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Resumo

Dados os desafios inerentes aos métodos usualmente utilizados no diagndstico da
COVID-19, como a reagdo em cadeia da polimerase com transcri¢ao reversa (RT-
PCR — técnica padrao ouro), a utilizagdo do diagndstico eletroquimico € uma forma
oportuna de superar os inconvenientes relacionados ao longo tempo de resposta, a
necessidade de profissionais qualificados e equipamentos caros. Sensores
eletroquimicos baseados em Polimero Molecularmente Impresso (MIP) apresentam
beneficios como simplicidade operacional, detecgcdo no local, economia, menor
quantidade de amostra, tempos de resposta mais rapidos e seletividade pronunciada.
Portanto, neste trabalho foi desenvolvido uma nova abordagem para projetar um
sensor eletroquimico altamente sensivel e seletivo para a detecgcao da proteina spike
SARS-CoV-2 (proteina S) em saliva. O sensor foi fabricado com base em polipirrol
(PPy) eletropolimerizado com impressdao molecular (MIP/PPy) em um eletrodo
impresso de carbono (SPCE). Os parametros associados a sintese eletroquimica,
como numero de ciclos e as concentragdes de monémero (Py) e molde (proteina S),
foram otimizados para obter a melhor resposta eletroanalitica para proteina S. Como
controle, polimeros ndo-impressos (NIP/PPy) foram sintetizados da mesma forma, na
auséncia da molécula molde. Todas as etapas de otimizagdo foram monitoradas por
voltametria ciclica (CV) e espectrometria de impedancia eletroquimica (EIS) usando
[Fe(CN)e]>*#~ como sonda redox. A morfologia dos sensores MIP/PPy e NIP/PPy foi
avaliada por MEV e AFM. Inicialmente, a superficie do SPCE foi ativada com 0,1 mol
L~" H2SO4 utilizando 15 ciclos voltamétricos para aumentar a condutividade e remover
possiveis contaminantes. Como esperado, a ativacéo foi confirmada pela redugao na
resisténcia a transferéncia eletronica e pelo aumento no sinal da CV. Apds a ativagao,
as melhores condicdes obtidas apos a otimizacdo da eletrossintese foram definidas
como: pirrol a 0,3 mol L™, proteina S a 40 uyg mL™" e 4 ciclos. A seletividade do
MIP/PPy em comparagao ao NIP/PPy foi avaliada pela religagdo da proteina S (pH
7,3) na concentragdo de 10 ng mL™~" por ~40 min, seguido do monitoramento da sonda
redox. Uma diminuicdo substancial na corrente de pico anddica da sonda foi
observada ao usar o MIP/PPy. A detectabilidade do sensor foi ainda melhorada pela
pré-concentracao de proteina S controlada eletroquimicamente a 0,6 V durante 1,0
min no processo de religagao, enquanto a seletividade do sensor foi mantida. Sob esta
condigao, foi observada uma melhoria notavel na detectabilidade exibindo um limite
de detecgéo baixo de 6,8 fg mL™! e uma curva analitica na faixa de 25,0-125,0 fg mL™"
(R?2=0,996). A repetibilidade avaliada em 10 sensores foi satisfatoria com um desvio
padrao relativo (RSD) de 2,8. Apds a preparagao do sensor, ele pode ser armazenado
por até 14 dias sob refrigeragao (4°C), mantendo uma eficiéncia na resposta de 85%.
O MIP/PPy exibiu seletividade em relagdo a proteina S em comparagdo com
antitripsina, albumina sérica humana (HAS), transferrina, HIgG e lisozima. Por fim, o
sensor foi aplicado para detectar o virus SARS-CoV-2 por meio da proteina S em trés
amostras de saliva de pacientes infectados e validadas por RT-PCR. Além disso, a
recuperacao obtida, de 91 a 103%, em amostras negativas com proteina S atestou a
analise livre de interferéncia.



Palavras-chave: COVID-19, glicoproteina spike, pandemia, coronavirus, sensor MIP.



FERREIRA, Milena do Prado. Development of a biomimetic polypyrrole sensor
based on chemical imprinting technology and electrochemically controlled pre-
concentration aimed at determining SARS-CoV-2 in a saliva sample. 2024. 140 p.
Thesis of PhD in Chemistry — Center of Exact Sciences, State University of Londria,
2024.

Abstract

Given the inherent challenges of conventional methods for COVID-19 diagnosis, such
as reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR, the gold standard
technique), the use of electrochemical diagnostics offers a timely alternative to
overcome limitations related to long response times, the need for highly skilled
professionals, and expensive equipment. Electrochemical sensors based on
Molecularly Imprinted Polymer (MIP) provide benefits such as operational simplicity,
on-site detection, cost-effectiveness, reduced sample volume, faster response times,
and pronounced selectivity. In this study, a novel approach was developed to design a
highly sensitive and selective electrochemical sensor for the detection of the SARS-
CoV-2 spike protein (S protein) in saliva. The sensor was fabricated using
electropolymerized molecularly imprinted polypyrrole (MIP/PPy) on a screen-printed
carbon electrode (SPCE). Parameters associated with the electrochemical synthesis,
such as the number of cycles and the concentrations of monomer (Py) and template
(S protein), were optimized to achieve the best electroanalytical response for the S
protein. As a control, non-imprinted polymers (NIP/PPy) were synthesized similarly, in
the absence of the template molecule. All optimization steps were monitored by cyclic
voltammetry (CV) and electrochemical impedance spectroscopy (EIS) using
[Fe(CN)s]* /4~ as the redox probe. The morphology of the MIP/PPy and NIP/PPy
sensors was assessed using scanning electron microscopy (SEM) and atomic force
microscopy (AFM). Initially, the SPCE surface was activated with 0.1 mol L™ H,SO,
using 15 voltammetric cycles to enhance conductivity and remove potential
contaminants. As expected, activation was confirmed by a reduction in charge transfer
resistance and an increase in CV signal. After activation, the optimal conditions for
electrosynthesis were determined as follows: pyrrole at 0.3 mol L™, S protein at 40 ug
mL™", and 4 cycles. The selectivity of MIP/PPy compared to NIP/PPy was evaluated
through the rebinding of S protein (pH 7.3) at a concentration of 10 ng mL™" for ~40
minutes, followed by monitoring the redox probe. A substantial decrease in the anodic
peak current of the probe was observed with the use of MIP/PPy. The sensor's
detectability was further enhanced by electrochemically controlled preconcentration of
S protein at 0.6 V for 1.0 minute during the rebinding process, while maintaining sensor
selectivity. Under these conditions, a remarkable improvement in detectability was
observed, with a low limit of detection (LOD) of 6.8 fg mL™ and an analytical curve in
the range of 25.0-125.0 fg mL™ (R? = 0.996). The repeatability evaluated on 10
sensors was satisfactory, with a relative standard deviation (RSD) of 2.8%. After
preparation, the sensor could be stored for up to 14 days under refrigeration (4°C),
maintaining 85% of its response efficiency. The MIP/PPy exhibited selectivity toward
the S protein compared to antitrypsin, human serum albumin (HSA), transferrin, HIgG,
and lysozyme. Finally, the sensor was applied to detect the SARS-CoV-2 virus via the
S protein in three saliva samples from infected patients validated by RT-PCR.
Furthermore, the recovery obtained, from 91 to 103%, in samples negative with protein
S attested to the interference-free analysis.

Key words: COVID-19, spike glycoprotein, pandemic, coronavirus, MIP sensor.



LISTA DE ILUSTRAGCOES

Figura 1 — Estrutura tipica da particula viral SARS-CoV-2. ........cccceiiiiiiiiii, 23
Figura 2 — Arquitetura de dominio de cada monémero e modelos de simulacdo da
proteina S do SARSCoV-2 (A e B), juntamente com as subunidades S1 (C) e S2 (D)
E SARS-COV-2. .. ittt e et e e e e e e e e e et e e e e e nntae e e e e anneeeaeann 24
Figura 3 — Evolugéo clinica da COVID-19 e os testes utilizados por periodo de
] =T o o= Lo J0 PSS 27
Figura 4 — Numero de trabalhos publicados por ano sobre sensores eletroquimicos
para diagnostico de doengas entre 2013 € 2024............eoiiiieiiiieeiiiiee e 28
Figura 5 — Representacédo geral dos principais componentes de um imunossensor
eletroquimico. O esquema descreve um imunossensor genérico baseado na detecgéo
indireta (A) € direta (B). ... ..uuueeii e 30
Figura 6 — Representagao geral dos principais componentes e principio de detecgao
de biossensores eletroquimicos de acidos nucleicos classicos (A) e label-free (B)..31
Figura 7 — Representacdo esquematica do processo de diferentes métodos de
deposigao para integragdo de MIPs em aplicagdes de sensores.........cccccvvveceeeennnn.. 34
Figura 8 — Representacdo esquematica do processo da sintese do sensor MIP
fabricado por Hashemi e colaboradores, por meio da sintese em bulk, para deteccao
dO ViIrUS SARS-COV-2. ... 36
Figura 9 — Esquema representativo do processo de impressao molecular por bulk e
POr eletroPOlIMErIZAGAD. .......i i e e 38
Figura 10 — Representagdo esquematica da sintese do sensor MIP/P-Arg baseado
em L-arginina eletropolimerizada para detecgéo da proteina N, proposto por Zhang e

(o0] P= 1 0]0] r=To [o] (=1 FURR T TR TR TR 39



Figura 11 — Representacédo esquematica da sintese do ncovS1-MIP para detecg¢ao
da proteina S desenvolvido por Ayankojo e colaboradores (A). Esquema mostrando a
interacdo covalente dos grupos carboidratos (esferas vermelhas) da proteina S
glicosilado com o grupo acido borénico do acido 3-aminofenilborbnico (B). ............. 40
Figura 12 — Representacédo esquematica da sintese do MIP em agulha de acupuntura
para detecg¢ao da proteina S proposta por Yang e colaboradores. .............ccoouvunnne.. 41
Figura 13 — Representacdo esquematica da sintese do sensor MIP baseado em 3-
APBA eletropolimerizado para deteccao da proteina S, proposto por Yin e
COIADOTAUOIES. ... 42
Figura 14 — Representacédo esquematica da sintese eletroquimica do polipirrol.....46
Figura 15 — Estruturas de PPy neutro (A) e oxidado, nas formas pélaron (B) e
bipblaron (C). +: carga; «: elétron desemparelhado. ...............cccoeevviiiiiieiiiniieeein. 47
Figura 16 — Imagem ilustrativa de um eletrodo impresso de carbono. ................ 54
Figura 17 — Esquema ilustrativo do processo de fabricagdo dos sensores MIP/PPy e
N PR 57
Figura 18 — Voltamogramas ciclicos (A) e diagramas de Nyquist (B) para os eletrodos
impressos de carbono, ndo ativado e ativados com KCI 0,1 mol L™' e H2S04 0,1 € 0,5
mol L~" em sonda redox. Condi¢cdes de medidas: ferricianeto de potassio 5,0 mmol L™’
e KCI 1,0 mol L™' como eletrdlito suporte, velocidade de varredura na CV de 50 mV
s~ e intervalo de frequéncia na EIS de 100 kHz @ 0.01 HzZ........cccvvvviiiiiieeeieiiene 62
Figura 19 — Voltamogramas ciclicos obtidos durante a eletropolimerizagdo dos
sensores MIP/PPy em diferentes concentracées do pirrol. Condigbes de sintese: KCI
0,01 mol L™", PBS 50 mmol L™" (pH 7,3), proteina S 40 uyg mL™" e 4 ciclos na
eletropolimerizacdo. Faixa de potencial aplicada entre -0,2 a 1,2 V, velocidade de

