintes (&tomos, moléculas, biomoléculas, etc) se juntam de forma espontanea
para gerar uma estrutura complexa, ordenada e estavel. O exemplo comum sao as
monocamadas auto-organizadas (SAMs) formadas de moléculas (ou atomos)
dispostas numa superficie sélida. Este tipo de modificacdo emprega camadas
monomoleculares que exibem uma alta organizacdo e que s&o formadas
espontaneamente como consequéncia da imersdo de uma superficie soélida em
solucdo constituida de moléculas anféteras; enquanto que, a adsorcéo deste tipo de
molécula € um resultado da afinidade de um grupo funcional do adsorvente, que
apresenta certa especificidade para interagir com a superficie do substrato, a forca
motriz para a organizacdo origina-se a partir de interacbes hidrofobicas (por
exemplo, do tipo van der Waals) das cadeias longas ligadas ao grupo funcional.

Uma variedade de materiais (por exemplo, superficies de Pt, Au, Ag, Cu, dentre
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outros) e de moléculas anféteras (como derivados alquil, alcodis, aminas, tidis etc.)
tém sido empregadas na confeccao de sistemas organizados (FREIRE et al., 2003).
Uma estrutura altamente ordenada € obtida ao ser realizado o
emparelhamento perfeito entre os alcanotidis (geralmente com uma inclinagéo de 20
a 30 graus em relacdo a normal da superficie) e o reticulo do ouro (Figura 5),
tornando este sistema objeto de um grande numero de estudos por meios
espectroscopicos, microscopicos e eletroquimicos. (MANDLER e TURYAN, 1996;
FREIRE et al.,2003; FISHER, 2011). SAMs de ti6is sobre ouro atraem muito a
atencao principalmente pela facilidade na sua preparacdo e na sua estabilidade
(relativamente alta) devido a ligacdo forte S-Au formando uma monocamada com
estrutura densamente empacotada. As moléculas que constituem a monocamada
sao divididas em trés partes: cabeca ou ancora (grupo ligante), esqueleto ou cauda
(cadeia principal) e grupo terminal ou grupo funcional (interage com o ambiente)

(FISHER, 2011).

Figura 5: Esquema de emparelhamento entre os alcanotiois (ex: &acido 6-

mercaptohexandico) e o reticulo do ouro numa camada auto-organizada.

:5‘ !\ rermi
\1 \Z’ Terminal
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E ! Hidrogénio
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] @ Oxigénio
Cabeca / & Enxofre
Au

Fonte: (adaptado de FISHER, 2011)

A cabeca (grupo do S) inicia o processo de organizacdo sendo adsorvido a
superficie do eletrodo através de uma ligagdo covalente forte entre a molécula e o
substrato sélido, conferindo robustez a SAM (SCHREIBER, 2000). Os compostos
contendo enxofre apresentam uma forte afinidade com a superficie dos metais de
transicdo, sendo que o enxofre se liga fortemente ao ouro (incluindo nanoparticulas),

prata, cobre, platina, ferro, entre outros (ULMAN, A., 1996).
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O esqueleto é constituido por uma cadeia alquila, de diferentes comprimentos
gue estabilizam a SAM através das interacdes Van der Waals que finalizam o
empacotamento de alta regularidade da monocamada. E o grupo terminal, com
diferentes grupos funcionais que apresentam propriedades especificas como
atividade redox, hidrofobicidade, e ainda facilidade de ligagdo a biomoléculas, entre
outros, destacando-se os grupos funcionais -COOH e -NH,. O grupo terminal dita as
propriedades da superficie. Escolhendo de forma adequada o grupo terminal é
possivel se obter uma monocamada hidrofilica ou hidrofébica, com repulsdo ou
atracdo a metais e até escolher um grupo exposto capaz de reagir com moléculas
em uma solucdo. Estes grupos podem entdo ser manipulados de acordo com as
mais variadas aplicacdes (FISHER, 2011; FREIRE, et al.,2003).

Varios trabalhos tém sido dedicados ao entendimento da estrutura e do
ordenamento das monocamadas, que sao caracterizadas pelo alto grau de
organizacdo e tém sido empregadas em estudos de transferéncia de elétrons,
adsorcdo de proteinas, e, principalmente, em varios campos da eletroanalitica. A
preparacdo da monocamada possui um papel fundamental no desempenho
eletroanalitico do eletrodo modificado. A estrutura da monocamada depende
fortemente do substrato e de sua morfologia, da natureza do acoplamento e das
forcas intermoleculares entre as moléculas do material que € adsorvido. Muitos
procedimentos descrevendo a formacdo de monocamadas tém sido reportados. Na
maior parte dos casos, € aceito que o acoplamento do material adsorvido € uma
etapa relativamente rapida e espontanea, que é seguida por um processo de
organizacdo muito mais lento (FREIRE et al., 2003).

A primeira interacdo entre o ouro e 0 atomo de enxofre ocorre de forma
rapida. Numa segunda etapa, mais lenta, verifica-se a organizacdo da camada sobre
0 substrato através de interagdes intermoleculares Van der Waals entre as cadeias
carbbnicas e as moléculas de tiol (LOVE, 2005).

Tais etapas sdo comumente realizadas em solventes orgéanicos e a
temperatura ambiente, por periodos de tempo que podem variar de poucos minutos
até muitos dias (FREIRE et al., 2003).

O comprimento da cadeia carbbnica dos alcanotidis pode influenciar na
formacdo da SAM. Assim, dependendo do comprimento das cadeias, as

monocamadas podem variar de altamente densas, para cadeias longas, superiores
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ou iguais a 10 carbonos, a pouco densas e parcialmente desordenadas, com
cadeias curtas (DUAN e MEYERHOFF, 1995; FREIRE et al., 2003).

O emprego de monocamadas auto-organizadas pode oferecer muitas
vantagens para a eletroanalitica. A capacidade de pré-projetar uma monocamada
viabiliza o desenvolvimento de superficies com propriedades e fungbes especificas,
promovendo interacdes quase especificas entre a superficie do eletrodo e os
analitos alvos. A possibilidade de se obter uma estrutura molecular ordenada
orientada de forma especifica faz com que seja possivel otimizar processos, tais
como, complexacdo e/ou transferéncia de elétrons, que sdo fundamentais no
desenvolvimento de sensores eletroquimicos. A alta organizacdo exibida pelas
monocamadas garante um comportamento homogéneo em toda a superficie do
eletrodo, contribuindo assim para a obtencdo de sensores com maior sensibilidade e
reprodutibilidade. Além disso, a dimensdo da monocamada, que se situa em escala
molecular, evita uma difusdo lenta das espécies eletroativas para a superficie,
especialmente quando comparada com a cinética apresentada pelos eletrodos
modificados com filmes poliméricos finos ou por compaositos. As monocamadas auto-
organizadas possuem ainda a capacidade de reduzir drasticamente as correntes
residuais ndo faradaicas, e também a acumulacdo de espécies indesejadas sobre a
superficie do eletrodo (passivacao) (FREIRE et al., 2003).

A modificagdo com SAM tem o intuito de tornar a superficie de ouro mais
hidréfila. Um exemplo de um dos compostos que pode ser utilizado para este fim é o
acido 6-mercaptohexandico (FISHER, 2011). A facilidade de automontagem de
sondas de DNA tioladas, comercialmente disponiveis, em superficies de ouro torna
esta estratégia uma das mais empregadas na construcdo de biossensores. A
imobilizacdo por meio da formacdo de monocamada automontada (SAM) requer a
introdugdo de um segundo alcanotiol (camada binaria), tipicamente 6-
mercaptohexan-1-ol (MCH), como espacador de preenchimento para evitar a
adsorcao nao especifica de agentes adsorventes e a adsorcédo plana de DNA o que
dificulta o evento de hibridizacdo (BARROSO et al., 2015). O tiol MCH é responsavel
por estabelecer uma ligacdo muito forte e estavel com o ouro, enquanto o grupo
carboxila estara disponivel para interagir com os grupos hidréfilos dos fosfolipidios.
As bicamadas formadas num ouro previamente modificado sdo estaveis e

possibilitam a caracterizacdo de compostos eletroativos (por exemplo, por
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voltametria ciclica) que possam estar inseridos na propria bicamada. Deste modo, 0s
biossensores sao desenvolvidos sem que o ambiente biomimético seja alterado,
permitindo a interacdo de biomoléculas sem causar a diminuicdo da sua

bioatividade.

2.6.1.1 — Ativacao da superficie da SAM

De acordo com Jonhsson et al. (1991), para que ocorra a ligagao efetiva da
biomolécula é necessario ativar a superficie da SAM, a fim de transformar os
grupamentos carboxilicos terminais pouco reativos em grupos reativos e
susceptiveis ao ataque nucleofilico pelos grupos amino livres presentes na
moléculas alvo (JONHSSON et al., 1991). Alguns estudos mostram que a ativacao
dos grupos funcionais terminais das SAM pode ocorrer pela adicdo dos agentes de
acoplamento N-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida  (EDC) e N-
hidroxisuccinimida (NHS), estas moléculas sdo as mais usadas como agentes de
acoplamento no processo de imobilizacdo do sistema sensor e sdo utilizadas para
aumentar o rendimento da reagdo e a estabilidade da ligacdo amida formada
(JONHSSON et al., 1991; OLDE et al.,1996; ZEEMAN et al.,1999; SAITO et al.,
2004; ARYA et al., 2009; CHEN, Y. et al., 2011; SAMANTA e SARKAR, 2011).

O EDC atua aperfeicoando a durabilidade das ligagdes na superficie do
biossensor. Para aumentar a eficiéncia deste reagente ou criar intermediarios
estaveis, é frequentemente incluido nos protocolos de acoplamento de EDC, o NHS,
gue oferece alta solubilidade em agua, baixa toxicidade e étima reatividade através
dos ésteres ativos (JONHSSON et al., 1991; OLDE et al.,1996; ZEEMAN et al.,1999;
SAITO et al., 2004; ARYA et al., 2009; CHEN, Y. et al., 2011; SAMANTA e SARKAR,
2011).

A ligacdo covalente por meio destes reagentes se d4 em duas etapas
principais: A ativacdo inicial da superficie usando reagentes multifuncionais,
destacando-se as carbodiiminas, em seguida € realizado o acoplamento da
biomolécula ao suporte ativado e remocao do excesso de biomoléculas ndo ligadas
(SASSOLAS, A., 2012). No mecanismo, o EDC reage com grupos &acidos
carboxilicos para formar um intermediario O-acilisoureia ativo que é facilmente

deslocado por ataque nucleofilico a partir de grupos amino primarios na mistura
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reacional. Contudo, o intermediario O-acilisoureia € instavel em solu¢cbes aquosas,
portanto, a N-hidroxisuccinimida (NHS) ou o seu analogo soltuvel em agua (Sulfo-
NHS) é frequentemente incluido nos protocolos de acoplamento de EDC para
melhorar a eficiéncia ou criar intermediarios (reativo a amina) estaveis. O EDC
acopla o NHS aos grupos carboxila, formando um éster de NHS que é
consideravelmente mais estavel do que o intermediario O-acilisoureia, permitindo
assim a conjugacdo eficiente com aminas primarias em pH fisiolégico
(CARBODIIMIDE CROSSLINKER CHEMISTRY, 2019). A "ativacao” da
superficie envolve a geracdo de uma camada superficial terminada por éster de
NHS, neste caso, a partir de uma SAM carboxilada (MCH/MCHACc). O "acoplamento
de amida" subsequente de uma biomolécula contendo amina, portanto, origina uma
superficie com sonda ligada covalentemente. O processo descrito, bem como as
formulas estruturais do EDC e NHS, se encontra esquematicamente ilustrado na
Figura 6 (PESQUERO, 2013). A adicdo de NHS (ou Sulfo-NHS) as reacdes de EDC
aumenta a eficiéncia e permite que a molécula (1) seja ativada para armazenamento

€ Uso posterior.

Figura 6: Mecanismo de ativacdo dos grupamentos carboxilicos por meio da reacdo
com EDC/NHS, onde (1) simboliza a superficie funcionalizada e (2) simboliza a

biomolécula.
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Geralmente utiliza-se o acido como espagador que fornece grupos-COOH
para ligacdo com as NPs de Fe3O0,@Au aminado e sonda modificada com — NH,
ativados por meio de carbodiimida e N-hidroxisuccinimida (BOLLEY et al., 2014).

Para minimizar as ligacdes ndo especificas que ocorrem na superficie do
sensor, normalmente € utilizada uma solugcdo de albumina sérica bovina (BSA) 5
mg/mL (PBS) adicionada com a funcdo de ocupar os espacos remanescentes. A
BSA vem sendo usado nas pesquisas como um dos mais tradicionais agentes
bloqueadores de possiveis regides livres, pois apresenta algumas caracteristicas
singulares, tais como: boa distribuicdo aleatéria sobre a superficie do sensor. E um

método quimico simples e de baixo custo (CHEN, L., et al. 2009).

2.7 - Biomoléculas associadas com nanoparticulas de ouro

A nanotecnologia tem sido uma das tendéncias de pesquisas mais
importantes nas ciéncias dos materiais. Comparativamente com materiais de
tamanhos maiores, os nanomateriais ou NM (NP com tamanho na gama de 1-100
nm) mostram notaveis diferencas nas propriedades fisicas e quimicas, tais como
caracteristicas Unicas como as opticas, elétricas, cataliticas, térmicas e magnéticas,
devido ao seu pequeno tamanho. Nos ultimos anos, esfor¢cos consideraveis tém sido
feitos para desenvolver NP magnéticas (NPM), devido as suas inUmeras vantagens,
tais como o seu tamanho, propriedades fisico-quimicas e baixo custo de producao.
NPM apresentam seu melhor desempenho em tamanhos de 10-20 nm devido ao
supermagnetismo, 0 que as tornam especialmente apropriadas quando se pretende
uma resposta rapida devido ao campo magnético aplicado. NPM também tem
grande area de superficie e de alta transferéncia de massa (ROCHA-SANTOS,
2014).