Varredura de 100 MV STl oottt 66



Figura 20 — Valores de delta de corrente em fungao da concentragao de pirrol
usada na eletropolimerizacdo dos sensores MIP/PPy e NIP/PPy (n = 3). Condigdes:
proteina S 40 yg mL~", KCI 0,01 mol L™', PBS 50 mmol L™ (pH 7,3) e 4 ciclos na
eletropolimerizacgao; religagdo com 100 ng mL™" de proteina S; medias em sonda
redox [Fe(CN)e]>7 5,0 mmol L™"em KCI 1,0 mol L™ ..o 68
Figura 21 — Voltamogramas de pulso diferencial para sonda redox [Fe(CN)e]>74"
antes e apos religagdo de 100 ng mL™' de proteina S em sensores MIP/PPy
fabricados com diferentes concentragdes de Py. Condi¢des: sonda redox
[Fe(CN)el>*= 5 mmol L™ em KCI 1 mol L™ ..o 69
Figura 22 — Valores de delta de corrente em fungdo da concentragao de proteina
S na etapa de religacao para os sensores MIP/PPy e NIP/PPy (n = 3). Condigdes:
Py 0,3 mol L™, proteina S 40 yg mL™", KCI 0,01 mol L™', PBS 50 mmol L' (pH 7,3)
e 4 ciclos na eletropolimerizagéo; medidas em sonda redox [Fe(CN)s]*4~ 5,0 mmol
L @M K C 1,0 MOl L ettt 70
Figura 23 — Valores de delta de corrente em fungdo da concentragao de proteina
S usada na eletropolimerizagao do sensor MIP/PPy (n = 3). Condi¢bes: Py 0,3 mol
L™', KCI 0,01 mol L™" e PBS 50 mmol L' (pH 7,3), 4 ciclos de eletropolimerizagao;
religagédo realizada com 10 ng mL™" proteina S; sonda redox [Fe(CN)s]*~4~ 5,0 mmol
L @M K C 1,0 MOl LT et 71
Figura 24 - Valores de delta de corrente em fungédo do numero de ciclos
empregado na eletropolimerizagao do sensor MIP/PPy (n = 3). Condigdes: Py 0,3
mol L', proteina S 40 yg mL~", KCI 0,01 mol L™" e PBS 50 mmol L' (pH 7,3) na
eletropolimerizagao; religagdo com 10 ng mL™" proteina S, medidas em sonda redox

[Fe(CN)6l>~ 5,0 mmol L™ em KCI 1,0 Mol L™ ... 73



Figura 25 — Voltamogramas de pulso diferencial para sonda redox [Fe(CN)e]>74"
referente ao estudo da quantidade de ciclos na eletropolimerizagdo para obtencao
do sensor MIP/PPy em resposta a religagdo de 10 ng mL~" proteina S (n = 3).
Condigbes: Py 0,3 mol L™, proteina S 40 ug mL~*, KCI 0,01 mol L~" e PBS 50 mmol
L=" (pH 7,3) na eletropolimerizagéo; medidas em sonda redox [Fe(CN)s]*#~ 5,0 mmol
L7 em KCI 1,0 MOL LT et 73
Figura 26 — Valores de delta de corrente obtidos no estudo do efeito do tempo de
remocao da proteina S usando HAc 10% e SDS 0,2% para os sensores MIP/PPy e
NIP/PPy (n = 3). Condigdes: Py 0,3 mol L™, proteina S 40 ug mL~", KCI 0,01 mol L™,
PBS 50 mmol L™ (pH 7,3) e 4 ciclos na eletropolimerizagéo; religagdo com 10 ng mL™"

de proteina S; medidas em sonda redox [Fe(CN)s]*4~ 5,0 mmol L™" em KCI 1,0 mol

Figura 27 - Valores de corrente obtidos para proteina S no estudo de
reusabilidade do sensor MIP/PPy (n = 3). Condi¢bes: tempo de remogao de 2 h,
religagdo com 10 ng mL-" de proteina S, medidas em ferricianeto de potassio 5,0
MMOL L1 @M KCI 1,0 MOl L et 77
Figura 28 — Voltamogramas ciclicos, voltamogramas de pulso diferencial e diagramas
de Nyquist para sonda redox [Fe(CN)e]>7*~ referente as etapas de fabricagdo dos
sensores MIP/PPy (A, C e D) e NIP/PPy (B, D e F). Condicbes: eletropolimerizagao
realizada com Py 0,3 mol L™, proteina S 40 yg mL™", 4 ciclos; religagdo com 10 ng

mL~" de proteina S; medidas em sonda redox [Fe(CN)s]**~ 5,0 mmol L~" em KCI 1,0

Figura 29 — Imagens de microscopia eletrénica de varredura dos eletrodos SPCE
sem modificagao, MIP /PPy e NIP/PPy apéds a eletropolimerizagéo e, apds a remogéao

para o MIP/PPy e NIP/PPy. Ampliagbes de 6.000 vezes e 30.000 vezes................. 84



Figura 30 — Imagens de microscopia de forga atdmica dos eletrodos SPCE sem
modificagdo, MIP/PPy e NIP/PPy apds a eletropolimerizagao e, MIP/PPy e NIP/PPy
=0 Jo L= T (=] .4 [0T o= Lo J PSRRI 85
Figura 31 — Fotografias da gota de agua estatica sobre superficie dos eletrodos e
seus respectivos valores dos angulos de contato obtidos apdés cada etapa de
fabricagdo dos sensores MIP/PPy € NIP/PPY. ......cccoooiiiiiiiiiiiiee e, 90
Figura 32 — A) Valores de delta de corrente em funcao da concentragao do tampao
usado na pré-concentracao da proteina S no sensor MIP/PPy. Condigbes: +0,5 V por
1 minuto (n = 3). B) Voltamogramas de pulso diferencial para sonda redox
[Fe(CN)e]>4~ apds religagdo com tampéao e da proteina S. Religagdo com PBS 0,5
mmol L™"e de 100 fg mL~'de proteina S em PBS 0,5 mmol L™'(n=3).......ccvvenn... 92
Figura 33 — Valores de delta de corrente em funcdo do tempo de acumulacao (A)
e do potencial aplicado (B) na pré-concentragdo de 100 fg mL™" de proteina S no
sensor MIP/PPy (n = 4). Condigdes: sonda redox [Fe(CN)s]*’4~ 5,0 mmol L' em KCI
1,0 MOl L e 94
Figura 34 — Voltamogramas de pulso diferencial para sonda redox [Fe(CN)e]**~ em
KCI 1 mol L™" apds a pré-concentragdo de 100 fg mL~" de proteina S para o MIP/PPy
€ O NIP/IPPY .. 95
Figura 35 — Voltamogramas de pulso diferencial (A) apds religagao de diferentes
concentragbes de proteina S (25, 30, 40, 50, 65, 80, 90, 100, 115, 125 fg mL™").
Curva analitica (B) para proteina S utilizando o sensor MIP/PPy (n = 3). Condi¢des:
sonda redox [Fe(CN)s]*7#~ 5 mmol L™! em eletrolito suporte KCI 1 mol L™".............. 97
Figura 36 — Isoterma de ligagao do sensor MIP/PPy em diferentes concentragbes

de proteina S SARS-CoV-2 (0,32; 0,39; 0,52; 0,64; 0,84; 1,03; 1,16; 1,29; 1,48; 1,61



fmol L~"). Condigbes: sonda redox [Fe(CN)s]*4~ 5 mmol L~! em eletrolito suporte KClI

Figura 37 — Valores de delta de corrente obtidos para diferentes proteinas em
comparagao a proteina S no estudo de seletividade do sensor MIP/PPy (n = 3).

Condigoes: sonda redox [Fe(CN)e]>4~ 5 mmol L~" em eletrdlito suporte KCI 1 mol L.

Figura 38 — Voltamogramas ciclicos e valores de delta de corrente de 10 sensores
MIP/PPy apos a religagdo de 100 fg mL™" de proteina S. Condi¢des: sonda redox
[Fe(CN)e]>*~ 5 mmol L™! em eletrolito suporte KCI 1 mol L™, ...........cccoiiiieinan. 105
Figura 39 — Valores das porcentagens obtidas no estudo de estabilidade do sensor
MIP/PPy (n = 3) por 14 dias. Condigbes: religagdo com 100 fg mL-! de proteina S;
medidas em sonda redox [Fe(CN)s]**~ 5 mmol L™' em eletrdlito suporte KCI 1 mol
LT ettt eh e ea et e et e ae et e eate e ae e beebe e be e beebeeereenreennes 106
Figura 40 — Voltamogramas de pulso diferencial para sonda redox [Fe(CN)s]>7+~ 5
mmol L™" em solugdo KCI 1 mol L™ para o sensor MIP/PPy apds incubagio de saliva
diluida em 0,5 mmol L' PBS (n = 3). Diluigdes de A) 50 vezes, B) 100 vezes, C) 150

VEZES € D) 200 VEZES. ....ccoiiiiiiiieiieeeeeeee ettt 107



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Parametros voltamétricos e de impedancia eletroquimica para os SPCEs
ndo ativado e ativados com KCI 0,1 mol L' e H2S04 0,1 e 0,5 mol L™'. Condigbes de
medidas: ferricianeto de potassio 5,0 mmol L' em KCI 1,0 mol L™, ......cc.coovvrennnen. 63
Tabela 2 — Valores de resisténcias (R), capacitancia (Q), resisténcia a difusdo (W) e
valor estatistico X? para cada etapa de fabricagdo dos sensores MIP/PPy e NIP/PPy.

Condigdes: sonda redox [Fe(CN)s]*~4~ 5 mmol L~" em eletrolito suporte KCI 1 mol L.

Tabela 3 — Resumo dos dados obtidos na analise de AFM para SPCE, MIP/PPy e
NIP/PPy antes e apos a remogao da molécula molde. ...........ccoeevviiiiiiiiieieeciiiiinn. 88
Tabela 4 — Comparagao do sensor MIP/PPy com outros sensores e biossensores
eletroquimicos para deteccao da proteina S do SARS-CoV-2........ccoevvieiiviiiiinnnn, 102
Tabela 5 — Porcentagem de recuperagdo de proteina S em saliva de pacientes
saudaveis em ensaios de adicdo e recuperagdo, em detecgao voltamétrica
empregando 0 Sensor MIP/PPY (N = 2). oo 108
Tabela 6 — Concentracéo de proteina S encontrada em saliva de pacientes infectados

com COVID-19 empregando o sensor MIP/PPy (N =2). ... 109



ACE2

AFM
AuNP
CcVv
DPV
EIS

ELISA
HAc
HIgG
HSA
IUPAC

LAMP

LD
LFT
LQ
MEV
MIP
NIP
PBS
Proteina S
PPy
Py
RBD
rGO
RMS
RNA
RSD

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Angiotensin-converting enzyme type 2 — Enzima conversora de
angiotensina tipo 2

Atomic Force Microscopy — Microscopia de forgca atdmica

Nanoparticula de prata

Cyclic voltammetry — Voltametria ciclica

Differential pulse voltammetry — Voltametria de pulso diferencial
Electrochemical Impedance Spectroscopy — Espectroscopia de
impedancia eletroquimica

Enzyme Linked ImmunonoSorbent Assay

Acido acético

Human immunoglobulin G — Imunoglobina G humana

Human serum albumin — Albumina sérica humana

International Union of Pure and Applied Chemistry — Unido Internacional
de Quimica Pura e Aplicada

Loop-mediated isothermal amplification — Amplificacdo isotérmica
mediada por loop

Limite de deteccéao

Lateral flow test — Teste de fluxo lateral

Limite de quantificacao

Microscopia eletrénica de varredura

Molecularly Imprinted Polymer — Polimero impresso molecularmente
Non-Imprinted Polymer — Polimero ndo-impresso molecularmente
Phosphate buffered saline — Tampao fosfato salino

Proteina spike SARS-COV-2

Polipirrol

Pirrol

Receptor-Binding Domain — Dominio de ligagédo ao receptor

Oxido de grafeno reduzido

Root-mean-square roughness — Rugosidade quadratica media
Ribonucleic acid — Acido ribonucléico

Relative standard deviation — Desvio padrao relativo



RT-PCR

SDS
SPC
SPCE
SPR

Reverse transcription polymerase chain reaction — Reagao em cadeia
da polimerase com transcri¢gao reversa

Sodium dodecyl sulfate — Dodecil sulfato de sodio

Screen-printed electrode — Eletrodo impresso

Screen-printed carbon electrode — Eletrodo impresso de carbono

Surface plasmon resonance — Ressonancia plasmdnica de superficie



2.1
211
2.2
2.3

24

2.5

2.6

3.1
3.2

4.1
4.2
4.3
4.3.1
43.2
4.4
4.5
4.6
4.7
4.8

SUMARIO

INTRODU(_;AO ......................................................................................... 19
REVISAO BIBLIOGRAFICA .......ooieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeesesesssesssnssssnssssnesssnsesas 22
PANDEMIA COV I D10 e 22
S A R S - OV - e, 23
METODOS USUALMENTE EMPREGADOS NO DIAGNOSTICO DE COVID-19L........ 26

METODOS ELETROQUIMICOS BASEADOS EM BIORRECEPTORES PARA O
DIAGNOSTICO DE COVID-19....uei e 28
POLIMEROS DE IMPRESSAO MOLECULAR COMO PLATAFORMA DE DETECGAO
ELETROQUIMICA PARA COVID-19 ..., 33
MONOMEROS ELETROATIVOS EMPREGADOS NA SINTESE DE MIPS - POLIPIRROL

ESTRATEGIAS USADAS PARA INCREMENTO DA DETECTABILIDADE DE SENSORES49

OBUETIVOS ...t iirreess s rrses s e s sas e e s sns s s e s s an s s e e nnn s s e e nnnssssennnnsen 52
OBUETIVO GERAL ... .ciieiiittttee et e e e ettt s e e e e e e e e et e e e e e e e e e e eaaaaaaeeeeeeeeennnnes 52
OBUETIVOS ESPECIFICOS ...ueeeetieeeeeeiee e e e eetee e e e e etee e e e eeae e e e eeaaneeeeenaneeeeeranns 52
MATERIAIS E METODOS ..o saesae e sse e sss e s s ssessesssssessssssssesns 53
REAGENTES E SOLUGOES ... .cciiitiieeeietiieeeeeeeie e e et e e e e et e e e eeaaa e e e eeeaaeeeeenaans 53
INSTRUMENTAGAO .. .ceuiiiiti et e et et e e et e e e e e et e e et e e e e e e ea e eeaaens 53
PREPARACAO DO SENSOR ELETROQUIMICO ...uuviiiiiieeeeeeieeeeee e e e e eeenans 55
Ativagao dO eletrodo........ooooiiiiiiiie e 55
Construgao do sensor MIP/PPY........ooovviiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 55
ENSAIOS DE RELIGAGAO DA PROTEINA S...vvviiiieiieeeeeeeeeiee e 58
PERFORMANCE ANALITICA DO SENSOR MIP/PPY ......oovviiiiieiiiiiiiieeeeee 58
ENSAIOS DE SELETIVIDADE, ESTABILIDADE E REUSABILIDADE ........cccevveneeeennn. 59
PREPARACAO E COLETA DAS AMOSTRAS CLINICAS ......uiiiiiieiiiieeeieeeeee e, 59

ANALISE DAS AMOSTRAS CLINICAS ... eieitiiieeeeitiieeeeeeie e e e et e e e e eea e e e eeenneeaeees 60



5.1
5.1.1
5.1.2
51.3
5.14
5.1.5
5.1.6
5.2
5.3
5.4
5.5
5.6
5.7

5.8
5.9

RESULTADOS E DISCUSSAOD ......ccocerirererereneresenessesesessesessssesssssssssenes 61

PREPARACAO E OTIMIZAGAO DO SENSOR MIP/PPY ......covveiiiiiiieieieee, 61
Ativacao do eletrodO........coovueiii e 61
Efeito da concentragao do pirrol na eletropolimerizagao........................... 64
Efeito da concentracdo da proteina S na religagao...........ccevveveveincnneennn. 70
Efeito da concentracdo da proteina S na eletropolimerizacgéo ................. 71
Efeito do numero de ciclos na eletropolimerizagao .............cccccvvvveceeeen.. 72
Otimizacao do tempo de remocgao da molécula molde............................. 74
AVALIACAO DA REUSABILIDADE DO SENSOR MIP/PPY ....coovviiiiiiieieeeeeae 76
CARACTERIZAGAO ELETROQUIMICA . .....ceiiieeiiiiiiireiee e e e e e e et e e e 77
CARACTERIZAGAO MORFOLOGICA......eeiiieeeeeeiiiiiiieeeeeaeeeesssnsseeeeeeaeessannnnnsees 83
CARACTERIZAGAO TOPOGRAFICA .....eviiiiieeeeiieiiiiieiee e e e e e e sesaeeeee e e e e e e e ennnnees 85
ANGULO DE CONTATO ..uueieiitieeeeetteeaeettaeaeeesaaaeaeeesnaaeaeeasnnaeaeeasnnaaeeesnnnaaaaees 89

OTIMIZACAO DA PRE-CONCENTRAGCAO CONTROLADA ELETROQUIMICAMENTE DA

PROTEINA S NO SENSOR MIP/PPY ..o, 91
DESEMPENHO ANALITICOS DO SENSOR MIP/PPY ......ooiiiiiieieeeeeeeeeeeeee, 96
APLICACAO DO SENSOR EM AMOSTRAS DE SALIVA .. couviiiiiieeieeeeeeeeeeeea 106
CONCLUSOES ......cociiciieieeeeeseesseesssssssesssesssesssesssesasesesssesssssssensesssssnnen 111

REFERENCIAS.......c.ceceirerteecreresssesesesessssesesssassssssssssssssessssassssssssnans 112



19

1. INTRODUGAO

Recentemente, o mundo enfrentou uma das mais severas pandemias,
desencadeada pela infeccdo do novo coronavirus SARS-CoV-2 (Sindrome
Respiratoria Aguda Grave Coronavirus 2), resultando na doenga conhecida como
COVID-19. A declaragao oficial de pandemia pela Organizagdo Mundial da Saude
(OMS) foi emitida em margo de 2020, e desde entdo, um elevado numero de casos e
Obitos tem sido registrado (OPAS, 2020). A estrutura do virus €& composta
principalmente por uma unica fita de acido ribonucléico (RNA, do inglés ribonucleic
acid) e quatro proteinas distintas, a saber: proteina spike (S), proteina do
nucleocapsideo (N), proteina do envelope (E) e proteina da membrana (M) (Bar-on et
al., 2020). Dentre essas proteinas estruturais, as proteinas S e N destacam-se como
0s principais imunégenos, sendo a proteina S responsavel pela ligagdo do virus a
célula hospedeira através da ACE2 (Mousavizadeh; Ghasemi, 2021; Pizzato et al.,
2022).

A reagao em cadeia da polimerase com transcricdo reversa (RT-PCR, do
inglés reverse transcription polymerase chain reaction) € a principal técnica para o
diagnostico de COVID-19 (padrdo ouro). Baseia-se na identificagdo do RNA viral
através da transcrigcao reversa e amplificagao do acido nucleico (El Sharif et al., 2022;
Han et al., 2021; Mehmandoust et al., 2022). Entretanto, apresenta algumas
limitagdes, tais como: longo tempo de resposta, necessidade de técnicos qualificados
e equipamentos caros, 0 que inviabiliza para fins de triagem quando se espera um
diagndstico rapido e de baixo custo (Ayankojo et al., 2022; Ying et al., 2020).

Nesse contexto, testes moleculares como Teste de fluxo lateral (LFT, do inglés
lateral flow test) e Amplificacédo isotérmica mediada por loop (LAMP, do inglés loop-
mediated isothermal amplification) podem ser ferramentas alternativas no controle e
diagnostico da COVID-19, mas ainda necessitam de algumas horas e pessoal
qualificado para a analise (Ayankojo et al., 2022; Jiang et al., 2020). Tem-se também
os testes soroldgicos, que se baseiam na resposta imunolégica do paciente. As
imunoglobulinas das classes M, A e G, ou seja, os anticorpos IgM, IgA e IgG,
respectivamente, sdo produzidos apds a infecgdo pelo virus e apresentam niveis

detectaveis apds o quinto dia apds o inicio dos sintomas. Dessa forma, esses testes
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nao sdo os mais recomendados para o diagndéstico precoce da doenga (Carter et al.,
2020; Ying et al., 2020).

E possivel perceber que tanto os testes moleculares quanto os testes
sorologicos empregados no diagnéstico de COVID-19 apresentam limitagdes.
Portanto, uma outra alternativa promissora € a aplicagdo de métodos eletroquimicos.
Sensores eletroquimicos tem chamado a atencéo nas aplicagcbes médicas, devido a
sua operacao simples, alta capacidade de deteccdo, tempos de resposta rapidos,
possibilidade de trabalhar com pequenas quantidades de amostras, como de
miniaturizagcdo e por proporcionar sensibilidade e seletividade comparaveis aos
sistemas bioldgicos (Kaushik, et al., 2020; Mahshid; Flynn; Mahshid, 2021).

Para o diagnostico de COVID-19 através de transducdo eletroquimica,
diferentes sensores foram desenvolvidos, como: imunossensores (Fabiani et al., 2021;
Mehmandoust et al., 2022; Mojsoska et al., 2021; Nascimento et al., 2022; Rahmati et
al., 2021), genossensores (Cajigas et al., 2022; Zhao, HUl et al., 2021) e aptasensores
(Abrego-Martinez et al., 2022; Sari et al., 2022; Tabrizi; Acedo, 2022). Todos esses
sensores mencionados fazem parte da classe denominada de biossensores, pois
utilizam elementos de reconhecimento biolégicos, como anticorpos/antigeno,
DNA/RNA e aptameros. Embora os biossensores possuam as vantagens inerentes as
plataformas eletroquimicas, os mesmos carregam as limitagcbes associadas a
utilizagao de biorreceptores, que necessitam de laboratérios com nivel de seguranca
adequados, apresentam alto custo e baixa estabilidade.

Assim, o desenvolvimento de sensores eletroquimicos baseados na
tecnologia de impressao quimica, sdo promissores no diagnostico de COVID-19. Pois,
em contraste com os sistemas de detecgao bioldgica, oferecem vantagens como
maior estabilidade, simplicidade e viabilidade para experimentos em laboratérios com
classificagdo de biosseguranga mais baixa. Essa ultima vantagem é alcangada ao
empregar biomoléculas inativadas na impresséo quimica, como o virus inativado (El
Sharif et al., 2022; Hussein et al., 2021) ou proteinas responsaveis pela ligagdo ao
receptor (Ayankojo et al., 2022; Raziq et al., 2021; Zhang; Sun; Zhang, 2021).

Os Polimeros Impressos Molecularmente (MIPs) pertencem a categoria de
materiais biomiméticos, que imitam o sistema de reconhecimento biolégico baseado
em afinidade, como o sistema antigeno/anticorpo. Em geral, os MIPs sao polimeros
que realizam reconhecimento especifico ao formar cavidades complementares em

tamanho e formato ao analito, resultando em alta sensibilidade e seletividade (Gast;
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Sobek; Mizaikoff, 2019; Yarman; Kurbanoglu, 2022). Os monémeros comumente
usados na eletrossintese de polimeros condutores em sensores MIP sdo: pirrol,
anilina, arginina, etilenodiamina, acido 3-aminofenilborénico, fenol e derivados, tiofeno
e derivados (Erdossy et al., 2016). Dentre esses, o pirrol é relatado na literatura como
uma excelente alternativa para impressao de biomoléculas, devido as suas
propriedades intrinsecas como boa condutividade, possibilidade de utiliza-lo em uma
ampla faixa de pH, principalmente em meio neutro, assim como, de prepara-lo em
meio aquoso (Ozkorucuklu; Sahin; Alsancak, 2008; Ramanavigius, A.;
Ramanaviciene; Malinauskas, 2006).