Uma vez que as propriedades de NPM dependem fortemente das suas
dimensdes, a sua sintese e a sua preparacao tem que ser realizada com o intuito de
se obterem particulas com tamanho adequado dependendo das propriedades fisico-
guimicas. Na literatura, varios tipos de NPMs, possuindo propriedades fisico-
guimicas adequadas e propriedades de superficie adaptadas, foram sintetizadas sob
condi¢cbes precisas para uma infinidade de aplicacdes, tais como preparagédo de

amostras, o tratamento de aguas residuais, purificacdo de agua, terapia de doencas,
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diagnostico de doencas (ressonancia magnética), marcagdo celular e imagiologia,
engenharia de tecidos, sensores, biossensores e outros sistemas de detec¢cao. Além
disso, NPMs tém sido utilizados para aumentar a sensibilidade e a estabilidade dos
sensores e biossensores para a detec¢do de varios analitos em analises clinicas,
controle de alimentos e aplicagdes ambientais (ROCHA-SANTOS, 2014).

Dentre 0s nanomateriais, 0 ouro tem um papel especial na construcdo de
biossensores (VIDOTTI et al., 2011). Muitos procedimentos sintéticos podem ser
encontrados na literatura para controlar o tamanho, a monodispersao, a morfologia e
a quimica superficial das nanoparticulas de ouro (AuNP). A facil modificacdo da
superficie do ouro, por moléculas tioladas, tornam as NP apropriadas para diferentes
montagens bioldgicas (VIDOTTI et al., 2011).

As nanoestruturas de ouro apresentam muitas vantagens na Quimica
Analitica quando utilizadas como transdutores ou como um componente da camada
de reconhecimento num dispositivo de deteccdo em escala macro. No primeiro caso,
as propriedades intrinsecas de AuNP, quando usadas como transdutores, sao
obtidas varias melhorias, tais como transporte de massa, maior disponibilidade de
locais reacionais, efeito Optico de agregacao/dispersdo e o aumento do sinal dptico,
devido a propriedades ressonantes de plasmon de superficie localizadas nestas
nanoparticulas adicionadas, pode ser explorado. No ultimo caso, a melhoria da
resposta do biossensor pode ser conseguida pelo aumento da relacdo area/volume
gue aumenta o numero de biocomponente ligado na superficie de deteccdo
(VIDOTTI et al., 2011).

Como mencionado anteriormente, um ponto interessante relativo as AuNP
esta relacionado com a banda de plasmon de superficie (SPB), que consiste numa
banda de absor¢éo larga na regido visivel ao redor de 520 nm. Esta banda é devido
a oscilagbes coletivas dos elétrons na banda de condugdo na superficie das
nanoparticulas, o que proporciona uma informacédo consideravel da estrutura da
banda em metais. Esta propriedade tem sido objeto de muitos estudos na
espectroscopia optica (VIDOTTI et al., 2011).

As NP tém é&reas superficiais elevadas e propriedades fisico-quimicas Unicas
que podem ser facilmente adaptadas, tornando-as os candidatos ideais para o
desenvolvimento de dispositivos biossensiveis. AuNPs obtidas de fontes comerciais

ou convenientemente produzidos em laboratérios tém atraido muita atencdo em

43



hY

estudos biologicos devido a sua baixa toxicidade, sintese relativamente simples,
controle do tamanho das nanoparticulas, facilidade de modificacdo quimica da sua
superficie, biocompatibilidade e propriedades Opticas Unicas. A escala nanométrica
confere aos materiais propriedades diferentes daquelas vistas no estado macro e
microscopico. Um dos efeitos € a cor do material que varia fortemente quando os
materiais atingem a dimensdo nanomeétrica. O ouro torna-se vermelho escuro ou
vinho. Esta mudanca de cor também é Uutil para avaliar a estabilidade das
nanoparticulas. Através da agregacdo, ou seja, perda da estabilidade, a cor ird
mudar. Este fato pode também ser util quando se adiciona a suspensdo de
nanoparticulas compostos que possam interagir com elas, fazendo-as agregar. A
mudanca de cor sera um indicativo desse processo de interacdo entre
nanoparticulas e compostos (VIDOTTI et al., 2011; KIM et al., 2008; LOU et al.,
2011).

O processo de imobilizacdo de biomoléculas (ex: DNA) sobre AuNPs
utilizadas como nanoplataformas em bioensaios pode influenciar ou até modificar as
respostas do biossensor (VIDOTTI et al., 2011). Cada metodologia pode apresentar
vantagens e desvantagens, sendo que o melhor arranjo deve ser estudado e
otimizado, buscando resultar em um sensor que possa apresentar um sinal
expressivo do processo analitico, com reprodutibilidade (precisao interlaboratérios) e
repetibilidade (precisdo intracorrida) adequadas (MARQUES, 2008).

Testes biologicos que medem a presenca ou a atividade de analitos
selecionados tornam-se mais rapidos, mais sensiveis e flexiveis quando particulas
em nanoescala sdo colocadas juntas, com inUmeras vantagens sobre procedimentos
mais tradicionais (VIDOTTI et al., 2011).

2.8 - Nanoparticulas magnéticas core@shell de Fe;O,4 recobertas com Au

Com o desenvolvimento de novos materiais tem-se descoberto propriedades
eletrdnicas, elétricas, Opticas e cataliticas Unicas para aplicacbes nanotecnoldgicas.
Entre estes nanomateriais com caracteristicas singulares, estdo as NP core@shell,
gue consistem em particulas concéntricas, nas quais, particulas de um material sdo
revestidas com uma camada de outro material. Usando diferentes tipos de técnicas

de sintese € possivel combinar propriedades fisico-quimicas dos dois nanomateriais
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(podem ser utilizados 6xidos metdlicos, metais, polimeros e semicondutores),
promovendo maior eficiéncia em aplicacdes para diferentes fins tecnolégicos como
melhoramento em propriedades luminescentes, engenharia de estrutura de banda,
estabilidade quimica para coldides, liberacdo de farmacos, sensores, biossensores e
etc. (SUAREZ BALLESTEROS, 2012).

A combinacdo de dois ou mais materiais distintos com propriedades
diferenciadas entre si, por exemplo, numa estrutura core@shell do tipo Fe;O,@Au, 0
nucleo de Fe3;O, provém funcionalidade magnética, podem ser estaveis em meio
biolégico corrosivo e podem ser facilmente modificadas (SUAREZ BALLESTEROS,
2012) e a camada externa dessas nanoparticulas recobertas com ouro (AuNPS)
possui propriedades eletrocataliticas, 6ticas e funcionalidades quimicas Unicas, além
de ser um componente de atividade plasménica, oferece protecdo ao nucleo por ser
guimicamente inerte, comparado ao 6xido de ferro. Em adicdo, a presenca de Au na
camada mais externa da nanoestrutura leva a uma superficie favoravel para a
ligacdo de diversas biomoléculas (WANG et al. 2005; XU et al. 2007).

As propriedades eletrocataliticas das NP Fe3O,@Au, permitem usa-las em
sensores de espécies eletroativas utilizando técnicas potenciométricas. Uma das
moléculas de interesse é o DNA, portanto, o sensor deve ser altamente sensivel e
seletivo em relacdo aos seus interferentes e com uma rapida resposta. Os sensores
podem ser fabricados por diferentes técnicas: eletrodos baseados em materiais sol-
gel, filmes de Lagmuir-Blopgett, automontagem, dentre outros. A técnica de
automontagem proporciona a construgdo de sensores econdmicos e de alta
sensibilidade, sendo baseada em interacdes eletrostaticas e mostra vantagens como
facil operacédo, ampla escolha de materiais, precisdo no controle de composicao e
espessura de camadas (SUAREZ BALLESTEROS, 2012).

A obtencado de nanoparticulas de oxido de ferro pode ser realizada através de
processos fisicos ou quimicos. As principais caracteristicas desejadas em uma
amostra de nanoparticulas, independente do método aplicado para sintese s&o:
controle de tamanho, distribuicdo uniforme de tamanho, reprodutibilidade, alta
cristalinidade e estrutura cristalina desejada, controle de morfologia, boa dispersao
sobre substratos e em solu¢cédo (EFFENBERGER, 2012).

Devido a elevada qualidade dos materiais obtidos, a decomposi¢éo térmica é

considerada, na literatura, como um dos melhores métodos para obtencdo de
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nanoparticulas (EFFENBERGER, 2012). O conceito de decomposicao térmica esta
ligado ao uso de aquecimento para a decomposicdo de um precursor metalico e
posterior conversdo em outro material. Entretanto, o termo também é usado para
reacbes em estado solido e para sinteses de nanomateriais em geral, quando ha
uso de aquecimento. A decomposicdo térmica se baseia na reducdo de sais
metalicos e/ou na decomposicédo de precursor metalico com uso de um solvente de
alto ponto de ebulicdo, na presenca de aditivos. O método de decomposicdo témica
produz particulas uniformes, com alto grau de cristalinidade, controle de tamanho e
forma, e quando depositadas em uma superficie se alinham formando filmes. As
nanoparticulas podem ser recobertas com outros materiais como, por exemplo, a
superficie protetora, biocompativel e com propriedades oticas do ouro nanomeétrico,
por exemplo (EFFENBERGER, 2012).

2.9 - Escolha e pré-tratamento do eletrodo base

Existe uma grande variedade de eletrodos que podem ser usados para
fabricar dispositivos de sensores como ouro, platina, carbono vitreo, mercario na
forma de filme, fibras de carbono e pasta de carbono, carbono vitreo reticulado,
material plastico condutor e vidros condutores (PEREIRA et al., 2002). A preferéncia
pelo substrato deve levar em conta as caracteristicas apropriadas adequadas ao
método de imobilizacdo a ser utilizado, objetivando minimizar problemas basicos,
como a renovacao de superficie, maximizar as potencialidades de imobilizacdo de
biomoléculas e as suas distribuicbes espaciais sobre as superficies modificadas e a
aplicacdo em analise de campo (HE e TOH, 2006). As superficies de ouro, atuando
como substrato, apresentam vantagens, pois favorecem a formacdo de SAM
tornando esta superficie bem definida, organizada e flexivel, proporcionando um
sistema simples adequado para a imobilizacdo de DNA tiolado na superficie de
AuNP sobre o eletrodo de trabalho o que torna a proposta da construcdo de
biossensores com nanoparticulas de ouro uma técnica promissora (ZHOU, 2006; HE
e TOH, 2006; LA-SCALEA et al.,, 1999; LUCARELLI et al., 2004; DE-LOS-
SANTOSALVAREZ et al., 2004; SENARATNE et al., 2005; AKRAM et al., 2004;
FREIRE et al., 2003).
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Quando a superficie de ouro apresenta um nivel de imperfeicdo ou rugosidade
elevada ha interferéncia na orientacdo das monocamadas, fazendo com que sitios
da superficie metalica fiqguem diretamente expostos ao meio, o que, em termos de
resposta eletroquimica, pode ocasionar um erro na interpretacdo do efeito de
bloqueio provocado pela formacdo das SAMs sobre a superficie de ouro. A
heterogeneidade do eletrodo esta associada tanto a utilizacdo de eletrodos de ouro
policristalinos, os quais possuem planos cristalograficos distintos disponiveis, quanto
a presenca de moléculas adsorvidas ou Oxidos do material do eletrodo, pois em
ambos os casos a adsorcdo do agente modificador pode ocorrer com energias
distintas, resultando em um filme menos organizado. A fim de minimizar as
imperfeicdes na morfologia dos filmes formados e, consequentemente, aumentar a
organizagdo das moléculas modificadas, é necessério efetuar um procedimento de
pré-tratamento da superficie do eletrodo (CARVALHAL et al., 2005). O estudo da
reprodutibilidade destes eletrodos pode ser realizado através da obtencdo de
diversos parametros, dentre os quais a area real (area ativa) da superficie eletrodica
ganhou destaque entre os pesquisadores. E possivel que o célculo da éarea ativa
seja realizado através dos dados fornecidos no pré-tratamento eletroquimico de
eletrodo do ouro, o qual promove a formacdo de 6xidos superficiais, e a posterior
reducdo dos mesmos (HOOGVLIET et al., 2000).

Dentre as técnicas eletroquimicas mais utilizadas para caracterizar superficies
eletrddicas esta a voltametria ciclica (VC), pois traz informacdes sobre a interacao
do eletrodo com a solugdo em que este esta em contato (BENITESA et al., 2014).
Na construcdo de eletrodos modificados por camadas auto-organizadas, o pré-
tratamento do eletrodo de ouro tem a finalidade de promover uma homogeneizacéo
prévia da superficie eletrostatica para posterior ancoramento de moléculas de
interesse. O tratamento eletroquimico consiste na ciclagem do eletrodo de trabalho
em solugéao de H,SO,4 0,5 mol.L?, tem o objetivo de eliminacdo de oxidos superficiais
formados durante o tratamento quimico, por reducdo do metal. Através dos
voltamogramas obtidos durante o pré-tratamento € possivel obter a carga de pico de
reducdo do ouro, e calcular a area ativa do eletrodo. Esta carga corresponde a
dessorcdo da monocamada de oxigénio presente na oxidacdo de 6xidos superficiais.
Este valor é dividido pelo valor da carga (386 uC cm™) necessaria para promover a

dessorcdo de uma monocamada de oxigénio presente em um eletrodo de ouro com
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1 cm? de area ativa (BARD e FAULKNER, 2001). Este procedimento é
indispensavel, jA que a area ativa do eletrodo varia muito entre medidas
consecutivas, apesar de se efetuar exatamente o0 mesmo tratamento superficial nos
eletrodos (CARVALHAL et al., 2005).
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3 - OBJETIVOS

3.1 — Objetivo geral

Desenvolver um genoensaio eletroquimico para deteccdo do gene enddgeno

de alta mobilidade HMGA especifico do milho que se encontra imobilizado na

superficie da nanoplataforma constituida por nanoparticulas magnéticas Fe;O,@Au

core/shell e serd utilizado para identificar e estimar a quantidade relativa dos eventos

GM em amostras de milho.

3.2 — Objetivos especificos

v

<

DN N NN

Montar o eletrodo de trabalho confeccionado a partir da deposicéo (por
sputtering) de ouro numa folha de polyester;

Realizar testes eletroquimicos para limpar e ativar os eletrodos de trabalho;
Produzir nanoparticulas magnéticas de Fe3O,@Au por decomposicao térmica;
Selecionar um material biolégico especifico capaz de detectar gene endégeno
do milho HMGA,

Modificar a superficie das nanoparticulas magnéticas de Fe3zO,@Au usando
Monocamadas Auto Montadas (SAM) de compostos tiolados;

Imobilizar cadeias simples de DNA nas nanoplatafomas Fe;O,@Au de forma
a desenvolver genoensaios eletroguimicos;

Realizar a reacdo de hibridizacdo da sequéncia de DNA complementar
(ensaio de formato de sanduiche) usando-se marcadores enzimaticos;
Detectar o sinal eletroquimico por cronoamperometria;

Avaliar a exatidao e precisdo do método;

Aplicar o método a amostras comerciais;

Realizar a verificacdo de conformidades entre o produto e sua especificacdo
para garantir que o controle destes produtos seja efetuado de forma rapida a

fim de detectar eventuais utilizagdes fraudulentas.
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4 - PARTE EXPERIMENTAL

4.1- Reagentes e Solucdes

Etanolamina (+99%), N-hidroxissuccinimida (NHS, 98%), 1-etil-3-[3-
dimetilaminopropil] carbodiimida (EDC, 298%), acido 6-mercaptohexandico, 90%
(MCHACc 90%, d=1.0715), 6-mercaptohexan-1-ol (MCH), 3,3’,5,5’-tetrametilbenzidina
(solugdo aquosa de TMB contendo H,0,), solucéo salina 2xSSPE, pH 7,4 (solucao
de fosfato de sédio com NaCl, EDTA e 1,0% ProClin® 150, preparada por diluicdo
1/10 de 20 x SSPE), acido 4-(2-hidroxietil)piperazina-1-etanosulfonico (tampao
HEPES 299.5%) todos da marca Sigma-Aldrich, caseina 1% (p/v) em tampdo PBS
da marca Termo Scientific. Agente tensoativo Tween® 20 (qualidade para sintese,
96-100%) da marca Merk-Schuchardt. 6-mercaptohexan-1-ol (MCH, 297%) da marca
Fluka. Fragmento anti-fluoresceina-peroxidase (Anti-FIT-POD) da marca pela Roche
Germany®, Albumina de soro bovino (BSA) da marca Acros Organics. Cloreto de
sodio (99.5%) da marca Panreac®. TampOes de lavagem: (i) SSPE-T: 2X SSPE,
0,01% de Tween 20), (i) HEPES-T (0.1 M HEPES, 0,01% Tween® 20), (iii) HEPES
(0,1 M, NaCl 0,5 M, pH 7,4) e PBS-C (1x PBS solution contendo 1% caseina). Para
0 passo de reacdo de hibridizacdo homogénea utilizou-se a solucdo 2X SSPE (com
2,5% de BSA ou sem BSA). As sequéncias especificas do gene endégeno HMGO:
DNA Captura (Sonda de Captura), DNA Target (Sonda alvo ou analito), DNA
marcado signalling (Sonda de sinalizagao) foram obtidas como sais dessalinizados
liofilizados todos da marca Sigma-Aldrich® e estéo listadas na Tabela 1. Todas as
solucbes estoque de oligonucleotideos foram preparadas em agua ultrapura
purificada em um sistema Milli-Q e armazenadas a -20 ° C. Prepararam-se solugcbes
de trabalho de DNA por diluigdo de uma quantidade de solucédo reserva de DNA em
2 X SSPE. Materiais de referéncia certificados (CRM) do evento de milho
geneticamente modificado MON810 10% (p / p) obtidos a partir do Instituto de
Materiais e Medicbes de Referéncia da marca Sigma-Aldrich. Nanoparticulas de
magnetita revestidas com ouro (FesO,@Au na proporcédo 1:7) preparadas segundo
procedimento descrito em Freitas et al. (2016), utilizando acetilacetonato de ferro (I11)
([Fe(acac)s], + 99%, MM: 353.17, CisH21FeOg) e oleilamina (85%) da marca Acros
Organics®. Hexadecan-1-ol (95%), acido oleico (90%), N-metilpirrolidona (NMP,
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+99%) e tolueno anidro (99.8%) todos da marca Sigma-Aldrich. Acido cloroaurico tri-
hidratado (HAuCl4.3H,0O, MM: 393,83, 99,9%, Aumin 49,5%) da marca Alfa Aesar® e
etanol absoluto (qualidade para analise) da marca Fisher Scientific®. Para a
amplificagéo por PCR utilizou-se uma polimerase ImmolaseTM (Ecogen, Espanha),
1 x tampao, 200 pmol.L™* de cada dNTP, 6,5 m mol.L™ de MgCl,, 0,3 m mol.L™ de
cada iniciador (Tabela 1). Em todas as experiéncias utilizou-se agua ultrapura

purificada com um sistema Milli-Q com resistividade de 18,2 MQ cm.

Tabela 1: Sequéncia de oligonucleotideos: sonda alvo, sonda de captura, sonda

sinalizadora e iniciadores.

Funcao Oligonucleotideos 5’ > 3’
Sonda alvo 5T TGG ACT AGA AAT CTC GTG CTG ATT AAT TGT
(79 nt) TTT ACG CGT GCG TTT GTG TGG ATT GTA GGA CAA
GGC TCC CTATGT AGC’3
Sonda de captura g\lcl:-k)sS'GCT ACA TAG GGA GCC TTG TCC TAC AAT

(30 nt)

Sonda sinalizadora 5 CAC AAA CGC ACG CGT AAA ACA ATT AAT CAG

(49 nt) CAC GAG ATT TCT AGT CCA A'3 (FITC)
Iniciador Direto (F) 5-TTG GAC TAG AAATCT CGT GCT GA-3*
(23 nt)

Iniciador Reverso (R) 5-GCT ACATAG GGAGCCTTGTCC T-3
(22 nt)

FITC: é um fluor6foro comumente utilizado como marcador de fitas de DNA

4.2 - Instrumentacéo

Todas as pesagens foram realizadas, utilizando uma balanca analitica digital Mettler
Toledo®, New Classic MS 205 DU. O substrato de ouro, foi confeccionado, a partir
da deposicao de um filme fino de ouro, realizada em uma camara de vacuo Edwards
Auto 306, com revestimento para evaporacao térmica de um fio de ouro (99,99% de
pureza), em alto vacuo (10® torr). As nanoparticulas magnéticas Fe;O,@Au foram
sintetizadas utilizando-se uma placa aquecedora Thermo Cientific da marca

Cimarec, um sistema de resfriamento e termémetro. O tamanho e a morfologia das
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nanoparticulas de Fe30, e Fe;O,@Au foram determinados por Microscopia
Eletronica de Transmissédo (TEM) usando um microscopio JEOL-JEM-1400 (Tokyo,
Japan), equipado com uma camera de aquisicao de imagens Gatan SC 1000 ORIUS
CCD (Warrendale, PA, USA). As amostras foram preparadas por diluicdo da
dispersédo dos ferrofluidos Fe3;O,4 e Fe;O,@Au, em tolueno, seguida da imersao de
uma grelha de cobre de 400 mesh revestida com carbono da dispersdo diluida
obtida e posterior secagem ao ar (Freitas, M.C.C., 2016). Os espectros de absorcao
das solucdes de nanoparticulas em tolueno foram obtidos num espectrofotdmetro
UV-VIS Termo Scientific, modelo Evolution 300 BB, de duplo feixe, acoplado a um
computador que opera o programa espectrofotométrico Visionpro e cubetas de
guartzo de 1,0 cm de caminho 6ptico. A abertura de fenda foi 2,0 nm, velocidade de
varredura de 300 nm min™ e medidas de absorbancias obtidas a cada 0,5 nm, numa
faixa de comprimento de onda de 190 — 350 nm e linha de base system. As
amplificacbes por PCR foram realizadas num ciclador térmico (GeneAmp® PCR
System 2700 thermocycler - Applied Biosystems, Espanha). Para a realizacdo do
genoensaio usou-se uma plataforma de suporte para eppendorfs, modelo DynaMag
TM-2, com capacidade para 16 tubos, adquirido pela Life Technologies. A obtencé&o
dos voltamogramas de ativacdo dos eletrodos de trabalho e o resultado dos
genoensaios foram realizados utilizando um Potenciostato Eco Chemie, modelo
AutolabPGSTAT12, acoplado a um computador que opera o programa GPES
Manager (General Purpose Eletrochemical System Version 4.9). As medidas
eletroquimicas foram realizadas em um Potenciostato Eco Chemie, modelo
AutolabPGSTAT12, utilizando uma configuracdo convencional de trés eletrodos. Os
eletrodos foram: o de trabalho, feito de ouro, obtido por deposicéo fisica a vapor; o
eletrodo de referéncia de Ag|AgCI|KCl(sat), com solucéo saturada de KCI, externa e
0 contra eletrodo de platina. No preparo das solugcdes de HMGA captura, HMGA
alvo, e HMGA sinalizadora e em todo o genoensaio foram utilizadas micropipetas de
10 pL, 20 pL, 200 pL e de 1000 pL (VWR — Ergonomic High-Performance). As
amplificacbes por PCR foram realizadas em um ciclador térmico (GeneAmp PCR

System 2700 Thermocycler (Applied Biosystems, Espanha).
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4.3 - Metodologia
4.3.1 — Sintese de nanoparticulas core@shell (FesO,@Au)

As nanoparticulas de Fe3O,@Au foram preparadas no Departamento de
Quimica da Faculdade de Ciéncias do Porto com a colaboracdo da Doutora Clara
Pereira.

A Sintese de nanoparticulas core@shell (FesO,@Au) foi dividida em duas
etapas, a sintese de nanoparticulas de magnetita (FeszO4), em seguida o

revestimento destas com ouro, como descrito a seguir.
4.3.1.1 - Procedimento da sintese de nanoparticulas de magnetita (Fe3O,)

As nanoparticulas de magnetita foram sintetizadas por decomposicéo térmica,
segundo procedimento descrito na literatura (FREITAS et al., 2016).

Preparou-se uma solucdo de hexadecan-1-ol 0,3 mol.L™ em 35 mL de NMP.
Depositou-se o peixinho dentro do baldo com trés bocas e colocou-se esta solugéo,
sob agitacdo vigorosa, a uma temperatura de 40 °C, e em atmosfera inerte (usou-se
argonio), de modo a promover a homogeneizacado da solucdo. Em seguida a solucéo
foi submetida ao processo de agitacdo por 10 min a 40 °C até solubilizar o
hexadecan-1-ol.

Usando-se seringas de 5 mL, adicionou-se, através de um sépto de borracha,
e muito rapido, 3,7 mL de &cido oleico (10,5 mmol, Sigma Aldrich, 1L) a solucéo
anterior, seguidos de 4,1 mL de oleilamina (10,5 mmol, 80-90%, Acros Organics, 100
mL).

Apés a adicdo dos reagentes referidos anteriormente, aqueceu-se a solucao
resultante até uma temperatura de 200 °C (de forma gradual, primeiro de 20 em 20
°C até 150 °C, depois de 10 em 10 °C até o termdmetro marcar 200 °C), sempre com

agitacao vigorosa e sob atmosfera inerte como apresentado na Figura 7:
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Figura 7: Adicao do acido oleico e oleilamina a solu¢éo de hexadecan-1-ol 0,3 mol.L’

! em 35 mL de NMP. (A) solug&o incolor.

Fonte: O autor.

Quando a mistura reacional atingiu a temperatura, entdo adicionou-se, com
auxilio de uma seringa de 10 mL, uma solucéo de [Fe(acac)s] 0,15 mol.L™* em 10 mL
de NMP e deixou-se o sistema em reacao durante 1 h sob agitacédo vigorosa a essa

temperatura de 200 °C (Figura 8).
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Figura 8: Reacdo com a solucdo [Fe(acac)s] 0,15 mol.L™ a 200 °C. (B) solucédo

acastanhada.

Fonte: O autor.

Apb6s uma hora, esta solugcdo adquiriu um cor acastanhada. Ao fim desse
tempo, deixou-se a mistura reacional para resfriar até a temperatura ambiente,
permanecendo sob agitacdo vigorosa a essa temperatura durante 16,5 h. Apds esse
tempo adicionou-se a mistura reacional 50 mL de etanol absoluto Fisher Chemical®
(previamente purificado com argbnio) para precipitar as nanoparticulas formadas
durante mais 30 min, sob agitacdo vigorosa e transferiu-se essa mistura para um
béquer de 250 mL, em seguida procedeu-se a sua separacao magnética. Como as
NPs estavam estaveis no meio reacional o etanol que foi usado nas lavagens teve a
funcdo de desestabiliza-las e precipita-las para remocéo do excesso de surfactantes
gue por sua vez sao soluveis em etanol. Transferiu-se as NPs para um béquer de 50
mL (Figura 9) e seguiu-se mais 3 lavagens intercaladas com separagdo magnética,
com o objetivo de remover reagentes em excesso ou adsorvidos fisicamente na
superficie das nanoparticulas. Em todas as lavagens foram usados 50 mL de etanol
(purificado com argbnio).
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Figura 9: Posicao do ima na lateral do béquer de 50 mL, segunda lavagem.