Até o momento, foram relatados o desenvolvimento de alguns sensores
eletroquimicos utilizando MIP para a detec¢do de SARS-CoV-2 (Amouzadeh Tabrizi
et al., 2022; Ayankojo et al., 2022; Raziq et al., 2021; Yang et al., 2023; Zhang; Sun;
Zhang, 2021; El Sharif et al., 2022; Hashemi et al., 2021; Hussein et al., 2021). A
impressao quimica tem sido comumente realizada utilizando os principais fragmentos
presentes no virus, como a proteina S, a proteina N e o RBD em polimeros
eletropolimerizados. Ademais, abordagens de impressao molecular de virus inteiros
também foram descritas (Ferreira; Yamada-Ogatta; Tarley, 2023). Os limites de
deteccao alcangados estdo na faixa de fg mL™" a poucos pg mL™", valores suficientes
para a detecgdo de SARS-CoV-2 em amostras clinicas fg mL™' a poucos pg mL™,
(Nascimento et al., 2022; Seo et al., 2020). Em geral, a preparagao dos sensores
relatados é demorada, fazem uso de eletrodos nao descartaveis e, em alguns casos,
a real aplicabilidade do método nao foi investigada, uma vez que, amostras clinicas
nao foram analisadas. Além disso, apresentam diversas etapas de sintese envolvendo
a utilizacdo de nanoparticulas metalicas e nanoestruturas de carbono, como o
grafeno. Neste contexto, observa-se que ainda ha uma demanda crescente pela
obtencao de sensores baseados em tecnologia de impressao quimica, mais simples
e altamente sensiveis, para o diagnéstico da COVID-19.

Portanto, destaca-se o carater inovador desta tese, que consiste em desenvolver
um novo meétodo de detecgdo para proteina S do SARS-CoV-2 em amostra de saliva
utilizando um sensor MIP de polipirrol descartavel, por meio de um processo de sintese
simplificado e rapido, assim como, investigar a utilizagdo de uma etapa de pré-
concentracao controlada eletroquimicamente a fim de conferir alta detectabilidade ao

método proposto.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 PANDEMIA COVID-19

Transcorridos mais de trés anos, a comunidade global ainda testemunha uma
das mais severas pandemias, desencadeada pelo agente patogénico denominado
SARS-CoV-2 (do inglés Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2),
responsavel pela doenga denominada COVID-19. A designagao formal da COVID-19
como pandemia, pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS), foi oficializada em
margco de 2020. Até a presente data, os registros confirmam a incidéncia de
775.251.779 infecgbes e 7.043.660 6bitos em todo o mundo (WHO, 2024). No Brasil,
os dados notificados quanto aos casos confirmados ascendem a 38.806.622,
acompanhados por um numero de 712.205 6bitos, conforme constatado até 28 de
dezembro de 2022 (Ministério da Saude, 2024).

O agente viral demonstra uma elevada taxa de transmissibilidade e levava
inicialmente o paciente a um estado de hospitalizacdo que frequentemente resultava
em Obito. A transmissdo dos coronavirus costuma ocorrer pelo ar ou por contato
pessoal com secregbes contaminadas, como: goticulas de saliva, espirro, tosse,
catarro, contato pessoal proximo, como toque ou aperto de mao, contato com objetos
ou superficies contaminadas, seguido de contato com a boca, nariz ou olhos (Lotfi;
Hamblin; Rezaei, 2020). Sendo assim, a comunidade cientifica e médica global
prontamente se mobilizou com o propdsito de desenvolver vacinas, tratamentos e
testes de diagnéstico.

Atualmente, embora tenha se observado a notdria redugcdo na taxa de
letalidade associada a COVID-19, os casos de infecgao continuam, cuja origem
possivelmente esteja relacionada as novas variantes do SARS-CoV-2. Esses fatos
evidenciam a continua circulagdo do agente patogénico entre os paises e, por
conseguinte, indicam que ainda é de extrema importancia os testes diagndsticos bem

como a vigilancia epidémica.



23

2.1.1 SARS-CoV-2

SARS-CoV-2 é um virus pertencente a familia dos coronavirus, que causa
uma doenga respiratoria aguda grave (COVID-19). SARS-CoV-2 € um coronavirus
com tamanhos que variam de 50 a 200 nm de didametro (Fabiani et al., 2021; Huang
et al., 2020). Os principais componentes que formam sua estrutura sdo uma unica fita
de acido ribonucléico (RNA) e quatro proteinas, a saber: proteina spike (S), proteina
do nucleocapsideo (N), proteina do envelope (E) e proteina da membrana (M) (Figura
1) (Bar-on et al., 2020). Entre as 4 proteinas estruturais do coronavirus, as proteinas
S e N séo os principais imunogenos, sendo a proteina S responsavel pela ligagado do
virus a célula hospedeira, enquanto a proteina N tem como principal funcéo a
replicacao e transcricdo do genoma viral (Mousavizadeh; Ghasemi, 2021; Pizzato et
al., 2022).

Figura 1 — Estrutura tipica da particula viral SARS-CoV-2.
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Fonte: Adaptado de (Pizzato et al., 2022).
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Portanto, a proteina S na superficie do virus € um fator chave envolvido na
infeccdo. E uma glicoproteina trimérica responsavel pela entrada da carga viral e
apresenta um tamanho que varia entre 9 a 15 nm (Abrego-Martinez et al., 2022; Bar-
on et al., 2020; Rahmati et al., 2021; Zhu et al., 2020). Semelhante a outros
coronavirus, a proteina S de SARS-CoV-2 medeia o reconhecimento do receptor,
ligacdo celular e fusdo durante a infeccdo viral (Huang et al., 2020; Mousavizadeh;
Ghasemi, 2021). Possui dois dominios, denominados S1 e S2 (Figura 2). A
subunidade S1 (14-685 residuos) contém o RBD, que € principalmente responsavel
pela ligagcao do virus ao receptor da célula hospedeira por meio da ligagcdo com a
ACE2, o dominio N-terminal (NTD) e duas pequenas subunidades, SD1 e SD2. A
subunidade S2 (686—1273 residuos) esta intimamente relacionada a fuséo do virus e
compde a parte inferior da proteina S (Ayankojo et al., 2022; Huang et al., 2020; Mori
et al., 2021; Pramanick et al., 2021).

Figura 2 — Arquitetura de dominio de cada monémero e modelos de simulagdo da
proteina S do SARSCoV-2 (A e B), juntamente com as subunidades S1 (C) e S2 (D)
de SARS-CoV-2.
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Devido a alta imunogenicidade da proteina S, o desenvolvimento de
diagnosticos baseado no seu reconhecimento como indicador da infecgdo torna-se
promissor. Além disso, a proteina S exibe diversidade de sequéncia de aminoacidos
entre os coronavirus, permitindo a deteccao especifica de SARS-CoV-2 (Ayankojo et
al., 2022; Lee et al., 2021; Nascimento et al., 2022; Seo et al., 2020).

A presenca de SARS-CoV-2 pode ser encontrada em diferentes tipos de
amostras clinicas. Dentre elas, os esfregacos nasofaringeos s&do os métodos de
amostragem mais utilizados. Isto se justifica principalmente pela elevada carga viral
no trato respiratério superior, variando de 10* a 107 cépias por mL (Pan et al., 2020).
No entanto, estudos mostram que os niveis médios de RNA do SARS-CoV-2 foram
similar e mais estaveis em amostras de esfregacos orofaringeos (analogos da saliva)
do que amostras nasais durante toda a infecgéo (Ning et al., 2021). Isso sugere que a
saliva pode representar uma amostra diagnostica mais robusta do que os esfregacgos
nasais, tanto no inicio como no final da infecgao.

Portanto, as amostras de saliva tornam-se atrativas uma vez que apresentam
carga viral suficiente para serem utilizadas no diagnostico de COVID-19. Além disso,
a coleta €& consideravelmente menos desconfortavel comparada ao swab
nasofaringeo, podendo ser coletadas facilmente pelo préprio paciente, reduzindo a
necessidade e até mesmo o risco de exposi¢ao dos profissionais de saude. Bergevin
e colaboradores descobriram que quando amostras nasais e de saliva foram
analisadas em pacientes com sintomas por 10 dias, os resultados foram quase
idénticos (95%) (Bergevin et al., 2021). Ainda, alguns artigos mostraram que ~90%
dos individuos infectados com SARS-CoV-2 carregam virus detectaveis na saliva
(Pasomsub et al., 2021; To et al., 2020; Wang et al., 2020).
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2.2 METODOS USUALMENTE EMPREGADOS NO DIAGNOSTICO DE COVID-19L

A técnica principal no diagnostico da COVID-19, considerada a padrao ouro,
€ a RT-PCR, que apresenta um limite de detecgcédo ~150 cépias por mL e uma taxa de
falso-negativo que pode variar até 37 % (Arnaout et al., 2020; Hong et al., 2020;
Mehmandoust et al., 2022; Seo et al., 2020). E uma técnica molecular que identifica o
RNA viral por meio da transcrigdo reversa e amplificacdo do acido nucléico, ou seja,
uma quantificacdo direta do RNA (ElI Sharif et al., 2022; Han et al., 2021;
Mehmandoust et al., 2022). Contudo, devido ao longo tempo de resposta, técnicos
qualificados e equipamentos caros, a RT-PCR apresenta limitacdes para fins de
triagem quando se espera um diagndstico rapido e de baixo custo (Ayankojo et al.,
2022; Ying et al., 2020).

Nesse contexto, testes moleculares alternativos ja bem estabelecidos para o
diagnostico de doengas infecciosas, LFT e LAMP, podem ser boas ferramentas no
controle e diagnodstico da COVID-19. O LFT é um ensaio imunocromatografico que
utiliza anticorpos imobilizados na regido de teste para detectar o antigeno coletado de
amostras de swabs nasais e orais, fornecendo respostas em um curto espaco de
tempo (15 a 30 minutos) (Ayankojo et al., 2022). O LAMP é uma técnica mais recente
que usa amplificacdo de acido nucleico em uma unica faixa de temperatura (60 a 65
°C), diferente do RT-PCR cuja reagao ocorre em trés temperaturas diferentes (etapas
de desnaturacao, anelamento e amplificagdo). Suas principais vantagens em relagcéao
ao RT-PCR sé&o a simplicidade, a rapidez, o menor custo, a dispensa do uso de
termociclador, essencial para o PCR convencional e, a possibilidade de trabalhar com
amostras de saliva (Jiang et al., 2020; Schellenberg; Ormond; Keynan, 2021).

Outra alternativa para a realizacado do diagnostico de COVID-19 sao os testes
sorologicos, os quais se fundamentam na resposta imunoldgica do paciente. Sendo
assim, esses testes detectam anticorpos formados apds a infecgdo. Esses testes sao
realizados principalmente pelo teste sorolégico imunoenzimatico (ELISA, do inglés
Enzyme Linked ImmunonoSorbent Assay), que apresenta um tempo de analise de 1
a 5 horas e menor custo. No entanto, o uso desses testes pode nao ser a melhor
opgao para o diagndstico inicial da doenga (Carter et al., 2020; Tarassishin, 2021),
pois o nivel detectavel dos anticorpos IgA e IgM é em torno do quinto dia apés o inicio

dos sintomas, seguidos do aumento dos niveis do anticorpo IgG (Lim; Bonanni, 2020;
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Ying et al., 2020; Zhao et al., 2020). Além disso, assim como os testes de PCR, é
necessario pessoal qualificado.

Uma representacdo esquematica da progressao clinica da infeccdo
provocada pelo virus SARS-CoV-2, bem como os periodos mais apropriados para a

aplicagao dos testes diagnosticos € apresentado na Figura 3.

Figura 3 — Evolugéo clinica da COVID-19 e os testes utilizados por periodo de
infecgao.
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le— de — Doenca Convalescéncia —
incubacio

Inicio dos sintomas

= Antigeno
SARS-CoV-2

511 == EspecificoIgA
Estagio

assintomatico == Especifico IgG

Especifico IgM

0 1 2 3 4
l < RT-PCR > (Semanas de infec¢ao)
Deteccao Antigeno
Infecgdo h " Detecgdo Anticorpo

Fonte: (Azkur et al., 2020)(p. 1570).

De maneira geral, € possivel observar que as principais desvantagens dos
métodos comumente utilizados no diagndstico da COVID-19 séo atribuidas ao alto
tempo de resposta, complexidade de analise, necessidade de profissionais
qualificados, bem como ao custo por analise.

Em vista desses desafios inerentes, o uso de diagndsticos eletroquimicos
empregando sensores modificados com componentes biolégicos (imunossensores,
aptassensores, genossensores e enzimaticos) e sensores quimicamente modificados
(MIPs), mostram ser oportunos para superar esses inconvenientes, levando em
consideragdo suas vantagens, como simplicidade operacional, deteccdo, custo-

beneficio, menor quantidade de amostra necessaria (UL a nL), tempos de resposta



28

mais rapidos (varios segundos a minutos) e capacidade de miniaturizagdao. Além
disso, assim como a técnica padrao-ouro, as técnicas eletroquimicas podem oferecer
alta sensibilidade e seletividade e demonstrar seu grande potencial na detec¢ao de

diferentes virus e seus respectivos anticorpos (Mahshid; Flynn; Mahshid, 2021).