Fonte: O autor.

Apés a lavagem das nanoparticulas magnéticas de Fe3O,4, procedeu-se a sua
disperséao final em 5 mL de tolueno anidro, medido com auxilio de uma seringa de 5
mL.

A amostra de magnetita sintetizada por decomposicao térmica sera designada
por Fe304. Duas fragcbes de Fe30O, foram sintetizadas, uma para posterior

caracterizagao e outra para ser revestida com ouro.

4.3.1.2 — Revestimento das nanoparticulas de magnetita (Fe3O,4) com Au
(1:7 ou 1:4)

O método utilizado no revestimento da nanoparticulas de Fez0, foi realizado
como descrito na literatura em (FREITAS et al., 2016). Duas fracdes de Fe3;O,4 foram
revestidas com ouro para posterior caracterizacdo e outra para aplicacdo como
suporte na construcdo do genossensor para deteccdo do gene endégeno do milho
HMGA.

Foram testadas duas fracdes da proporcédo FezO4/Au (1:4 e 1:7). Cada 1 mol
de Fe(acac); corresponde a 3 mols de Fe30,4. Dessa forma, usando, por exemplo, a
proporcao 1:7 significa 1 mol de Fe3O4 para cada 7 mols de Au.

Mediu-se (usando seringa sem borracha de 2 mL) 1,25 mL de ferrofluido
(FesO4 em tolueno) para um baldo de fundo redondo com trés bocas, ajustou-se o

septo de borracha do lado direito, adicionaram-se 35 mL (ou 20 mL para NPs 1:4) de
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tolueno anidro (99,8%, Sigma Aldrich) e colocou-se o sistema em agitacao vigorosa
sob atmosfera inerte (usou-se argbnio) e em aquecimento gradual até atingir os
100°C (Figura 10). O aquecimento aconteceu com o sistema de resfriamento ligado
ao condensador constantemente a 18 °C.

Figura 10: Sistema fechado em atmosfera inerte contendo o ferrofluido (Fe3O,4) em

tolueno. (C) sistema fechado com tampa de vidro rosqueada.

‘.

Fonte: O autor.

Em seguida, pesou-se em béquer de 50 mL, 0,34232 g (ou 0,1956 g para NPs
1:4) de HAuCl,;.3H,0 aos quais foram adicionados 7,07 mL (ou 4,04 mL para NPs
1:4) de oleilamina (104 mmol, 80-90%) e 35 mL (ou 20 mL de para NPs 1:4) de
tolueno anidro, medindo com uma proveta de 50 mL.

Quando a temperatura do ferrofluido diluido estabilizou em 100 °C, adicionou-
se, usando uma seringa de vidro com capacidade para 50 mL, a solucéo contendo o

HAuCl4.3H,0, a oleilamina e o tolueno anidro gota-a-gota (5mL/min), durante 35
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minutos (ou 20 min para NPs 1:4). Deixou-se o sistema em reacao durante 1h a
essa temperatura com agitacédo vigorosa (Figura 11). Apés esse tempo, retirou-se o
banho e a mistura reacional foi colocada em arrefecimento durante cerca de 15 min,

com um soprador de ar frio.

Figura 11: Adicdo da solucdo contendo o HAuCl;.3H,0, a oleilamina e o tolueno

anidro.

Fonte: O autor.

Para precipitar as nanoparticulas revestidas com ouro, adicionaram-se 85 mL
(ou 50 mL para NPs 1:4) de etanol ao meio reacional e deixou-se o sistema em
agitacao vigorosa durante 10 min antes de se proceder a separacdo magnética do
nanomaterial sob acdo de um ima.

Por dultimo, efetuaram-se quatro ciclos sucessivos de lavagem das
nanoparticulas, com 40 mL de etanol, sob agitacdo manual, por 10 min, alternados
com separacao magneética (durante 15 min). Por ultimo, o nanomaterial resultante foi
disperso em 10 mL de tolueno anidro onde verificou-se que as particulas de Fe3O,
revestidas com ouro apresentaram uma cor vermelho amora, prova visual da

presenca de ouro.
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A nomenclatura usada para designar as nanoparticulas de Fe3O,4 revestidas
com ouro foi de Fe;O,@Au.

Também foi realizada a sintese de nanoparticulas de ouro ndo magnéticas,
com o objetivo de permitir a comparacao entre as propriedades fisico-quimicas das
nanoparticulas de Fe3O,4 e das nanoparticulas revestidas com ouro Fe;O,@Au. O
procedimento utilizado foi idéntico ao descrito anteriormente para o revestimento das
nanoparticulas de Fe3O4, com pormenor de ndo se ter adicionado a mistura

reacional o ferrofluido. As nanoparticulas de ouro serdo designadas por Au.
4.3.2 — Preparo do substrato de Au e montagem do eletrodo

O substrato de ouro foi confeccionado, no Laboratério de Sintese do
departamento de Fisica da UFPI com colaboracdo do Dr. Helder Nunes da Cunha, a
partir da deposicdo de um filme fino de ouro numa folha de poliéster (transparéncia
de retroprojecdo) pelo processo de sputtering em uma camara de vacuo Edwards
306 a 10°® torr e corrente de evaporacdo em torno de 6,0 A, segundo procedimento
descrito em Melo (2016). Uma massa de aproximadamente 0,1 g de Au (99,99% de
pureza) empregada, resultou na cobertura da folha de poliéster por um filme
homogéneo de espessura aproximada de 100 nM que foi cortado em pequenos
pedacos de cerca de 5 x 7 mm. Utilizando uma base de acrilico como molde de
reproducéo, uma fita de cobre foi usada para contato elétrico com o Au e a area
eletroquimica foi definida por uma fita adesiva de polietileno. Os eletrodos caseiros
tém um custo estimado de R$ 1,00 por unidade.

O esquema de montagem do eletrodo base produzido manualmente esta

representado na Figura 12:
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Figura 12: Procedimento manual de montagem do eletrodo base.

Delimitagdo da area do eletrodo
Adesivos plasticos: 3cm x 1,5 cm
Diametro 8 mm

Diametro 2 mm

Base de acrilico com as dimensoes
exatas do eletrodo

Lavar com etanol e agua Fita de cobre: 4 cm x 5 mm Substrato )
Secagem com N, Diametro 2 mm 40 eletrodos por dia
Folha de ouro: 7 mm x 5 mm Diametro 8 mm 30 por analise

Fonte: O autor.

Utilizando como molde de reprodugdo uma base de acrilico, uma fita adesiva
plastica de 3 x 1,5 mm com um furo de diametro 2 mm foi colocada com a parte
adesiva voltada para cima, em seguida foi fixado em torno desse furo um pedaco de
folha de ouro 5 x 7 mm com a extremidade de ouro depositado voltada para baixo
definindo assim a superficie do eletrodo base (0,0314 cm? de &rea geométrica). O
contato elétrico foi feito com uma fita de cobre adesiva de 4 cm x 5 mm que foi
fixada nesse pequeno pedaco de folha de ouro. Em seguida, uma fita adesiva sem
furo é colocada em cima para vedar a parte metalica e por ultimo outra fita adesiva
com didmetro de 8 mm foi disposta em cima da fita com o furo de didmetro 2mm
anteriormente fixada. As laterais foram pressionadas para proteger o eletrodo de

infiltrac6es quando colocado em contato com a solucéo de limpeza.
4.3.3 - Condicionamento dos eletrodos

A limpeza e condicionamento da superficie de ouro foi realizada
eletroquimicamente com ciclagens sucessivas de potencial em pH &cido (taxa de
varredura 0,1 V/s; em H,SO, 0,5 mol.L™) no intervalo de potencial entre 0,2 e 1,6 V
versus Ag/AgCl, até que fosse obtido um voltamograma redox estavel tipico de ouro

policristalino (Figura 13). Em seguida, o eletrodo foi lavado com agua ultra pura,
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seco com N, e imediatamente modificado com a fase sensora (BARROSO et al.,
2015).

Figura 13: Voltamograma Ciclico do eletrodo de ouro policristalino em H,SO,4 0,5
mol.L™ no intervalo de potencial de 0,2 até 1,6 V vs. Ag/AgCl e velocidade de

varredura 100 mV.s™.
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Fonte: O autor.

A area de superficie eletroquimica de cada eletrodo foi calculada a partir da
carga associada ao pico de reducdo de Oxidos de Au obtido ap6s o processo de
limpeza, assumindo que a reducdo da monocamada de 6éxido de Au requer 386 mC
cm? (BARD e FAULKNER, 2001).

4.3.4 - Funcionalizacéo das nanoparticulas Fes0O4@Au com SAM

As nanoparticulas magnéticas Fe;O,@Au foram funcionalizadas com uma
monocamada automontada (SAM) binaria composta pela mistura de (SAM: MCH e
MCHAc), sendo MCH (6-mercaptohexan-1-o) e MCHAc (acido 6-
mercaptohexandico). Esta SAM contém grupos tiol numa extremidade que se ligardo
ao ouro do revestimento e acidos carboxilicos na extremidade oposta que
estabelecerdo ligacdes com os grupos amina do DNA. O nanomaterial foi lavado
com etanol para precipitacdo das NPMs, de modo a remover qualquer residuo de
tolueno presente segundo procedimento descrito em Freitas et al. (2016). No final
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as NPMs foram dispersas em etanol para posterior funcionalizacdo da superficie do
nanomaterial Fe30,@Au com SAM (Fe3;0,@Au-SAM), adicionando-lhe uma solucéo
etandlica de SAM: MCH e MCHAc (a 0,1 mol.L"* na proporcdo 6:1). Deixou-se o
meio reacional sob agitacdo, a temperatura ambiente e devidamente protegido da
luz, durante aproximadamente 24h. Em seguida procedeu-se a lavagem do
nanomaterial Fe;0O,@AuU-SAM com etanol e posterior dispersdo em solucdo tampao
de (HEPES 0,1 mol.L™*, NaCl 0,5 mol.L™* e pH 7,4). O sensor de DNA pode interagir

melhor com valores de pH neutros na solu¢cado de DNA (THUY et al., 2013).
4.3.5 - Extracdo de DNA de milho e amplificagdo por PCR

O DNA foi extraido de amostras de farinha transgénica certificada do evento
MON810 10% (p/p), utilizando-se o Kit Nucleospin® (Macherey-Nagel, Duren,
Alemanha) para DNA gendémico de acordo com as instru¢des do fabricante. Obtidos
pelo Instituto de Materiais e Medicbes de Referéncia (IRMM) na Bélgica, através da
Sigma-Aldrich®.

A quantidade e a pureza de DNA extraidas foram determinadas por
espectrofotometria UV. A PCR convencional foi realizada para o controle da
gualidade do DNA utilizando um par de iniciadores vegetal-universal concebido
sobre o gene rbcL do cloroplasto. A amplificacdo do gene endogeno foi realizada em
25 pL de volume total contendo 5 pL de extrato de DNA, 1,25 U de DNA polimerase
ImmolaseTM (Ecogen, Espanha), 1 x tamp&o, 200 ymol.L™ de cada dNTP, 6,5 m
mol.L™* de MgCl,, 0,3 mmol.L™ de cada iniciador cuja sequencia de oligonucleotideos

foi apresentada na Tabela 2.

Tabela 2: Sequéncia de oligonucleotideos iniciadores.

Funcéo Oligonucleotideos 5’ > 3’
Iniciador Direto (F) 5-TTG GAC TAG AAATCT CGT GCT GA-3"
(23 nt)
Iniciador Reverso (R) 5-GCT ACATAG GGAGCCTTG TCC T-3
(22 nt)
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O protocolo de amplificacdo foi o seguinte: desnaturacéo inicial a 95 °C
durante 10 min, 45 ciclos a 95 °C por 15 s, 60 °C por 60 s e 72 °C por 30 s, com
extensdo final a 72 °C por 5 min. Em ambos os tipos de amplificacbes, houve
sucesso da amplificacdo. A reacéo foi verificada por eletroforese (tampao de rotagao
1 x TBE) em gel de agarose a 2% (p/v) e coloragdo com brometo de etidio (0,5 ug /
mL) a 80 V.

4.3.6 - Procedimento do genoensaio em formato sanduiche

A construcdo do genoensaio e as medi¢cdes de cronoamperometria foram
realizadas no Grupo de Reacfes e Andlises Quimicas (GRAQ), Instituto superior de
Engenharia do Porto com colaboragéo da Doutora Maria Fatima Barroso.

Tanto os oligonucleotideos sintéticos do gene endoégeno (HMGA) do milho
como o0s produtos de PCR amplificados foram analisados por um formato de
hibridizacdo em sanduiche, cujas etapas aparecem representadas na Figura 14 e
incluem as etapas de ativacdo dos grupos carboxilicos utilizando solucdo de
EDC/NHS; imobilizacdo da sonda de captura nas nanoparticulas Fez;O,@Au-SAM;
hibridizagdo homogénea na qual ocorre a formacdo do duplex entre sonda alvo e
sonda indicadora; a hibridizacdo heterogénea onde ocorre a formacédo do duplex
ternario que é configurado pelo acoplamento do duplex formado na hibridizacéo
homogénea com a sonda de captura na superficie do eletrodo de ouro (AuE) pré
tratado e condicionado; e para concluir a marcagdo enzimatica onde tem-se o
acoplamento da enzima anti-fluoresceina — POD a fase sensora do eletrodo que é
medido eletroquimicamente para determinacdo da concentracdo do analito, pois a
guantidade de POD no eletrodo € diretamente proporcional a quantidade de alvo

efetivamente hibridizada na superficie.
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Figura 14: Esquema das etapas do procedimento do genoensaio para deteccéo do
DNA alvo do HMGA do milho.
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Fonte: O autor.

Entre cada uma das etapas da Figura 14, realizaram-se lavagens do
nanomaterial com os tampoes: (i) (SSPE-T: 2X SSPE, 0,01% de Tween 20), (ii)
HEPES-T (0,1 mol.L™* HEPES, 0,01% Tween 20), (iii) HEPES (0,1 mol.L™, NaCl 0,5
mol.L?, pH 7,4) e PBS-C (1x PBS solution contendo 1% caseina), de forma a
eliminar qualquer fragmento biolégico que néo estivesse ligado a SAM existente na
superficie das NPM de Fe3O,@Au. Todo o processo aconteceu em tubos
eppendorfs a temperatura ambiente e protegidos da luz, sob agitacdo delicada da
mistura para permitir um bom contato entre a solucdo e as nanoparticulas
magnéticas Fez;O,@AuU-SAM. Apls cada passo, o sobrenadante foi facilmente
removido por aprisionamento das NPMs Fe3zO,@Au-SAM com um ima. Todos os
passos de genoensaio foram realizados a temperatura ambiente, exceto na

hibridizagdo homogénea.
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A construcdo do genoensaio iniciou-se com a desprotonacdo dos grupos
carboxilicos presentes na extremidade da SAM através da adicdo das
nanoparticulas FezO,@Au-SAM numa solucdo de EDC 12,8%(m/m) e NHS 87,2%
(m/m) em 500 uL de HEPES e posterior agitacdo durante 15 min. Apés adicdo da
solucdo EDC/NHS, este procedimento foi realizado com e sem a lavagem com
HEPES-T, com o intuito de avaliar o efeito da lavagem nas reacfes de condensacao
entre 0s grupos amina presentes na extremidade do DNA e os grupos carboxilicos
presentes na SAM.

Em seguida, adicionou-se as nanoparticulas Fe;O,@Au-SAM, 500 uL de DNA
NH.-captura 1umol.L™ preparado em HEPES, a concentracdo de 0,1 mmol.L™ foi
selecionada como a concentracdo Otima pois estudos anteriores descritos em
(BARROSO, 2015) mostraram que a hibridizagdo pode ser dificultada com
concentragfes mais elevadas devido a elevada densidade de sondas na superficie
portanto o espacamento adequado das sondas de ss-DNA proporciona maior
acessibilidade e promove a captura de alvo, melhorando muito o desempenho do
genossensor (BIN, 2010), de modo a promover reacdes de condensacédo entre 0s
grupos amina presentes na extremidade do DNA e os grupos carboxilicos presentes
na SAM. Posteriormente, adicionou-se 500 pL de uma solucdo de etanolamina 1
mol.L”* em HEPES, que permitiu a estabilizagdo das nanoparticulas Fe;0,@Au-SAM
modificadas em seguida lavou-se com 500 puL HEPES-T e 500 pL SSPE-T.

Paralelamente a este procedimento, realizou-se em eppendorfs a
hibridizagdo homogénea na qual ocorre a formagdo do duplex entre sonda de DNA
alvo (Target ou analito) e o DNA marcado (sonda de sinalizacdo) na presenca ou
auséncia de BSA (um blogueante); a sonda de sinalizacdo encontra-se marcada
numa das extremidades com fluoresceina. Nesta etapa, em cada eppendorf,
usaram-se diferentes concentracdes de DNA alvo sintético (0,0 a 10,0 nmol.L™") e
produtos de PCR amplificados e diluidos em tamp&o SSPE 2x contendo 0,3 umol.L™
de sonda de sinalizacdo FITC (FITC-SP) para a construcdo da curva de calibracao.

Para minimizar a estrutura secundaria ndo intencional do DNA alvo, a
hibridizagdo homogénea foi realizada a 98 °C durante 5 min, em seguida o
reanelamento da cadeia foi retardado por resfriamento da amostra num banho de
agua gelada por mais 5 min e o restante da hibridizacdo em temperatura ambiente

por mais 20 min, totalizando 30 min de hibridizacdo homogénea (BARROSO et al,
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2015). Em seguida, iniciou-se a hibridizacdo heterogénea, adicionando a cada
eppendorf 50 pL da dispersdo contendo as nanoparticulas Fe3O,@AuU-SAM ja
modificadas com o DNA NH,-captura.

A conclusao do genoensaio acontece com a imobilizagdo covalente do Anti-
FIT-POD (conjugado) a fluoresceina existente na extremidade do DNA de
sinalizacdo. Para tal, a cada eppendorf adicionaram-se 500 uL do conjugado diluido
em caseina numa proporc¢éo de 1:300 (V/V) e o sistema foi deixado em reacdo por
30 minutos, em seguida lavados com 500 pL de caseina e 500 uL de SSPE-T e, por
ultimo, deixou-se as NPM em tampéo SSPE2X, sob agitagdo por 2 min.

4.3.6.1 - Monitoramento da reacédo de hibridizacdo por cronoamperometria

Para realizar as medidas cronoamperométricas, € adicionado, em cada
eletrodo, sequencialmente, 15 pL de dsDNA/NPMs, removeu-se o liquido e
adicionou-se 50 pL de wuma solucdo reagente do composto 3,3,5,5-
tetrametilbenzidina (TMB+H,0O,) cobrindo toda a area delimitada por 4 mm de
diametro, onde este substrato é oxidado pelo fragmento Fab anti-FIT-peroxidase e
reduzido pelo eletrodo de trabalho.

Este ciclo redox resulta em uma troca de elétrons entre o substrato do
eletrodo para o anti-FIT-peroxidase, produzindo fluxo de corrente no eletrodo e
permitindo medicdes cronoamperométricas da atividade enzimatica da sonda de
captura imobilizada nas nanoparticulas (dsDNA/NPMs) dispostas no eletrodo de
trabalho com auxilio de um ima (HALFORD et al., 2013).

O sinal analitico € a intensidade de corrente elétrica gerada pela reducao do
produto da reacdo enzimdtica entre a enzima peroxidase conjugada com um
fragmento do anticorpo antifluoresceina utilizando-se como substrato enzimético o
3,3,5,5 tetrametilbezidina (TMB), que na presenca de H,O, e da enzima como
catalisador se oxida, levando a dupla desprotonacdo do TMB e a producado de agua,

liberando dois elétrons (Reacéao 1):

66



Reacdo 1: Reacédo na superficie do genossensor.

Enz
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Fonte: (MELO, 2016).

Apos 30 s de reacdo, as medicdes cronoamperométricas foram realizadas
aplicando-se o potencial fixado em 0 V, durante 60 segundos, pois segundo o
voltamograma ciclico caracteristico de TMB na presenca de H,O, sobre a fase
sensora (Figura 15), todo o substrato TMB oxidado enzimaticamente se reduzira
completamente neste potencial, e o valor do sinal analitico € a média do sinal dos

ultimos 10 segundos, posto que o sinal nesse ponto esta estabilizado.

Figura 15: Voltamograma do TMB sobre a fase sensora.
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Fonte: O autor.

A reacdo do TMB (previamente oxidado pela peroxidase) foi monitorada
utilizando um eletrodo misto “made in home” (Figura 16) composto de dois eletrodos
interligados (o eletrodo de referéncia de Ag|AgCI|KCl(sat), com solucdo saturada de
KCI, externa e o contra eletrodo de platina), posicionado a 90° e exatamente em
cima da area ativa do eletrodo, tocando a solucdo de (TMB+H,0,) para que a reacdo
fosse avaliada na horizontal, assim como ocorre quando se usa um eletrodo

impresso descartavel convencional.
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Figura 16: Esquema de disposicdo dos 3 eletrodos usados para a obtencdo das

medidas cronoamperomeétricas.

T > LB
. Eletrodo de referéncia
Eletrodo auxiliar ;___
T >
Eletrodo de trabalho ©

Fonte: o autor.

Os cronoamperogramas obtidos por esta técnica sao gréaficos que
representam a intensidade de corrente obtida na reacdo de reducdo do TMB em
funcdo do tempo. A intensidade de corrente correspondente a reducéo do TMB sera
tanto maior em valor absoluto, quanto maior a quantidade de TMB reduzida.
Consequentemente, a quantidade de TMB reduzida é proporcional a concentragao
de DNA alvo, isto &, quanto maior a concentracdo de analito (DNA alvo), maior a
guantidade de enzima peroxidase que se encontra imobilizada no DNA, logo maior a
guantidade de TBM oxidado, o que produz em moédulo, maiores valores de

intensidade de corrente de reducdo do TMB que foi oxidado pela enzima peroxidase.
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5 - RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 - Selecéo de sondas de DNA para o genoensaio em formato sanduiche

O processo de montagem de um genoensaio comeca com a escolha de
acidos nucléicos que serdo utilizados como dupla fita. Esta sequéncia deve ser
especifica do organismo que se quer detectar. E buscada uma sequéncia de DNA
gue ndo tenha em outro ser vivo e que, portanto, ndo possa interferir na analise
(HLONGWANE et al., 2019; MELO, 2016).

A analise quantitativa de qualquer milho geneticamente modificado (GM)
requer a estimativa da quantidade do evento transgénico em relacdo a um gene
enddgeno. Ou seja é uma quantificacao relativa que serve como controle positivo
para a presenca de DNA de milho GM. Nesse trabalho, selecionou-se uma
sequéncia com 79 pb (AG = - 5,95 kcal mol™") dentro de uma sequéncia do gene
endogeno do milho HMGA por este ser totalmente especifico, altamente sensivel e,
portanto, considerado adequado para utilizacdo como gene de referéncia em analise
de DNA de culturas de milho desconhecidas com objetivos de deteccao,
identificacéo e quantificacido (HERNANDEZ et al., 2004).

Para comprovar a especificidade, introduz-se esta sequéncia no programa
Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) e se compara com sua base de dados
gue contém sequéncias de genomas de todos os seres vivos. Para que o design do
genossensor tenha éxito, a sequéncia alvo de DNA deve formar um hibrido estavel
com as sequéncias de captura e sinalizadora. De acordo com BARROSO et al.,
(2015), uma elevada energia de Gibbs pode resultar numa hibridizacdo de superficie
impedida, ou seja, ndo especifica. Portanto, a tendéncia da sequéncia selecionada
para formar estruturas secundarias internas deve ser destruida durante o processo
de hibridizacéo, selecionando-se estruturas com menor energia de Gibbs. As sondas
de captura e sinalizacdo também foram projetadas para minimizar estruturas
secundarias enquanto formam uma estrutura duplex perfeita apds a hibridizacéo na
superficie do eletrodo evitando regides marginais que séo prejudiciais para o
desempenho analitico. A sequéncia de captura se imobiliza sobre a superficie do

transdutor; e a sonda de sinalizag&o funciona como sequéncia indicadora.
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Empregando o programa MFold, obteve-se as estruturas mais estaveis em
condicbes determinadas de temperatura e forca idnica: 25 °C e a 0,298 mol.L™ de
NaCl (Figura 17).

Figura 17: Estrutura mais estavel da sonda alvo com 79 pb a 25 °C e [Na'] = 0,298

mol.L™* obtida & partir do servidor MFold
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Fonte: (http://www.bioinfo.rpi.edu/applications/mfold).

Com o programa MFold observou-se também distintas combinacdes de sonda
de captura e sequéncia indicadora. Deve-se levar em conta as estruturas
secundarias de todas as sequéncias desfavoraveis em relacdo a reacdo de
hibridizagdo com a sequéncia de fita dupla de DNA. Portanto, buscam-se as
sequéncias com menor estrutura secundaria que permita hibridizar com uma barreira
energética o0 menor possivel. As estruturas mais estaveis em condi¢des
determinadas de temperatura e forca iénica: 25 °C e a 0,298 mol.L™* de NaCl foram:

uma sonda de captura com 30 nt (AG = - 2,19 mol™) e sonda de sinalizacdo de 49
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nt (AG = - 3,86 kcal mol™") (Figura 18). Isso garante uma hibridizacdo superficial

facilitada. As sequéncias estao apresentadas na Tabela 1.

Figura 18: Estruturas complementares: Sonda de captura e indicadora a 25 °C e
0,298 mol.L™* de [Na'] utilizando o servidor MFold Web.
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Fonte: (http://www.bioinfo.rpi.edu/applications/mfold).

5.2 - Caracterizacdo das NPM (Fez;O,@Au)

Neste estudo, nanoparticulas magnéticas (NPM) revestidas com ouro
Fe;O,@Au foram usadas como nanoplataforma para imobilizacdo de sondas

simples de DNA do gene enddégeno do milho. Posteriormente, as Fe3O;@Au
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modificadas com DNA foram utilizadas para construir um genoensaio (baseado na
deteccdo da reacdo de hibridizacdo entre duas cadeias complementares de DNA)
para identificar o gene enddégeno do milho (HMGA). As nanoparticulas de ouro
(AuNP) sdo amplamente utilizadas na imobilizacdo da sonda de DNA devido as suas
caracteristicas Unicas, tais como capacidade de adsor¢cdo forte, alta
biocompatibilidade e grande area superficial (XU et al., 2009).