2.3 METODOS ELETROQUIMICOS BASEADOS EM BIORRECEPTORES PARA O DIAGNOSTICO DE
COVID-19

O desenvolvimento de plataformas eletroquimicas para o diagnostico de
doencgas vem se tornando cada vez mais comum, como pode ser observado na Figura
4. Nos ultimos 10 anos, um aumento significativo na quantidade de publicagdes
relacionadas a sensores eletroquimicos no diagnéstico de doencas foi observado.
Nota-se um aumento expressivo em 2022, possivelmente, uma boa contribuigdo
desse aumento esta relacionada as pesquisas direcionadas ao desenvolvimento de

sensores para COVID-19.

Figura 4 — Numero de trabalhos publicados por ano sobre sensores eletroquimicos
para diagnostico de doengas entre 2013 e 2024.
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Fonte: Google Scholar. TOPICO: “electrochemical sensor” and “diagnosis”. Acesso em: 20 de
novembro de 2024.



29

Um sensor eletroquimico consiste em um dispositivo que fornece informacgdes
analiticas sobre uma amostra, transformando as informag¢des associadas a uma
reacao eletroquimica entre um eletrodo e o analito, em um sinal elétrico qualitativo ou
quantitativo. E, geralmente, constituido por trés eletrodos: um eletrodo de referéncia,
um eletrodo auxiliar e um eletrodo de trabalho que funciona como elemento de
transducédo na reagao (Thevenot et al., 2001).

Levando em consideracdo uma aplicagdo pratica, € altamente desejavel a
obtencao de plataformas eletroquimicas com alto poder de deteccgéo. Para atingir alta
sensibilidade, os sensores eletroquimicos podem ser modificados com biorreceptores,
como enzimas, anticorpos, DNA ou RNA. O uso de biomoléculas como elementos de
reconhecimento (biorreceptores) configura o dispositivo eletroquimico como um
biossensor (Ferreira; Yamada-Ogatta; Teixeira Tarley, 2023).

De modo geral, os biossensores apresentam seletividade pronunciada, mas
sua especificidade esta diretamente relacionada a sua constru¢do. Portanto, alguns
fatores devem ser levados em consideracdo, como a escolha do biorreceptor, o
método de imobilizagdo, a escolha do substrato enzimatico mais adequado, o
transdutor, bem como a técnica eletroquimica. Dependendo do biorreceptor
imobilizado no biossensor fabricado, este apresentara uma dada nomenclatura, como
imunossensor, genossensor ou aptasensor (Ferreira; Yamada-Ogatta; Teixeira
Tarley, 2023).

Os imunossensores, se baseiam na afinidade entre anticorpos (Ab) e antigenos
(Ag). Assim, o elemento de reconhecimento imobilizado na superficie do eletrodo pode
ser tanto um quanto o outro (Piro et al., 2016). Nesta abordagem, a detecg¢ao pode ser
indireta, usando um anticorpo secundario marcado com enzima, ou direta, sem o0 uso
de marcadores (Figura 5).

A deteccdo indireta ocorre através de uma reagao enzimatica que leva a
producao de uma molécula eletroativa, fornecendo um sinal eletroquimico Figura 5A.
A deteccgao direta (sem marcadores, do inglés label-free) ocorre através do fendmeno
fisico que ocorre quando a espécie bioativa reconhece o substrato (Figura 5B). Por
exemplo, em um biossensor impedimétrico, quando ocorre a interagado entre o analito
e o sitio de reconhecimento, ha um bloqueio parcial da superficie eletroativa,
resultando em um aumento na resisténcia a transferéncia de carga, permitindo a
medic&o direta da capacitancia ou resisténcia elétrica do eletrodo (Hryniewicz et al.,
2022; Mehmandoust et al., 2022; Witt et al., 2021).
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Figura 5 — Representagcdo geral dos principais componentes de um imunossensor
eletroquimico. O esquema descreve um imunossensor genérico baseado na detecgéo
indireta (A) e direta (B).
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A utilizagdo de acidos nucleicos (DNA/RNA) como elementos de
reconhecimento, oferecem algumas vantagens em relacdo aos imunossensores,
como produgdo rapida, baixo custo, estabilidade a longo prazo, resisténcia a altas
temperaturas, facilidade de modificagado quimica apos a sintese inicial e auséncia de
animais hospedeiros, evitando variagdes entre lotes (Kaushik et al., 2018). O
desenvolvimento de biossensores baseados em &cidos nucléicos tem aumentado
significativamente, e sdo comumente conhecidos como genossensores e
aptassensores.

Os genossensores, tém como principio de afinidade a interagao da fita simples
de DNA (ssDNA) com sua fita complementar. Ocorre por hibridizacdo do DNA,
formando a conhecida dupla hélice (DNA de dupla hélice - dsDNA) que permite a
deteccao de genes alvo especificos. Neste sistema, o ssDNA atua como uma sonda
(Kaushik et al., 2018). O sinal analitico gerado por um genosensor vem da interagao

entre uma sonda (sequéncia especifica), geralmente um pequeno oligonucleotideo
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sintético, e um transdutor (Figura 6). A sonda molecular funciona como elemento de
bioreconhecimento e € capaz de detectar a sequéncia complementar de DNA ou RNA
(Kaushik et al., 2018; Paniel; Baudart, 2013).

Os métodos de deteccao eletroquimica em genossensores podem ocorrer de
duas formas: |) deteccao direta, que € a medigdo da resposta elétrica da sequéncia
alvo, causada pela oxidagao ou reducéo de bases nitrogenadas durante a hibridizagao
(Figura 6A); ou Il) deteccédo indireta, na qual sdo monitorados compostos eletroativos
ligados a dupla hélice (Figura 6B) (Kaushik et al., 2018; Labuda et al., 2010).

Figura 6 — Representacgao geral dos principais componentes e principio de detecgao
de biossensores eletroquimicos de acidos nucleicos classicos (A) e label-free (B).
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Por fim, os biossensores que utilizam aptameros como elementos de
identificacdo sdo denominados aptasensores. Os aptameros consistem em pequenos
oligonucleotideos ou peptideos de cadeia simples (RNA ou ssDNA - DNA de fita
simples), que se ligam a moléculas alvo especificas com alta seletividade e

especificidade (Zhang; Lai; Juhas, 2019). A principal vantagem em usar aptadmeros
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como molécula de reconhecimento esta relacionado ao seu tamanho, normalmente
de 2-3 nm em comparagao aos anticorpos (12-15 nm de diametro) (Song et al., 2020),
0 que contribui para um menor impedimento estérico na superficie da SARS-CoV-2
(65-125 nm de diametro) (Abrego-Martinez et al., 2022). Esse recurso permite a
ligacdo de mais elementos de reconhecimento na superficie do virus, o que leva a
melhores desempenhos de deteccdo. Além disso, os aptdmeros apresentam
estabilidade em uma ampla faixa de pH e temperatura, além de apresentarem custos
de produgao mais baixos que os anticorpos (Zhang; Lai; Juhas, 2019).

Diferentes estratégias podem ser utilizadas para obtencdo de biossensores.
Polimeros condutores, nanoparticulas, particulas magnéticas, assim como, materiais
carbonaceos s&o usados com o intuito de aumentar a area superficial, gerando assim
mais sitios ativos e melhorando o desempenho eletroanalitico. Em nossa reviséao,
publicada recentemente, apresentamos com mais detalhes diversos biossensores
desenvolvidos para a detecgcao de SARS-CoV-2, mostrando os principais desafios,
estratégias para a imobilizacdo dos elementos de reconhecimento e as técnicas
eletroanaliticas comumente utilizadas (Ferreira; Yamada-Ogatta; Teixeira Tarley,
2023).

No geral, a fabricagdo de biossensores apresenta varias etapas no processo
de sintese, o que leva a um tempo longo de preparo. Além disso, o desenvolvimento
de biossensores apresenta como principal desvantagem o uso de materiais biolégicos
que possuem elevado custo, baixa estabilidade, e uma manipulagdo mais criteriosa.
Sendo que, a imobilizagdo desses elementos bioldgicos é uma etapa crucial na
fabricagdo dos biossensores (Ferreira; Yamada-Ogatta; Teixeira Tarley, 2023).

Neste sentido, 0 emprego de materiais biomiméticos baseados na tecnologia
de impressdo molecular se configuram como elementos promissores para o
desenvolvimento de dispositivos de analise rapida com o mesmo grau de seletividade
que os materiais bioldgicos, porém com maior estabilidade, simplicidade e viabilidade
de realizacdo de experimentos em laboratérios com baixa classificacdo de
biosseguranca. Esta ultima vantagem pode ser alcangada por meio do uso de
biomoléculas inativadas na impressao quimica, como virus inativados (Gui et al.,
2018; Yarman; Kurbanoglu, 2022), uso de epitopos (Siqueira Silva et al., 2021) ou

proteinas responsaveis pela ligagdo ao receptor (Yarman et al., 2021).
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2.4 POLIMEROS DE IMPRESSAO MOLECULAR COMO PLATAFORMA DE DETECCAO
ELETROQUIMICA PARA COVID-19

Os Polimeros Impressos Molecularmente (MIPs, do inglés Molecularly
Imprinted Polymers) pertencem a classe dos materiais biomiméticos, e sua aplicagao
no campo da bioanalise tem adquirido atencdo ao longo dos anos. Na literatura, a
versatilidade dos MIPs na impressao de moléculas menores e de macromoléculas &
bem estabelecida. Percebe-se isso pelas diversas revisdes disponiveis na literatura a
respeito de sensores eletroquimicos baseados em MIP para a detecgdo de enzimas,
proteinas, células, virus e anticorpos (Akgonullu et al., 2023; Ali et al., 2022; Bonatti;
De Maria; Vozzi, 2021; Dong et al., 2021; Ferreira; Yamada-Ogatta; Teixeira Tarley,
2023; Mazzotta; Di Giulio; Malitesta, 2022; Piletsky et al., 2020; Tian et al., 2022; Yoon
et al., 2020; Zaidi, 2021; Zhang et al., 2023).

O interesse nesses materiais € atribuido principalmente a sua afinidade e
capacidade de reconhecer seletivamente uma determinada molécula alvo (template),
assemelhando-se aos receptores naturais. A alta afinidade seletiva dos MIPs é
intrinsecamente atribuida a sua estrutura tridimensional e composi¢cdo quimica, ou
seja, a caracteristica especifica de reconhecimento dos MIPs esta relacionada as
cavidades formadas no polimero, que sdo complementares em tamanho e formato ao
analito de interesse. Esta interacdo assemelha-se a sistemas de reconhecimento
bioldgico baseados em afinidade, tais como os sistemas antigeno-anticorpo e enzima-
substrato (Ferreira; Yamada-Ogatta; Teixeira Tarley, 2023; Tarley; Sotomayor;
Kubota, 2005).

Resumidamente, a impressdo molecular tradicional, ou bulk synthesis, os
mondémeros funcionais, reticuladores (cross-linker), iniciadores e a molécula molde
sao misturados no solvente porogénico desejado e a polimerizagdo € executada
seguida de secagem, moagem e peneiragado para obter as particulas de tamanho
adequado. Em seguida, o modelo é removido e o material obtido esta pronto para uso.
(Bonatti; De Maria; Vozzi, 2021; Gast; Sobek; Mizaikoff, 2019). Suas principais
vantagens estdo associadas a sua simplicidade e ao fato de nao requerer
equipamentos mais sofisticados. No entanto, as principais limitacbes estao
relacionadas ao longo tempo de preparo, devido as varias etapas de sintese, como
secagem, moagem e peneiragdo, a producado de apenas uma pequena fracdo do

polimero original como material utilizavel, a baixa homogeneidade nas formas e
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tamanhos das particulas, o que se reflete no desempenho reprodutivel dos receptores.
Além disso, o consumo de solventes e reagentes sdo relativamente alto (Ali et al.,
2022; Bonatti; De Maria; Vozzi, 2021; Caldara et al., 2023).