As Nanoparticulas magnéticas (NPM) Fe3O, foram sintetizadas por
decomposicdo térmica do complexo metélico Acetilacetonato de Ferro (lll) [Fe
(acac)], em solventes orgéanicos (com alto ponto de ebulicdo) na presenca dos
surfactantes acido oléico e oleilamina. Este método foi escolhido porque produz
materiais com qualidades importantes para a realizacdo do genoensaio aqui
proposto, tais como: producdo de particulas uniformes, com alto grau de
cristalinidade, controle de tamanho e forma, e boa dispersdo sobre substratos e em
solugédo (EFFENBERGER, 2012).

Apés a sintese das NPM foi efetuado o revestimento com Au por
decomposicéo lenta de um sal de ouro (lll) na superficie dos nucleos Fez0O4 €
subsequente reducéo de Au (Ill) a Au (0) induzida por oleilamina, sob condi¢cbes de
temperatura controlada segundo protocolo realizado em Freitas et al. (2016). Neste
processo a oleilamina funcionou como agente redutor e estabilizador das NPs
magnéticas Fe;O,@Au resultantes. Duas propor¢des molares de Fe3O,4 e ouro foram
testadas no processo de revestimento Fe;O4: HAUCI; (1:4 e 1:7) de modo a estudar
gual destas proporc¢des é mais eficaz na imobilizacdo do DNA. Pois, quanto maior a
area de superficie, maior sera a quantidade de DNA imobilizado, e, além disso, 0
DNA em contato com as NPMs pode manter a sua atividade bioldgica (XU et al.,
20009).

As NPM Fe3O,@Au utilizadas neste estudo foram caracterizadas por
Microscopia Eletrénica de Transmissdo (TEM) para obtencédo de informacfes sobre
a morfologia e distribuicdo de tamanho e por espectroscopia de UV-vis para verificar
a presenca de ouro na superficie das NPs, bem como para a determinacdo do
comprimento de onda de absorcéo das NPM Fe;O,@Au.

Na Figura 19 sdo mostradas as imagens obtidas por TEM das NPs
Fes0,@AuU. Segundo estas imagens as NPM de Fe3O,@Au apresentam-se

esféricas, uniformes e bem definidas, no tamanho de cerca de 10 nm de diametro,
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auséncia de agregados, além disso, ndo sdo detectados nucleos de 6xido de ferro

livres, indicando revestimento completo dos nucleos Fe30,.

Figura 19: Imagens de TEM das nanoparticulas de Fe;O,@Au (1:7) no tamanho de

cerca de 10 nm de diametro.
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Fonte: A autora.

Como complemento aos resultados de TEM, a espectroscopia de UV-vis foi
utilizada como técnica quantitativa para verificar a presenca de ouro na superficie
das NPM de Fe3O,@Au nas propor¢cdes 1:4 e 1.7 comparativamente as
nanoparticulas de Fe3;O,, dispersos em tolueno.

De acordo com a Figura 20, verifica-se o aparecimento de uma banda de
ressonancia plasmonica de superficie (SPR) criada pela oscilacdo de elétrons
estimulados pela luz em 525 nm. Este resultado comprova a presenca de ouro, pois
segundo a literatura o comprimento da banda plasménica de superficie varia de 517
a 575 nm de acordo com a forma e o tamanho das AuNPs de ouro (SAPSFORD et
al., 2013). Além disso, como esperado, o espectro da dispersdo de Fez04 nédo
apresentou qualquer banda SPR.
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Figura 20: Espectros de UV-Vis das nanoparticulas de Fe30,4, Fe;O,@Au (1:4) e

Fe;O4@Au (1:7), dispersas em tolueno, com concentracfes arbitrarias.
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Fonte: A autora.

Segundo estudos publicados na literatura (BOISSELIER e ASTRUC, 2009;
LATA et al.,, 2015; HOMBERGER e SIMON, 2010), a existéncia de agregados na
dispersdo coloidal resultaria na existéncia da coloracdo azul, contudo isto nao
acontece na amostra de Fe;O,@Au obtida pois esta apresentou coloracao vermelha
intensa comprovando os resultados obtidos com a TEM.

Resultados nédo publicados permitem atestar que as NPM Fe;O,@Au na
proporcdo 1:4 também poderiam ser utilizadas neste trabalho numa situacdo de
economia de material, contudo, pela facilidade de recobrimento em funcéo da maior
proporcdo de ouro nas NPM Fe;O,@Au 1:7, estas foram escolhidas para serem
usadas no procedimento de andlise. Resultados utilizando NPM 1:4 podem ser
verificados em (FREITAS et al., 2016) para aplicacdo utilizando um fragmento

especifico da construcéo transgénica do milho MON810.

5.3 - Determinacdo da area eletroativa do substrato de Au no eletrodo de

trabalho

A escolha do eletrodo de trabalho (ou substrato), cuja superficie sofre
modificacdes, é também uma etapa importante para o desenvolvimento de

biossensores (HE e TOH, 2006). Neste trabalho utilizaram-se eletrodos de ouro
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(AuE) fabricados a partir da deposicdo de um filme fino de ouro numa folha de
poliester.

Durante a construcdo do eletrodo € necessaria a determinacdo da area
eletroquimica da superficie do substrato de ouro, também chamada de area
eletroativa, que a principio ter& um valor superior a sua area geométrica (0,0314
cm?, calculada de acordo com o diametro definido como 2 mm de area superficial;
A= 1r?) pois leva em consideracdo a area de reducdo da monocamada de ouro
depositada na superficie da folha de poliester e é calculada através da obtencéo da
carga associada com o pico de reducdo do 6xido de ouro adsorvido em H,SO,4 0,5
mol.L™ apés o processo de limpeza dos eletrodos, assumindo que a reducdo da
monocamada de 6xido de ouro requer 386 uC cm™? (BARD e FAULKNER, 2001).
Assim, pode-se escolher os eletrodos com area eletroativa mais proxima, reduzindo
assim os erros de dispersdo para comparacdo entre resultados de mesma
concentracdo. A area efetiva média foi de 0,171 cm? + 0,017 (n=31). Os eletrodos de
trabalho preparados com este procedimento manual possuem boas caracteristicas
analiticas e sua fabricacao é de baixo custo (R$ 1,00 por unidade), pois um grande
namero de eletrodos (= 1.000) pbéde ser preparado simultaneamente a partir de uma
Unica membrana.

Um eletrodo semelhante encontrado na literatura, utiliza uma camada
superficial de tinta de carbono pré-tratada com KCI, as nanoparticulas depositadas
na superficie do eletrodo estao diluidas em KCI, e o suporte a ser utilizado poderia
ser de PVC ou ceramica de alumina, contudo, néo foi possivel comparacgéo, pois ndo
apresenta resultados de sensibilidade e reprodutibilidade (EMBRAPA, 2015).

5.4 - Otimizacé&o das condi¢cfes experimentais do genoensaio

5.4.1 - Uso da SAM: MCH e MCHAc e influéncia do BSA como agente de

bloqueio

Um dos passos mais criticos ao preparar um biossensor baseado no DNA é a
etapa de imobilizacdo de uma sonda simples de DNA (ssDNA) na superficie de um
dispositivo de deteccdo, como exemplo um eletrodo. A quantidade de sonda de DNA

imobilizada ira influenciar diretamente a precisdo, sensibilidade, seletividade e vida
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de um biossensor de DNA. Neste trabalho, sondas simples de DNA de captura
foram ancoradas na superficie de NPM Fe;O,@Au (ha proporcao 1:7) que por sua
vez estdo integradas magneticamente na superficie do eletrodo de trabalho para
serem utilizadas como nanoplataforma para o desenvolvimento do genoensaio
eletroquimico. Contudo, antes da imobilizacdo da sonda de DNA do gene enddgeno
HGMA do milho e da deteccdo da hibridizacdo do DNA alvo, a superficie das
nanoparticulas FesO,@Au foi modificada com uma monocamada automontada
(SAM) carboxilada binaria composta pela mistura de (SAM: MCH e MCHAC),
dispersas em etanol ambas a 0,1 mol.L™ na proporcédo 6:1. A SAM é adicionada as
NPMs, com a funcdo de proporcionar maior estabilidade ao biossensor, a medida
gue evita a necessidade de remover o material biologico do meio de reacdo para
posterior aplicacdo, reduzindo assim o custo por analise, aumentando a rapidez do
processo.

A molécula de albumina de soro bovino (BSA) € uma proteina amplamente
utilizada como agente de bloqueio de superficies em estudos de biossensores de
DNA com estrutura em formato sanduiche devido a sua elevada eficiéncia,
rentabilidade e biocompatibilidade (BRORSON, 1997; PEI et al., 2014), sendo entéao
selecionada para a otimizagdo deste estudo, portanto, realizou-se um genoensaio
utilizando o BSA como auxiliar na hibridizacdo homogénea.

Testes prévios foram realizados com o uso da SAM: MCH e MCHAc (6:1), na
presenca ou auséncia de BSA, antes da construgcédo da curva de calibracdo, como

pode ser observado na Tabela 3:
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Tabela 3: Otimizacdo do Genoensaio com e sem BSA, realizado utilizando SAM:
MCH e MCHAc (6:1)

Sonda de Sinal subtraido
BSA I (NA)
Captura do branco (nA)
Branco 176
Com BSA 1 pmol.L™? Sonda alvo 304
1 480
5 nmol.L
Branco 599
Sem BSA 1 pmol.L™? Sonda alvo 520
) 1119
5 nmol.L’

Os resultados apresentados na Tabela 3 mostraram que a SAM pode ser
usada no genoensaio, pois apresentou um sinal de intensidade de corrente muito
mais alta comparada a intensidade do branco comprovando assim que o protocolo
de genoensaio para deteccdo do HGMA funcionou.

A BSA possui partes hidrofébicas e hidrofilicas na sua superficie (BROWN,
1975), por isso pode ser usado para prevenir interacbes nao-especificas sobre a
superficie do sensor de DNA, ap0s o processo de imobilizacdo em diversas
aplicacdes na producéo de sensores de DNA (THUY et al., 2013; LEE et al., 2015).
Neste estudo, contudo, como pode ser observado através dos dados apresentados
na Tabela 3, verificou-se que a adicdo de BSA diminuiu o sinal analitico de
intensidade do branco, mas também o da sonda alvo, dessa forma, o valor de
corrente subtraida do branco (Inet) apresentou menor resultado quando comparado
ao sinal de corrente (Inet) quando se retirou o BSA. Portanto, escolheu-se retirar o
BSA do protocolo de analise, pois este procedimento ndo afetou a reprodutibilidade

das medicoes.

5.4.2 - Eficiéncia da hibridizagdo do DNA relacionada com a temperatura

A eficiéncia do genoensaio depende da hibridizacdo do DNA que por sua vez
esta intimamente relacionada com a temperatura. Altas temperaturas (proximas de
95 °C) levam a desnaturacdo da molécula de DNA, desfazendo as pontes de

hidrogénio existentes entre as bases nitrogenadas e separando as duas fitas-
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simples complementares, permitindo o pareamento com o DNA marcado (COSTA e
COSTA, 2009). Portanto, para averiguacao do efeito da temperatura no processo de
desnaturacao, foram realizados genoensaios a temperatura ambiente (20 °C) e a 98
°C em concentragdo constante (2 nmol.L™) de DNA alvo, realizados em duplicata e
dias distintos (Figura 21):

Figura 21: Representacao grafica da intensidade de corrente média nos dltimos 10 s
de varredura subtraida do branco em funcdo da concentracdo de DNA alvo do
HMGA na concentracdo 2,0 nmol.L™, obtidos em triplicata.
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Fonte: A autora.

Conforme ilustrado na Figura 21, o sinal analitico de intensidade de corrente
subtraida do branco (Inet) aumentou significativamente quando o0 ensaio foi
realizado a 98 °C, com Inet = 65,6 nA (+ 1,6), comparado a temperatura ambiente
gue apresentou Inet = 7,6 nA (x 0,3), mostrando que quando as solucbes da
hibridizacdo homogénea sdo desnaturadas termicamente ha uma minimizacdo de
estruturas secundarias ndo intencionais do DNA alvo (BARROSO et al., 2015) que
afetam a intensidade de corrente, consequentemente uma temperatura de 98 °C foi
utilizada como temperatura 6tima do ensaio de hibridizacdo durante 5 min, em
seguida, o reanelamento da cadeia foi retardado por resfriamento da amostra num
banho de &gua gelada por mais 5 min e o restante da hibridizacdo em temperatura
ambiente, totalizando 30 min. Este procedimento foi importante porque quando se
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inicia a hibridizagdo heterogénea estamos permitindo que 2 cadeias de DNA
complementares se hibridizem a temperatura ambiente, contudo, muitas vezes estas
fitas tém estruturas secundarias que nao facilitam a realizacdo da hibridizacao
heterogénea e, por isso, aplica-se temperatura na hibridizagdo homogénea, para
permitir que se desfagca a estrutura secundaria e assim facilitar a hibridizacdo
homogénea e, consequentemente, a hibridizacdo heterogénea é facilitada a
temperatura ambiente evitando regides marginais que sao prejudiciais ao
desempenho analitico (BARROSO et al., 2015).

5.4.3 - Concentracdo de nanoparticulas por eletrodo

Um outro teste realizado foi a avaliacdo da concentracdo de NPMs a serem
depositadas no eletrodo, pois a quantidade de microesferas magnéticas, quando se
utilizam particulas de tamanho nanométrico, tém um papel crucial no desempenho
da medicdo eletroquimica (GONZALEZ-ALVAREZ et al., 2013; MANZANARES-
PALENZUELA et al., 2015). O resultado deste estudo esta descrito na Tabela 4.