A integracao de MIPs obtidos por esta rota de sintese na forma de filmes finos
em sensores, pode ser realizada por diferentes métodos de deposi¢cao, sendo as mais

usuais: drop-casting, spin-coating e dip-coating (Figura 7).

Figura 7 — Representacdo esquematica do processo de diferentes métodos de
deposicao para integragao de MIPs em aplicagdes de sensores.
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Fonte: Adaptado de (Obregén; Rodriguez-Gonzalez, 2022).

Drop-casting: € um método simples e rapido de deposi¢ao, no qual uma gota
de suspensdo polimérica € depositada sobre um substrato solido, deixando-a

“repousar e secar” para evaporar o solvente restante, deixando um filme. No entanto,
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a falta de controle sobre a distribuicdo de particulas e a adeséo limitada na superficie
levam a limitagdes significativas em termos de reprodutibilidade (Caldara et al., 2023).

Spin-coating: € um método de deposi¢gao mais preciso e reprodutivel que o
drop-casting. No spin-coating, o substrato € colocado em um spinner, que o gira a alta
velocidade. A solugao polimérica é entdo depositada no centro do substrato e espalha-
se por acao da forga centrifuga. O solvente evapora, deixando um filme uniforme. A
principal desvantagem € seu maior custo em comparagdo ao drop-casting e dip-
coating, pois requer um spinner (Caldara et al., 2023; Obregén; Rodriguez-Gonzalez,
2022).

Dip-coating: € um método de deposi¢ao no qual o substrato € imerso em uma
solugédo polimérica e, em seguida, retirado. O processo pode ser dividido em trés
etapas principais: imersao, retirada e evaporagao. Adequado para grandes areas, mas
também apresenta como limitagdes a baixa uniformidade do filme formado (Obregon;
Rodriguez-Gonzalez, 2022).

Um sensor baseado na impressao quimica para o virus SARS-CoV-2 usando
a polimerizagdo em bulk foi relatado na literatura. Hashemi e colaboradores
sintetizaram um MIP em flocos de o6xido de grafeno (Hashemi et al., 2021).
Inicialmente, flocos de grafite foram oxidados a oxido de grafeno. Em seguida, os
grupos funcionais a base de hidrogénio e os grupos carbonila do 6xido de grafeno
foram ativados através do complexo NHS/EDC, seguido pela adigao de reticulador
(acido 3-aminofenilbordnico, 3-APBA), mondmero (pirrol) e molde (antigeno de virus
inteiro puro de SARS-CoV-2) (Figura 8). A polimerizagdo ocorreu através da adigao
gota a gota do agente de oxidagao, isto €, FeCls.6H20, formando assim uma estrutura
polimérica impressa com um molde viral preso dentro dela. O molde foi extraido
usando uma solucédo 10% contendo acido acético, acetona e etanol. Os autores usam
GCE como eletrodo de trabalho, mas nao descrevem o método de deposigao utilizado.
As medidas eletroquimicas foram realizadas por DPV e amperometria usando
[Fe(CN)s]*~/4~ como sonda redox. Os valores de LQ obtidos para as técnicas utilizadas
foram de 0,66 fg mL~" e 12,01 fg mL™", respectivamente. Os autores fazem a aplicagdo
do sensor desenvolvido em amostras de plasma humano e uma concentragao de 2,3

fg mL™", valor abaixo do LQ reportado.
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Figura 8 — Representagcdo esquematica do processo da sintese do sensor MIP
fabricado por Hashemi e colaboradores, por meio da sintese em bulk, para deteccao
do virus SARS-CoV-2.
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Fonte: (Hashemi et al., 2021) (p. 3).

Embora os autores tenham alcancado limites de deteccdo e quantificacdo
notaveis, pela descricdo do procedimento experimental nota-se um tempo
consideravel para obtencdo do material sintetizado. Dessa forma, uma outra
estratégia muito usada no desenvolvimento de sensores eletroquimicos com
impressao quimica, que permite a obtencao de filmes finos, € a eletropolimerizacao,
conhecida também por sintese eletroquimica ou eletrossintese. Nesta abordagem,
nao s&o necessarios o uso de iniciador, bem como a necessidade de calor ou radiagao
UV, que podem causar alteragdes estruturais na biomolécula impressa, assim como,
0 uso de cross-linking (Erdossy et al., 2016). A eletropolimerizacéo refere-se ao uso
de métodos eletroquimicos para polimerizar monémeros diretamente na superficie do
eletrodo para a obtencgéao de filmes poliméricos sob condi¢des de sintese controladas
(Dong et al., 2021).

Comparado a sintese em bulk, a eletropolimerizagao se destaque por algumas
razoes, sendo elas: possibilidade de trabalhar com pequenas quantidades da
molécula molde, o que confere ao sensor um menor custo de fabricagao; reducao

significativa do tempo de sintese, dispensando longas etapas de preparo, incluindo
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secagem, moagem e lavagem exaustivas; melhor reprodutibilidade no preparo, uma
vez que o filme polimérico é preparado diretamente na superficie do eletrodo; controle
facil sobre a espessura do filme e sua morfologia, através da configuracdo dos
parametros da técnica eletroanalitica utilizada para a deposi¢do do filme sobre o
eletrodo de trabalho (Ali et al., 2022; Dong et al., 2021; Erdossy et al., 2016).

A escolha dos mondémeros € crucial na preparagao de MIPs, baseando-se na
capacidade de estabelecer interagdes com a molécula molde de forma covalente ou
nao covalente (Ali et al., 2022; Dong et al., 2021; Parisi et al., 2021). Existem trés
abordagens principais para sintetizar esses polimeros:

e Sintese Covalente: Ligagcbes covalentes entre 0 molde e os monémeros
funcionais durante a pré-polimerizagdo, com clivagem quimica apos a
polimerizagao;

e Sintese Semi-covalente: Ligagdes covalentes durante a polimerizagao e
interagcdes n&o covalentes na religagao;

e Sintese Nao-covalente: Interagbes nao-covalentes (ligagdes de hidrogénio,
eletrostaticas, -1 € hidrofobicas) durante a polimerizagcédo e reconhecimento
subsequente. Este método é amplamente utilizado devido a sua simplicidade

experimental e a variedade de mondmeros funcionais disponiveis.

Existem dois tipos principais de interagdes na impressao de glicoproteinas,
covalentes e nao covalentes. Para interagbes covalentes, o uso de ligantes de
afinidade de boronato sédo frequentemente utilizados (Ayankojo et al., 2022; Hashemi
etal., 2021; Yin et al., 2023). Abordagens nao covalentes usam intera¢des hidrofilicas,
hidrofdbicas, eletrostaticas e de quelacao e forcas de van der Waals para capturar as
glicoproteinas modelo na cavidade de impressao (Ramanaviciene; Ramanavicius,
2004; Wang et al., 2019). Como os MIPs s&o os anticorpos “plasticos” ou imitadores
de anticorpos, inspirados no mecanismo natural de captura dos anticorpos, as
interagbes nao covalentes apresentam algumas vantagens atraentes, como cinética
de ligagao rapida e facilidade de remogao do modelo (Ali et al., 2022; Ramanavicius
etal., 2022).

Na Figura 9 é apresentado de forma genérica do procedimento de sintese

em bulk e por eletropolimerizagao (via ligagao covalente e ndo-covalente).
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Figura 9 — Esquema representativo do processo de impressao molecular por bulk e por eletropolimerizagao.
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Alguns sensores eletroquimicos foram reportados na literatura, empregando
a tecnologia de impressdo quimica para o diagndstico de COVID-19. Raziq e
colaboradores relataram o primeiro sensor biomimético para a detecgéo da proteina
N (Raziq et al., 2021). O sensor-MIP foi preparado pela modificagdo do eletrodo de
Au-TFE com filme de poli-m-fenilenodiamina (PmPD). Para a imobilizagao covalente
da proteina N, o Au-TFE foi incialmente modificado incubando-o por 30 min em uma
solucao etandlica contendo 4-aminotiofenol e posteriormente em solugcédo de DTSSP
em PBS por 30 min, para a criagdo da monocamada de ligante clivavel. Assim, a
proteina N foi imobilizada no sensor pela sua incubagao em meio de PBS por 30 min.
Em seguida, o filme de PmPD foi eletrodepositado e as impressdes moleculares no
filme foram geradas tratando o filme polimérico com solugcdo etandlica de 2-
mercaptoetanol, para clivagem das ligagdes S—S do DTSSP, seguido da lavagem com
HAc 10%. As medidas foram realizadas com a técnica DPV usando sonda redox
[Fe(CN)s]*/4~ e o LQ alcangado foi de 2,2 pg mL~'. O sensor foi capaz de detectar a
presenga da proteina N em quatro amostras de swab nasofaringeas de pacientes
positivos de Covid-19. A concentragdo encontrada nas amostras variou de 2 a 9 pg
mL~".

Zhang e colaboradores também relatam o desenvolvimento de um sensor
para detecgdo de proteina N (Zhang, Sun; Zhang, 2021), conforme esquema

apresentado na Figura 10.

Figura 10 — Representagdo esquematica da sintese do sensor MIP/P-Arg baseado
em L-arginina eletropolimerizada para detecgéo da proteina N, proposto por Zhang e
colaboradores.
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Os autores modificaram SPCEs revestindo-os com uma suspensido de
nanohibridos de ouro/grafeno (Au/Gr), seguido da imobilizagdo covalente da proteina
N. O eletrodo foi imerso em uma solugdo de L-arginina em PBS e 18 ciclos foram
aplicados resultando no filme de poliarginina (P-Arg). A extragao da proteina também
foi realizada com solugao etandlica de 2-mercaptoetanol, seguido da lavagem com
HAc 10%. As medidas foram realizadas com a técnica DPV usando sonda redox
[Fe(CN)e]>* /4~ e o LD alcangado foi de 0,15 pg mL™'. O sensor desenvolvido foi
aplicado em amostras de saliva humana e amostras nasais artificiais, as mesmas
foram enriquecidas e apresentaram taxas de recuperacgao entre 94 a 102%.

Ayankojo e colaboradores fabricaram um sensor MIP para o diagndstico da
proteina S SARS-CoV-2 usando eletrodos metalicos de pelicula fina a base de ouro
(Au-TFME) (Ayankojo et al., 2022), conforme apresentado na representagao

esquematica na Figura 11.

Figura 11 — Representacédo esquematica da sintese do ncovS1-MIP para detecc¢ao
da proteina S desenvolvido por Ayankojo e colaboradores (A). Esquema mostrando a
interacdo covalente dos grupos carboidratos (esferas vermelhas) da proteina S
glicosilado com o grupo acido borénico do acido 3-aminofenilborénico (B).
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Para a sintese do MIP, inicialmente o eletrodo foi modificado com 4-ATP e

DTSSP. Posteriormente, foi realizada a imobilizagado da proteina S em meio PBS. O
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filme polimérico foi obtido pela eletrodeposi¢ao de uma fina pelicula de acido poli(3-
aminofenilborénico) (APBA). Devido a capacidade do glicogénio —B(OH)2 de formar
ligacbes covalentes reversiveis, o uso de APBA é adequado para o reconhecimento
de proteinas (Erdossy et al., 2016). A remogao da molécula molde foi realizada com
ditiotreitol, seguida de lavagem com acido acético. As medidas foram realizadas por
SWV com o auxilio da sonda redox [Fe(CN)e]>/*4~ e, o sensor foi capaz de detectar
proteina S em amostras de swab nasofaringeo com um LQ de 3,8 pg mL™". A
concentragéo encontrada nas amostras variou de 9 a 21 pg mL™".

Yang e colaboradores descrevem o desenvolvimento de um método
eletroquimico utilizando uma agulha de acupuntura para detecgao de proteina S (Yang
et al., 2023) (Figura 12).

Figura 12 — Representacao esquematica da sintese do MIP em agulha de acupuntura
para deteccao da proteina S proposta por Yang e colaboradores.
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Os autores usam uma agulha de acupuntura como eletrodo de trabalho e a
modificam com AuNPs e rGO, seguido da eletropolimerizacédo simultanea de azul de
metileno (MB) e brometo de 1-vinil-3-butilimidazolio ([Bvim]Br). O eletrodo modificado
€ incubado em uma solucéo de proteina S, e entdo o [Bvim]Br foi eletropolimerizado
novamente na superficie do eletrodo. A molécula molde foi eluida com PBS 0,1 M (pH
= 5,0) contendo 5% (v/v) de metanol. A detecgao da proteina S foi realizada por SWV
usando [Fe(CN)e]*>~/4~ como sonda redox. O sensor apresentou um LQ de 100 pg mL™".
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A confiabilidade do sensor foi avaliada pela detecgao de proteina em amostras de soro
humano. As amostras foram enriquecidas e apresentaram uma faixa de recuperacao
de 94 a 102%.

Outra proposta diferente foi relatada para a detecgao de proteina S por Yin e
colaboradores, conforme representagcdo esquematica na Figura 13. Os autores
modificam um SPCE com CuzS4 decorado com AuNPs, que atua como uma sonda, e
imobilizam a proteina S usando o ligante 4-MPBA (Yin et al., 2023). O filme polimérico
foi obtido pela eletropolimerizagao de 3-APBA. A molécula molde foi extraida usando
H2SO4. As medidas foram realizadas por DPV e um LQ de 5,0 pg mL™" foi alcangado.
O sensor foi aplicado em trés amostras de soro humano e submetidas ao método de

adicdo de padrao e apresentou um faixa de recuperacao de 99 a 102%.

Figura 13 — Representacdo esquematica da sintese do sensor MIP baseado em 3-
APBA eletropolimerizado para deteccdo da proteina S, proposto por Yin e
colaboradores.
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Um sensor baseado em MIP para a deteccdo de SARS-CoV-2 RBD foi
desenvolvido por Tabrizi e colaboradores usando eletrodos macroporosos impressos
em tela de ouro (Tabrizi et al., 2022). O MIP foi eletropolimerizado na superficie do

eletrodo usando o-fenilenodiamina (monémero funcional) na presenga de moléculas
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SARS-CoV-2-RBD (modelo). A remog¢ao do modelo foi realizada utilizando etanol
alcalino. As medidas foram realizadas usando [Fe(CN)s]*’4~ como sonda redox
através da técnica de EIS, e o sensor apresentou um valor LD de 0,7 pg mL™". O LQ
nao é apresentado, porém, o primeiro ponto da curva analitica foi de 2,0 pg mL™'. O
sensor foi aplicado em amostra de saliva humana enriquecidas com SARS-CoV-2
RBD em duas concentracdes diferentes e comparado com resultados obtidos pelo
teste de ELISA.

O uso de sensores baseados em MIP para a detecgdo do virus inteiro de
SARS-CoV-2 também foi relatado. Sharif e colaboradores desenvolveram um sensor
eletroquimico para o reconhecimento seletivo de todo o virus SARS-CoV-2 (El Sharif
etal., 2022). A deposigao eletroquimica do MIP ocorreu na superficie do SPCE usando
uma solugcao contendo N-hidroximetilacrilamida como mondémero funcional, N,N’-
metilenobisacrilamida como reticulador e pseudoparticulas de SARS-CoV-2 como
modelo. O virus foi extraido eletroquimicamente usando uma solugdo de PBS. A
técnica de EIS foi utilizada para avaliar as respostas eletroquimicas e o par redox
[Fe(CN)e]*>/4 foi utilizado como sonda. O sensor MIP mostrou um tempo de resposta
de <10 min com uma faixa dindmica linear que foi encontrada como 3,0-7,0 log10 pfu
mL™" e um LD de 4,9 log10 pfu mL™". No geral, as amostras de saliva de pacientes
positivos e negativos analisados tiveram uma concordancia de 75% entre o método
do sensor MIP e o método LAMP.

Entretanto, vale ressaltar a detecgao de virus inteiros baseadas em MIP ainda
€ um desafio, o que pode estar relacionado a grande dificuldade em produzir
cavidades seletivas utilizando virus inteiros como modelo, devido a arquitetura fragil,
grandes dimensodes e baixa estabilidade em solventes orgéanicos (Sykora et al., 2015).
O processo de impressao requer um grande numero de virus puros, equipamentos e
pessoal experiente para isolamento e purificacdo de amostras (Zaidi, 2021). Além
disso, a formacao de locais de ligagao heterogéneos e uma maior probabilidade de
reagdes cruzadas podem ocorrer devido ao numero significativo de locais de interagao
e grupos funcionais na superficie viral (Yarman; Kurbanoglu, 2022).

Em geral, a preparacado dos sensores relatados € demorada, fazem uso de
eletrodos ndo descartaveis e em alguns casos a real aplicabilidade do método nao foi
investigada, ou seja, amostras clinicas ndo foram analisadas. Além disso, apresentam
diversas etapas de sintese envolvendo a utilizacdo de nanoparticulas metalicas e

nanoestruturas de carbono, como o grafeno.
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Ademais, durante a elaboragdo do nosso artigo de revisao, constatou-se que
a literatura apresenta um numero significativamente maior de publicagdes no campo
dos biossensores em comparagdo aos sensores baseados em tecnologia de
impressao quimica para a deteccdo de SARS-CoV-2 (Ferreira; Yamada-Ogatta;
Teixeira Tarley, 2023). Essas observagdes destacam o potencial para a exploragéo e
aprimoramento de novas estratégias de sintese voltadas ao diagnostico da COVID-
19, visando alcancar maior eficiéncia em termos de simplicidade, sensibilidade e

rapidez, tanto na sintese quanto na obtencéo da resposta analitica.

2.5 MONOMEROS ELETROATIVOS EMPREGADOS NA SINTESE DE MIPS - POLIPIRROL

Monbémeros eletropolimerizaveis que podem ser depositados a partir de
solugdes aquosas, nas quais as biomoléculas, como proteinas, sao preservadas em
sua conformagdo natural s&o de grande interesse. Tampdes que melhoram a
estabilidade das proteinas podem servir como eletrélito suporte durante o processo
de polimerizagao eletroquimica (Erdossy et al., 2016).

Alguns mondmeros usualmente empregados sao: pirrol, anilina, acrilamida,
arginina, etilenodiamina, &cido 3-aminofenilborénico, fenilenodiamina, fenol e
derivados, tiofeno e derivados (Erdossy et al., 2016; Ozkorucuklu; Sahin; Alsancak,
2008; Ramanavicius, A.; RamanaviCiene; Malinauskas, 2006). Entre os mondmeros
citados, o pirrol (Py) possui propriedades atrativas para impressao de biomoléculas
devido a possibilidade de utiliza-lo em solucdo aquosa em pH neutro e por ser facil a
sua polimerizagdo em diversos substratos aplicando baixos potenciais (Ozkorucuklu;
Sahin; Alsancak, 2008; Ramanavicius, A.; Ramanavi€iene; Malinauskas, 2006).

As inumeras pesquisas sobre MIPs baseados em polipirrol formados
eletroquimicamente confirmam vantagens significativas dos MIPs baseados em PPy
no design de sensores. MIPs baseados em polipirrol foram aplicados em projetos de
sensores para a determinagédo de dopamina (Teng; Liu; Kan, 2017), testosterona (Liu
et al., 2017), serotonina (Yola; Atar, 2018), microcistina-LR (Zhang, JING; Xiong;
Chen, 2017), proteina do virus da leucemia bovina (BLV) (gp51) (Ramanavicius et al.,
2010) e bactéria— Listeria monocytogenes (Liustrovaite et al., 2023). Ainda, no campo
de bioanalises, estudos publicados anteriormente abordam que o polimero condutor

polipirrol tem excelente compatibilidade com células-tronco (Vaitkuviene et al., 2014).
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Os filmes de polipirrol (PPy) podem ser obtidos por sintese quimica ou
eletroquimica. Na sintese quimica, o polipirrol € formado pela oxidagcao do anel de
pirrol em uma solug&o aquosa ou organica. Os agentes oxidantes mais comumente
usados sao o persulfato de potassio e o cloreto de ferro. A reagao ocorre em etapas,
com a formacgédo de um intermediario, o ion polipirrolil, que polimeriza para formar o
polipirrol (Mao; Zhang, 2018; Pal et al., 2020). Por sua vez, na sintese eletroquimica
o polipirrol é formado pela redugdo do anel de pirrol em uma solugdo aquosa ou
organica, em uma unica etapa, com a formacgao direta do polipirrol (Sadki et al., 2000).

Portanto, a sintese eletroquimica € um método simples, rapido e controlavel,
sendo realizada por métodos potenciodinamicos (voltametria ciclica), galvonostaticos
(corrente constante) e potenciostaticos (potencial constante) (Zare et al., 2021). Entre
esses métodos, frequentemente, a CV é usada para induzir a polimerizagdo do
mondmero funcional na superficie do eletrodo, e o crescimento do filme polimérico
esta diretamente relacionado ao numero de ciclos sequenciais utilizados (Ferreira;
Yamada-Ogatta; Teixeira Tarley, 2023; Ramanavicius; Oztekin; Ramanaviciene,
2014). Esta técnica oferece informagdes qualitativas sobre os processos redox na
polimerizagao inicialmente, e é util para caracterizar o filme polimérico formado (Luong
et al., 2020).

A reacéo de polimerizagdo do PPy por CV ¢ iniciada em potenciais acima de
+0,6 V vs Ag/AgCl, pois, abaixo desse potencial, a reagao é interrompida. Isso ocorre
porque tal potencial € muito baixo para a geracao de radicais catidnicos de pirrol, que
sao necessarios para o inicio da reacao de polimerizacdo. Contudo, se em certo
periodo do ciclo o potencial do eletrodo exceder +1,2 V vs Ag/AgCl, a eletrélise da
agua e/ou a superoxidagcao da camada de PPy formada é induzida. Este fendmeno
nao é desejavel pois a superoxidacdo do PPy pode induzir a formagao de um filme
menos estavel e reprodutivel, como também facilitar o desprendimento do filme
(Ramanavicius; Oztekin; Ramanaviciene, 2014).

Quanto ao mecanismo de eletropolimerizagdo do PPy, existem algumas
propostas, tais como 0 mecanismo de Diaz, o mecanismo de Kim, de Reynolds e de
Pletcher (Sadki et al., 2000). Sendo o mecanismo proposto por Diaz o mais aceito na
literatura atual (Figura 14). Conforme Diaz e colaboradores, inicialmente ocorre a
oxidacdo do mondmero na superficie do eletrodo para formar um cation-radical, que
apresenta varias formas de ressonancia. O cation-radical reage com outro cation-

radical ou com um monémero neutro em solucdo. Em cada caso, leva-se a formacéao
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de um dimero cation-radical, que sofre uma dupla desprotonagao para uma obtencéo
de uma molécula neutra. Os radicais do dimero sdo mais estaveis e tem um potencial
de oxidagdo mais baixo em comparagdo aos monémeros e, em seguida, o
crescimento da cadeia ocorre através de acoplamento preferencial entre os dimeros
e monémeros (Sadki et al., 2000; Zare et al., 2021).

Figura 14 — Representacao esquematica da sintese eletroquimica do polipirrol.
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O PPy neutro (Figura 15a), é categorizado como um isolante, com um valor
de band gap de 3,16 eV (Pal et al., 2020). A remocao inicial de um elétron da cadeia
leva a formagao de um estado eletrébnico denominado pélaron (cation radical), ao qual
esta associada a uma distorcdo da cadeia da forma aromatica para a forma quinénica

(Figura 15b). A estrutura quinénica tem energia de formag&o menor e maior afinidade
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eletrénica que a forma aromatica (Medeiros et al., 2012; Zare et al., 2021). Novamente,
a medida que a oxidagao prossegue, em altos estados de oxidagéo, outro elétron &
removido do nivel polarénico, resultando na formag¢ao de um bipélaron (Figura 15c),
que consiste em um par de cargas, isto €, um dication, com spin zero. A medida que
0 processo de oxidagao avancga, o polimero é cada vez mais oxidado e finalmente
forma duas bandas estreitas de bipdlarons, resultando na reducédo do intervalo de
bandas de 3,16 para 1,4 eV (Pal et al., 2020).