Tabela 4: Razdo MCH:MCHAc e massa de Fe;O,@Au

MCH:MCHAc Massa de L (hA) Sinal subtraido
n
Proporgéao Fe;0,@AuU do branco (nA)
Branco 181
6:1 0,03 mg Sonda alvo 106
4 287
2,5 nmol.L
Branco 263
6:1 0,06 mg Sonda alvo 243
4 506
2,5 nmol.L
Branco 209
6:1 0,12 mg Sonda alvo 374
1 583
2,5 nmol.L

Segundo os resultados mostrados na Tabela 4, quando a quantidade de
FesO,@AuU utilizada por eletrodo no ensaio foi aumentada de 0,12 mg, na
concentracéo de 2,5 nmol.L™ de Sonda alvo, o sinal subtraido do branco aumentou
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significativamente, contudo, para economizar material, a concentracdo 0,06 mg de
nanoparticulas por eletrodo utilizando SAM 6:1 (MCH:MCHACc) foi escolhida para

realizar o procedimento de analise.

5.4.4 - Lavagem do nanomaterial

O passo inicial do genoensaio € a desprotonacdo dos grupos carboxilicos
presentes na extremidade da SAM através da adicdo das NPMs Fe3O,@Au-SAM
numa solucdo de EDC 12,8% (m/m) e NHS 87,2% (m/m). A ligacdo covalente da
sonda de captura na superficie das nanoparticulas Fe30,@Au através da formacéao
de SAMs dos alcanotiois, acido 6-Mercaptohexandico (MCHAc.) e 6-mercaptohexan-
1-ol (MCH) é dependente dessa etapa de ativacdo por uso destes agentes
acoplantes (NHS/EDC). O EDC promove a formacdo de ligacbes amida na
imobilizacdo de biomoléculas com ligacBes covalentes e além de reagir com
carboxilatos, o EDC sozinho forma um complexo estavel com grupos aminoacidos
expostos. O NHS é adicionado as reacbes com EDC com a funcéo de aumentar a
estabilidade do intermediario ativo e aumentar o niumero de ligagdes de moléculas
carboxiladas com grupamentos amino expostos das biomoléculas de interesse
(JENNINGS e NICKNISH, 1985; STAROS, 1982; GRABAREK e GERGELY, 1990).

Ao longo de todo o procedimento de constru¢cdo do genoensaio, entre cada
uma das etapas mostradas, realizaram-se lavagens do nanomaterial com Tween®
20, de forma a eliminar qualquer fragmento biolégico que nao estivesse ligado a
SAM existente na superficie das NPMs de Fe30,@Au. Contudo, este procedimento
de lavagem reduziu de forma intensa o sinal analitico quando realizado na etapa que
corresponde as reacfes de condensacdo entre 0S grupos amina presentes na
extremidade do DNA e o0s grupos carboxilicos presentes na SAM, pois 0S grupos
carboxilicos séo ativados utilizando solu¢gdo de EDC/NHS que funcionam como
agentes acoplantes, utilizadas para aumentar o rendimento da reacdo e a
estabilidade da ligagcdo amida formada (ALMEIDA, 2016). Os resultados podem ser
comparados na Figura 22:
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Figura 22: Representacao gréfica da intensidade de corrente média nos dltimos 10 s
de varredura subtraida do branco em funcdo da concentracdo de DNA alvo do
HMGA na concentracéo 5,0 nmol.L”* obtidos com e sem a lavagem com Tween®
20.
3000
2500

2000

1500

Inet ( nA)

1000

500

Q

!om avagem

em lavagem

Fonte: A autora.

Observa-se, portanto, através da Figura 22 que o procedimento de lavagem
com Tween® 20, que apresentou Inet=323,66 nA (x0,002), reduziu
significativamente a intensidade de corrente com ensaios na mesma concentracao
em comparagdo ao mesmo procedimento sem esta etapa de lavagem, que teve
Inet=2761,76 nA (x0,148). O EDC atua aperfeicoando a durabilidade das liga¢cbes na
superficie do biossensor. Para aumentar a eficiéncia do reagente EDC ¢é adicionado
ao sistema o NHS que forma um éster intermediario bastante reativo que aumenta o
rendimento da formacéo da ligacdo amida (SEHGAL e VIJAY, 1994). O NHS oferece
também o aumento da solubilidade em agua nas reacdes de EDC (SEHGAL e
VIJAY, 1994), portanto uma lavagem nessa etapa provavelmente tenha causado
perda dos agentes acoplantes EDC/NHS e, por esse motivo, foi retirada esta etapa
de lavagem com tampdo Tween® 20 no momento das rea¢gBes entre 0S grupos

amina presentes na extremidade do DNA e o0s grupos carboxilicos presentes na
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SAM ativados com solucdo de EDC/NHS, com o intuito de evitar inconsisténcia dos

resultados e aumentar a sensibilidade do método.

5.5 - Montagem do genoensaio

Um estudo prévio foi realizado com sondas de DNA alvo (analito) sintéticas,
de forma a avaliar a eficiéncia do método quanto a sua reprodutibilidade,
sensibilidade e posterior aplicagdo em amostras reais.

A técnica eletroquimica utilizada para a detec¢do da concentracdo de DNA
alvo nesse estudo foi a cronoamperometria, por meio da monitorizacao da reacao de
hibridizacdo de cadeias de DNA complementares em condicbes analiticas
otimizadas, por intermédio da corrente eletroquimica de 50 uL de TMB oxidado na
presenca de H,O,, foram colocados sequencialmente em cada um dos eletrodos,
cobrindo a area com 8 mm de diametro que era suficiente para o contato entre os
trés eletrodos (eletrodo de trabalho, eletrodo de referéncia de Ag/AgCl e eletrodo
auxiliar de grafite). Foram utilizadas para este fim concentracdes crescentes de DNA
sintético preparado em tubos eppendorfs onde verificou-se que a intensidade de
corrente € proporcional a concentracdo de DNA analito, ou seja, quanto maior a
concentracdo do analito, maior a intensidade de corrente do sinal medido. Dessa
forma foi possivel testar as NPMs de Fe;O,@Au como nanoplataforma para a
deteccdo do gene enddgeno do milho, HMGA, verificando-se a sua sensibilidade e
reprodutibilidade, determinando-se uma reta de calibragcdo que fosse adequada,
utilizando sondas de DNA alvo com diferentes concentracbes conhecidas. Como

mostrado na Figura 23:
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Figura 23: Cronoamperogramas dos ensaios referentes a amostra de DNA alvo com
concentracdes crescentes: 0,0 nmol.L™, 0,5 nmol.L™*, 1,0 nmol.L?, 2,0 nmol.L e 5

nmol.L™?.
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Fonte: A autora.

O alto desempenho e a especificidade deste genossensor residem no fato do
processo de hibridizagdo entre as duas fitas de DNA complementares ser altamente
especifico, possibilitando a discriminagcdo quando um Unico par de bases nao é
complementar (TELES e FONSECA, 2008).

Para averiguacdo da precisdo através de testes de reprodutibilidade do
método, fez-se o procedimento de monitorizacdo da reacdo de hibridizagdo por
cronoamperometria em duplicata para diferentes amostras. Usando eletrodos
diferentes produzidos manualmente. Na Figura 24, é apresentado um exemplo para

a concentracdo de DNA alvo em 2,0 nmol.L™.
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Figura 24: Cronoamperograma para a concentracdo de 2,0 nmol.L™ de DNA alvo em

duplicata.
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Fonte: A autora.

by

Como é possivel verificar a partir da Figura 24, as curvas para a mesma
concentracdo de DNA alvo sdo sobreponiveis, nos ultimos 10 s, o que revela a
reprodutibilidade do método, uma vez que foram usados eletrodos diferentes e
continuou a reproduzir um bom sinal.

A sensibilidade do método foi avaliada a partir da construgdo de curvas de
calibracdo da intensidade de corrente em funcdo da concentracdo de DNA alvo.
Para tal realizou-se dois ensaios (duplicados) para cada concentracdo de DNA, e
determinaram-se as respectivas intensidades de corrente da média dos resultados
para os ultimos 10 s (Tabela 4), pois somente quando ocorre a saturacdo da curva é
que se tem a certeza de que a reacao de reducdo do TMB foi total. Em seguida,

determinou-e a intensidade de corrente média dos dois ensaios.
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Tabela 5: Valores correspondentes as intensidades de corrente para 0os ensaios 1 e

2, intensidade média de corrente dos dois ensaios e do respectivo desvio padrao

para cada concentracdo de DNA alvo variando de 0,0 a 10,0 nmol.L™.

%%”geNrRrg_fv"’;o Lon) i2om) r':’ggdAl)a Rep 110 (MA) 240 (A) |1n|§a c(i?aA)
(nmol.L™)

0 144,121 147,365 145,743 2,294
0,5 436,625 449,080 442,853 8807 292504 301,716 297,110
1 671,671 835498 753585 115843 527,549 688,133 607,841
2 1226,667 1210,745 1218,706 11,258  1082,545 1063,380 1072,963
5 2803,588 3011412 2907,500 146,954 2659,467 2864,047 2761757
7 2885549 3405059 3145304 367,349
10 2774588 3077,373 2925980 214,101

RSD: desvio padréo relativo

Como pode ser observado através dos dados da Tabela 5 para a construcao

da curva de calibracdo os pontos de concentracdo 7,0 e 10,0 nmol.L* causavam

grande erro no célculo da linearidade (Figura 25):

Figura 25: Representacdo grafica da intensidade de corrente média (i) nos ultimos

10 s de varredura em funcédo da concentracdo de DNA alvo do HMGA na faixa de

concentracéo de DNA alvo variando de 0,0 a 10,0 nmol.L™.
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Fonte: A autora.

Portanto os pontos 7,0 e 10,0 nmol.L™, foram descartados o que gerou o

gréfico ilustrado na Figura 26. Nessa faixa foi encontrada uma correlacdo linear
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entre a intensidade de corrente subtraida do branco (Inet) e a concentracéo alvo no
intervalo de 0,0 a 5,0 nmol.L™. A equacdo de regressdo sob condicdes otimizadas é
a resposta a concentracbes crescentes de DNA alvo do HMGA do milho e foi
avaliada medindo as correntes cronoamperométricas no intervalo descrito

anteriormente e esta descrita a seguir:

Figura 26: Representacdo grafica da intensidade de corrente subtraida do branco
(Inet) nos ultimos 10 s de varredura em fung@o da concentragdo de DNA alvo do
HMGA na faixa de concentracéo variando de 0,0 a 5,0 nmol.L™.

4000 T
3000 4 1net (NA) = 544,8 (£16,2) [HMGA ssDNA] nmolL- + 27,3 (£9.9)
R2 = 0.9995
= e
= 2000t
1000 + g
...... 3o
e
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[HMGA ssDNA] (nmol.L1)

Fonte: A autora.

Observa-se através da Figura 26 que a curva de calibracdo apresentou
coeficiente de correlacdo linear 0,9995, o qual segue uma tendéncia linear. A
sensibilidade do método é um dos requisitos mais importantes para verificar a
viabilidade desta técnica analitica, portanto com os valores analiticos obtidos
averiguou-se a possibilidade de tornar vidvel o método desenvolvido neste trabalho
para a deteccdo da reacdo de hibridizacdo, por cronoamperometria. Como é
possivel verificar através da Figura 26, o genoensaio desenvolvido permite detectar
a reacao de hibridizacdo e obter resultados reprodutiveis, pois, obteve-se uma
inclinacdo alta (544,8) para a gama de concentra¢ées 0,0 a 5,0 nmol.L™.

O limite de deteccédo (LOD) e o limite de quantificacdo (LOQ) calculados como

trés vezes e dez vezes o desvio padrao do ensaio do branco dividido pela inclinacéo
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do gréfico de calibracdo foram 0,094 nmol.L™ e 0,313 nmol.L™, respectivamente. A
precisdo deste genoensaio foi avaliada utilizando 2 nmol.L™ de DNA alvo de HMGA
do milho. Assim, a repetibilidade foi determinada por medi¢des de inter eletrodos e a
reprodutibilidade foi avaliada realizando duas medi¢des no intervalo de 5 dias. A
repetibilidade e a reprodutibilidade expressas como desvio padrao relativo foram de
0,9% e 1,2 %, respectivamente, resultados melhores que os encontrados em
(FREITAS et al.,, 2016) para aplicacdo onde foram utilizados: um fragmento
especifico da construcdo transgénica do milho MON810 e Nps Fe;O,@Au na
propor¢cdo 1:4, com procedimento realizado a temperatura ambiente. E também
melhores que os encontrados em (BARROSO, 2015) que utilizam nanoeletrodos
preparados por deposicdo de ouro, ndo eletrolitica, dentro dos poros de uma
membrana microporosa de policarbonato. Os resultados apresentados no nosso
trabalho mesmo com utilizagdo de eletrodos produzidos manualmente apresentou
excelente reprodutibilidade.

Uma pesquisa semelhante encontrada na literatura (INSTITUTO NACIONAL
DE TECNICA AEROESPACIAL, 2006), aplicada no campo biosanitario animal e
humano, utiliza como nucleo magnético nanoparticulas de ferrite de cobalto
(CoFe,0,), revestidas com silica e s6 entdo uma ou mais camadas metdlicas
externas que podem ser de tipos diferentes e depositadas de uma maneira alternada
e imobilizadas na superficie externa. Contudo este procedimento, é mais laborioso,
pois necessita do uso de uma resina sintetizada previamente, filtracdo para remocao

da mesma e dialise, e leva mais de 4 dias para serem preparadas.

5.6 - Aplicacdo do genoensaio para deteccao de produtos especificos de PCR
do HMGA do milho

De modo a demonstrar a aplicabilidade do genoensaio, um milho certificado e
de referéncia (CRM do inglés) foi utilizado como amostra real. Para isso, o DNA
gendmico do milho foi extraido, amplificado por PCR e testado no genoensaio.

Uma aliquota 20 uL de gene endégeno HMGA extraido e amplificado, de
amostras de farinha de milho transgénica certificada do evento MON810 10% (p / p),
com uma diluicdo minima (1:10) foi adicionada a solu¢do contendo o DNA marcado

e volume final de 500 uL. De forma semelhante aos oligonucleotideos sintéticos, foi
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realizado um procedimento de desnaturagcdo do DNA amplificado por aguecimento a
98 °C durante 5 min e arrefecimento em banho de gelo a partir de 5 min, com mais
20 min a temperatura ambiente. Em seguida, foram colocados 50 uL de produtos de
PCR especificos desnaturados na hibridizacdo homogénea no eletrodo modificado e
a reacdo de hibridizacdo heterogénea ocorreu a temperatura ambiente durante 60
min. Apds a reacdo de hibridizacdo, os sinais analiticos foram registrados e
conforme se pode visualizar na Figura 27, o sinal eletroquimico obtido foi distinto do

ensaio em branco.

Figura 27: Sinal de corrente de uma amostra real diluida a 1:10 de DNA do milho
amplificado a partir do material certificado do evento MON810 10% (p/p), com
primers especificos para o evento transgénico comparado ao sinal obtido com uma

sonda sintética (ssDNA) na concentracdo 2 nmol.L™,
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Fonte: A autora.

Estes resultados indicam que o genoensaio responde e tem capacidade de
detectar o gene enddégeno HMGA do milho a partir de amostras reais e sem
interferéncias dos reagentes utilizados na amplificacdo do DNA, ou seja, ndo é
necessario realizar um processo de purificacdo e podera ser utilizado na andlise
relativa do evento transgénico MON810 ou para quaisquer outros eventos de milho

transgénico.
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CONCLUSOES

Um genoensaio eletroquimico foi desenvolvido utilizando-se NPMs Fe3;O0,@Au
nucleo@revestimento depositadas em eletrodos de Au descartaveis produzidos
manualmente para detec¢do eletroquimica da sonda alvo complementar do gene
endogeno de alta mobilidade HMGA especifico do milho num formato sanduiche.

As sinteses de NPM Fe3;O,@Au (nas proporcdes 1:4 e 1:7) foram realizadas
com sucesso, e apresentaram morfologia esférica, uniforme e bem definida com
cerca de 10 nm de diametro e auséncia de agregados o que associado a sua
biocompatibilidade permitiu que a imobilizacdo do DNA fosse bem orientada,
otimizando a capacidade de reconhecimento na hibridizacdo funcionando como
amplificadores de sinal e contribuindo para a sensibilidade e reprodutibilidade do
genoensaio desenvolvido.

Uma folha de ouro obtida por corrente continua (DC Sputtering) sobre um
filme de poliéster foi utilizada para o preparo dos eletrodos de trabalho preparados
manualmente. Estes eletrodos apresentaram area ativa com valor médio de 0,171
cm? # 0,017 (n=31), reduzindo assim os erros de disperséo obtendo desempenho
analitico superior ao dos eletrodos serigrafados comercialmente disponiveis
descritos na literatura.

Os eletrodos produzidos manualmente se mostraram reprodutiveis para
aplicacdo no método proposto, uma vez que foram usados eletrodos diferentes e
continuou a reproduzir um bom sinal.

O genoensaio pode detectar o gene HMGA em condi¢ces analiticas 6timas,
dentre elas estdo: a utilizagdo de uma camada auto montada (SAM) composta por
MCH e MCHAc (a 0,1 mol.L™* na proporcédo 6:1); concentracdo de Fes;0,@Au (na
proporcdo 1:7) de 0,06 mg/ensaio; nédo utilizacdo de BSA como bloqueante;
hibridizagdo homogénea realizada a 98 °C ; retirada de uma etapa de lavagem com
tampdo Tween® 20 no momento das reacfes entre 0S grupos amina presentes na
extremidade do DNA e os grupos carboxilicos presentes na SAM ativados com
solucdo de EDC/NHS que provavelmente tenha causado perda dos agentes
acoplantes utilizados para aumentar o rendimento da reacdo e a estabilidade da

ligacdo amida formada.
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O emprego do genoensaio proposto possui varias caracteristicas Obvias que
mostrou ser uma boa alternativa para o aumento do desempenho de analise de DNA
de OGM. O coeficiente de correlagdo para a curva de calibracdo foi de 0,9995,
mostrando-se linear no intervalo de 0,0 a 5,0 nmol.L*, com LOD de 0,094 nmol.L™"
e LOQ de 0,313 nmol.L™. A precisdo variou de 0,9 a 1,2 %. O método levou ao
aumento de sensibilidade e ndo necessitou de prévia separacao.

Foi realizada a verificacdo da consisténcia do método, testando-o em
amostras comerciais amplificadas por PCR indicando que o genoensaio responde e
tem capacidade de detectar o gene endégeno HMGA do milho a partir de amostras
reais sem a necessidade de realizar um processo de purificacdo. E para nosso
conhecimento, este € o primeiro trabalho com todas as propriedades descritas que
mostrou bom desempenho analitico, com repetibilidade e reprodutibilidade
notavelmente altas.

A facilidade de manuseio desse genoensaio torna essa uma ferramenta
promissora, simples, portatil, de baixo custo, menos laboriosa e mais sensivel para
aplicagdo no desenvolvimento de novas ferramentas ou plataformas
nanotecnologicas para a deteccao e quantificacdo relativa de milho Geneticamente
Modificado (GM) em alimentos e racdes que poderdao ser realizados em grandes

instalac@es laboratoriais para verificar a conformidade aos regulamentos de GMO.
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RESUMO
“ELETRODO FLEXIVEL DE Au PARA MAGNETOENSAIOS”

A presente invenc¢édo refere-se a confecgdo de um eletrodo flexivel de
ouro (EFAU) montado manualmente, utilizando um substrato recoberto com
ouro a partir da deposi¢cdo de um filme fino de ouro numa folha de poliéster
pelo processo de sputtering, para aplicagdo na produgdo de biosensores
eletrogquimicos e utilizagdo em magnetoensaios com nanoparticulas,
destinados principalmente para analise de moléculas e biomoléculas,
organicas e inorganicas, tais como: enzimas, acidos nucléicos (DNA e RNA),
anticorpos ou antigenos, micro-organismos, células animais e vegetais,

cortes de tecidos, farmacos, neurotransmissores, poluentes quimicos.
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REIVINDICACOES

1. Eletrodo flexivel de ouro (EFAu) caracterizado por ser montado com um
pequeno pedaco de folha de acetato, previamente recoberta com ouro pela técnica
de Sputtering, utilizando-se fitas de plastico adesivas e um contato de fita de cobre
ligado ao ouro, que pode ser aplicado a diversas analises eletroquimicas, podendo
ser aplicado no desenvolvimento de sensores e biossensores eletroquimicos em
situacfes em que sejam ou ndo necessarios 0 meio magnético, possuindo baixo
custo, facil montagem e aplicacédo, alta estabilidade eletroquimica, reprodutibilidade
e capacidade de ser reutilizavel de forma facil e segura.

2. Eletrodo flexivel de ouro (EFAu) de acordo com a reivindicacdo 1
caracterizado por apresentar 99,0 a 99,9% de pureza e entre 60 e 200 nm,
preferencialmente de 80 a 110 nandmetros.

3. Eletrodo flexivel de ouro (EFAu) de acordo com a reivindicagdo 1 e 2
caracterizado por apresentar variacdo na area de trabalho nos intervalos de 1 a 10
milimetros de diametro.

4, Eletrodo flexivel de ouro (EFAu) de acordo com a reivindicagdo 1 a 3
caracterizado por apresentar faixa de potencial de trabalho amplo, compreendido
entre -1,5 a 1,5 volts, em eletrélitos suporte como acidos, neutros e basicos.

5. Eletrodo flexivel de ouro (EFAu) de acordo com a reivindicacdo 1 a 4
caracterizado por apresentar facilidade de limpeza eletroquimica em solucdes
acidas, preferencialmente usando &cido sulfurico em concentracdes de 0,05 a 1,0
mol/L.

6. Eletrodo flexivel de ouro (EFAu) de acordo com a reivindicagdo 1 a 5
caracterizado por ser utilizado para ancoragem de moléculas e biomoléculas,
organicas e inorganicas, tais como: enzimas, acidos nucléicos (DNA e RNA),
anticorpos ou antigenos, micro-organismos, células animais e vegetais, cortes de

tecidos, farmacos, neurotransmissores, poluentes quimicos e dentre outros.
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7. Eletrodo flexivel de ouro (EFAu) de acordo com a reivindicagdo 1 a 6
caracterizado por ser de facil adequacao a célula eletroquimica das mais diversas
formas: quadradas, redondas, conicas e etc.

8. Eletrodo flexivel de ouro (EFAu) de acordo com a reivindicagdo 1 a 7
caracterizado por ser de facil adequacdo a ensaios com o eletrodo de trabalho
mergulhado em solucédo posicionado na horizontal ou na vertical utilizando ou néo
nanoparticulas (NP), preferencialmente de Fe3O4, ou NP de Fe3O, revestidas com
ouro (Fe3;O,@Au) do tipo core@shell como nanoplataformas presas ao eletrodo de
trabalho por meio de ima ou folha imantada.

9. Eletrodo flexivel de ouro (EFAu) de acordo com a reivindicacdo 1 a 8
caracterizado por ser de facil adequacédo a ensaios com o eletrodo de trabalho
posicionado na horizontal utilizando um eletrodo misto usado como CI|KCl(sat), com
solucéo saturada de KCI, externa e o contra eletrodo de platina), posicionado a 90 °

e exatamente em cima da area ativa do eletrodo.
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CHAPTER 9

Biosensors as Advanced Device for the
Transgenic Plants and Food and Detection

Juliana B. Sousa*, Joilson Ramos-Jesus**, Rosana Anita S. Fonseca’,

Cristina Delerue-Matos*, Mana Fitima Barroso#, José Ribeiro Santos, Jr.*

*Center of Natural Sciences, Federal University of Piaui, Teresina, Piaul, Brasil; **Federal University
of Piaus, Parnaiba, Piaus, Brazil; Tinstitute of Biological Sciences, University of Pernambuco, Recife,
Pernambuco, Brasil; *REQUIMTE/LAQV School of Engineering of Polytechnic of Porto, Porto, Portugal

1 Introduction

The development of biotechnology has improved agriculture through the introduction of
genetically modified organisms (GMOY), which have charactenistics of agronomic interest.
The International Service Acquisition of Agri-biotech Applications (ISAAA) reported that
18 million farmers cultivated GM crops on over 181.5 million ha across 28 countries in
2014. However, these GM crops are not homogenously disseminated over the world. Latin
American, Asian, and African farmers cultivated 53% of the GM crops. The United States,
Brazil, and Argentina are the leading producers of GM crops cultivating 73.1, 42.2, and 24.3
million ha, respectively. In Africa, South Africa, Burkina Faso, and Sudan planted 2.7, 0.5,
and 0.1 million ha of GM crops, respectively. India and China recorded the highest area of
GM crops in Asia with 11.6 and 3.9 million ha, respectively. In the European Union (EU),
Spain, Portugal, Romania, Slovakia, and the Czech Republic planted 143,016 ha of Bacillus
thuringiensis (Bf) maize; Spain was by far the largest producer. planting 92% of the total Bt
maize hectarage (James, 2014).

Approximately 130 GMOs have been authorized for commercial use as food and/for feed. Of
the total global crop area. 82% is used for soybeans, 68% for cotton, 30% for maize, and 25%
for oilseed rape. These crops or by-products from these crops are also common ingredients of
food and composite feeds for food-producing animals (Bawa and Anilakumar, 2013).

According to the World Health Organization “GMOs are organisms, with the exception of
human beings, in which the genetic material has been altered in a way that does not occur
naturally” (Taghabue, 2016). The cultivation of GMOs presents several advantages, such as
enhanced yield and quality of harvests. The insertion of an exogenous DNA fragment into the
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ABSTRACT

This work addresses a technological advance appled to the dewelopment of an
electrochemical magnetogencassay for the maize tazon specific target detection
(HMGA gene) using gold-coated magnetic nanoparficles as nanosized platfomm.
Superparamagnetic core-shell Fes04@Au nanoparticles (10.4 £ 1.7 nm} were wsed to
assemble the genoassay through the covalent mmobilization of HMGA DMA probes
onto carboxylated self-assembled monolayers at the nanoparticles surface. A sandwich
hybndization format was selected as a way to prewent inefficent hybndizaton
associated with stable secondary DMA target struchwes wsing also a fluorescein
isothiceyanate (FITC) as DMA signaling tag. The labelling of the hybridization reaction
with anti-FITC-peroxidase Fab fragment conjugate permitied the chroncamperometnic
measwement of the peroxidase activity captured at the nanogplatform placed on gold
surface. The electrochemical magnetoyencassay provided a linear range from 0.5-5
nkl with correlation coefficient of 08095, LOD of 0.08 nM and LOQ of 0.31 nM with a
reproduchility <1.2%. Cerified samples containing maize were assessed without
further purification after PCR amplfication. The results highlight the efficiency of the
electrochemical magnetogenoassay for the HMGA detection, showing its potential as
altemative methodology for the verification of the compliance of the legislation.

Keywords: magnetic nancparticles, cored@shell, electrochemical genosensors, GO,
maze, HWMGA gene

bad

116