Assim sendo, o PPy existe em trés estados de oxidagao, a saber, PPy neutro,
o pOlaron de carga unica (cation radical) e o bipdlaron de carga dupla (dication) (Mao;
Zhang, 2018). O mecanismo de condutividade do polipirrol pode ser explicado
baseando-se na formagédo dos pdlarons e bipélarons. O par de defeitos (bipdlaron)
estende-se por trés a quatro unidades monoméricas e € a movimentagdo dos
bipblarons que da origem a condutividade do polipirrol (Mao; Zhang, 2018; Medeiros
et al., 2012; Zare et al., 2021). Portanto, as propriedades eletroquimicas do PPy

dependem fortemente de seu estado redox.

Figura 15 — Estruturas de PPy neutro (A) e oxidado, nas formas pdlaron (B) e
bipblaron (C). +: carga; *: elétron desemparelhado.
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Durante a eletrosintese de MIPs, biomoléculas podem ser difundidas e
aprisionadas na matriz polimérica, o que pode ser atribuido a interagao entre o molde
e o0 mondmero funcional. Na eletropolimerizagdo do PPy com a proteina S de SARS-
CoV-2, a interacdo pode ser mediada por ligagdes de hidrogénio, as quais ocorrem
entre o hidrogénio no grupo amino da estrutura da proteina S e o atomo de nitrogénio
dos grupos pirrol (N-H), como por interacbes eletrostaticas e hidrofobicas
(Ramanaviciene; Ramanavicius, 2004; Zidaric€ et al., 2023). A ramificacdo da cadeia e
a reticulagdo em polipirrol geram uma matriz tridimensional com nichos contendo a
molécula molde. Este processo de impressdo cria um microambiente para o
reconhecimento da molécula molde com base na selegédo de forma e posicionamento
dos grupos funcionais (Falone; Buffon; Stradiotto, 2022; Ozkorucuklu; Sahin;
Alsancak, 2008).

Na literatura, encontra-se um estudo que utiliza polipirrol eletropolimerizado
no desenvolvimento de um sensor-MIP para a deteccao da proteina S de SARS-CoV-
2 (Ratautaite et al., 2022). Nesse trabalho, os autores preparam o MIP por meio da
eletropolimerizagao do Py na presencga da proteina S e PBS, na superficie de um disco
de platina (Pt). A extragao do molde foi realizada pela incubagao do sensor em H2S0O4
0,05 mol L™" por 10 min. Utilizando a cronoamperometria como técnica de detecgéo,
foi obtida uma curva analitica com faixa linear entre 5 uyg mL™ a 25 yg mL™".
Entretanto, os testes de seletividade foram realizados apenas com BSA, e o sensor
nao foi aplicado em amostras clinicas.

Assim, embora este trabalho apresente algumas semelhangas com a proposta
desta Tese, no que se refere ao uso do polipirrol e da tecnologia de impresséo
quimica, é fundamental destacar que o sensor desenvolvido nao atingiu a
sensibilidade necessaria para aplicagdo em amostras clinicas. Em contrapartida, esta
Tese, além de propor uma sintese simplificada, descreve uma estratégia que visa
aprimorar a detectabilidade por meio de uma etapa de pré-concentragao, utilizando
um potencial que promove o acumulo da proteina S no filme polimérico.

Ademais, ¢é relevante observar que ainda existe uma lacuna no
desenvolvimento de sensores MIP voltados ao diagndstico da COVID-19,
especialmente na busca por abordagens de sintese simplificadas que, ao mesmo

tempo, oferecam uma elevada sensibilidade.
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2.6 ESTRATEGIAS USADAS PARA INCREMENTO DA DETECTABILIDADE DE SENSORES

Algumas estratégias podem ser adotadas para aprimorar a detectabilidade de
plataformas eletroquimicas. Entre elas, a pré-concentracéo eletroquimica tem sido
reportada na literatura, como a voltametria de redissolugcdo (do inglés, stripping
voltammetry). Essa estratégia esta associada a reagdes eletroquimicas em que o
analito é pré-concentrado seletivamente no eletrodo de trabalho, aplicando-se um
potencial de deposi¢cdo ou por adsor¢cao antes da varredura e aquisicao de sinal.
Como consequéncia, observa-se um aumento da magnitude da corrente medida, com
diminuicdo significativa dos limites de detecgédo alcangados para essas espécies
quimicas (Bard; Faulkner, 1994; Borrill; Reily; Macpherson, 2019).

As principais técnicas eletroquimicas que utilizam processos de pré-
concentracdo incluem: voltametria de redissolugdo anddica, voltametria de
redissolugao catddica e voltametria de redissolucédo adsortiva. Nas duas primeiras, a
etapa de pré-concentragido consiste na eletrodeposi¢cao da espécie eletroativa sobre
a superficie de um eletrodo de trabalho, em um potencial constante e controlado. Essa
etapa é seguida por um periodo de repouso (equilibrio) e, posteriormente, pela etapa
de determinagcdo, que envolve a redissolucdo da espécie previamente
eletrodepositada de volta a solucao (Bard; Faulkner, 1994; Borrill; Reily; Macpherson,
2019; Esmaeily et al., 2021). Na voltametria de redissolucéo adsortiva, as espécies
eletroativas sdo adsorvidas espontaneamente na superficie do eletrodo, sem a
necessidade de aplicacdo de um potencial de acumulacao.

Na literatura, a pré-concentracdo eletroquimica usando voltametria de
redissolu¢ao anddica para determinacao de ions metalicos (Borrill; Reily; Macpherson,
2019), voltametria de redissolugédo catdédica para radioisétopos (Wu et al., 2023) e
voltametria de redissolugao adsortiva foram relatadas (Angelis et al., 2022; Toro;
Marestoni; Sotomayor, 2015).

Recentemente, polimeros condutores eletropolimerizados tém sido
empregados na pré-concentragao eletroquimica de substancias nao eletroativas, que
sao convertidas em eletroativas por meio de interacdo com o polimero superoxidado
(Esmaeily et al, 2021; Ghoorchian et al., 2020). Nessa abordagem, a
eletropolimerizagdo promove a pré-concentragdo da molécula, estabelecendo-se

como um método de pré-concentragdo eletroquimica. Posteriormente, o



50

monitoramento da molécula é realizado por meio do registro de corrente com técnicas
eletroanaliticas (Esmaeily et al., 2021; Ghoorchian et al., 2020).

O uso do PPy, embora ja consolidado na extragdo em fase sdlida e na
modificagdo de sensores, também tem sido utilizado em uma nova perspectiva para
SPE utilizando uma metodologia baseada em pré-concentragdo eletroquimica
controlada, conhecida como EC-SPE (do inglés, electrochemically controlled solid-
phase extraction) (De Lazzari et al., 2019). Como mencionado, o filme de PPy
apresenta variagdes nos estados de oxidagdo sob controle eletroquimico e, dessa
forma, a capacidade de extragcdo do polimero torna-se dependente do potencial
aplicado de forma controlada (De Lazzari et al., 2019; Mao; Zhang, 2018).

De acordo com a literatura, a adsorcao de proteinas em filmes de PPy pode
ocorrer através de diversas interagdes, como interagdes T, eletrostaticas, acido-base,
ligacbes de hidrogénio e troca ibnica (De Lazzari et al., 2019). Sendo que, a sua
adsorcao na superficie de filmes de PPy & governada principalmente por interagdes
eletrostaticas e hidrofobicas, que podem ser controladas por condigdes experimentais
de adsorgao, incluindo pH, forca ibnica, temperatura e aplicagcdo de potencial
(Benavidez et al., 2015; Garcia-alvarez; Vallet-Regi, 2021; Ramanaviciene;
Ramanavicius, 2004). Portanto, essas interagdes do PPy mencionadas podem ser
ajustadas sob controle eletroquimico, alterando o seu estado de oxidagéo. Esse fato,
€ evidenciado nos resultados experimentais obtidos nos trabalhos reportados por
Benavides e colaboradores (Benavidez et al., 2015; Benavidez; Garcia, 2013), que
mostram um aumento na adsorcio de proteinas por meio da aplicacdo de potencial
por um periodo determinado.

Considerando as estratégias mencionadas e apdés uma extensa revisao da
literatura, embora diversos métodos tenham sido propostos e aplicados com sucesso,
nao foram encontrados trabalhos que abordem a fabricagdo de um sensor MIP para
diagndstico de COVID-19 utilizando um processo de sintese simplificado com elevada
detectabilidade. Além disso, ndo foram reportadas abordagens que empreguem a pré-
concentracao controlada eletroquimicamente para aprimorar a detectabilidade.

Portanto, destaca-se o carater inovador desta tese, que consiste em
desenvolver um novo método de deteccdo da proteina S do SARS-CoV-2 em
amostras de saliva apenas diluidas, utilizando um sensor MIP de polipirrol descartavel.
Neste trabalho, é relatado um processo de sintese simplificado e rapido, empregando

a abordagem n&o-covalente. Além disso, foi investigada a utilizagdo de uma etapa de
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pré-concentragcao controlada eletroquimicamente para conferir alta detectabilidade ao

método proposto.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

A presente investigacdo envolve o desenvolvimento de um método
voltamétrico para detecgdo de proteina S — SARS-CoV-2 em saliva utilizando um
sensor biomimético de baixo custo, descartavel e com alta sensibilidade. O sensor é
fabricado usando um eletrodo impresso de carbono modificado com MIP baseado em
filme de polipirrol eletropolimerizado e o aumento na detectabilidade é alcancada

usando a pré-concentragao controlada eletroquimicamente.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Fabricar um sensor eletroquimico usando um eletrodo impresso de carbono
modificado com um filme eletropolimerizado de polipirrol com impressao
quimica para proteina S;

¢ Avaliar o efeito de impressao do sensor MIP/PPy em relagdo ao sensor controle
(NIP/PPy);

e Caracterizar eletroquimicamente o sensor pelas técnicas de CV e EIS, e
morfologicamente pelas técnicas de angulo de contato, MEV e AFM;

e Otimizar as variaveis da etapa de pré-concentracao;

e Avaliar a performance analitica do sensor, seletividade, repetibilidade e
estabilidade do sensor MIP/PPy;

e Aplicar o sensor em amostras clinicas de saliva humana e analise da
capacidade de diferenciacdo do sensor frente a amostras de pacientes

saudaveis (ndo infectados) e doentes (infectados com SARS-CoV-2).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 REAGENTES E SOLUCOES

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico. Acido acético (HAc)
(CH;COOH, =299,7%), pirrol (Py) (Cs4HsN, 98%), ferrocianeto de potassio
(K4[Fe(CN)g]), cloreto de potassio (KCIl, 299%), HSA (A1653), HIgG (56834),
antitripsina plasmatica humana (A6150), transferrina (T8158) e lisozima (62971) foram
adquiridos da Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemanha). SDS (NaC12H25S04, 99%) foram
adquiridos da Riedel-Haen (Charlotte, Carolina do Norte, EUA). Proteina spike
subunidade S1 SARS-CoV-2 (aa14-683, peso molecular ~77,7 kDa, pl ~5,9) adquirida
da Thermo Fischer Scientific. Tampéao fosfato salino pH 7,3 (PBS, do inglés phosphate
buffered saline) foi usado para preparar as solugdes e na diluicdo das amostras. Todas
as vidrarias e frascos utilizados neste trabalho foram previamente descontaminados
em banho de HNO3 10% (v v') durante um periodo minimo de 24h e depois
enxaguadas com agua deionizada. Todas as solugdes utilizadas foram preparadas
com agua ultrapura (18,2 MQ cm) proveniente do sistema de purificacdo ELGA
PURELAB® Maxima (High Wycombe, Bucks, Reino Unido).

4.2 INSTRUMENTACAO

As medidas eletroquimicas foram realizadas em um
potenciostato/galvanostato PalmSens 4 (Palm Instruments BV®, Houten, Holanda),
controlado pelo software PSTrace 5.8 (Palm Instruments BV®) e o comportamento
eletroquimico do filme polimérico foi avaliado usando uma sonda redox de ferricianeto
de potassio na concentragédo 5,0 mmol L=' e KCI 1,0 mol L™, como eletrdlito suporte.

Os experimentos eletroquimicos foram realizados utilizando uma cela
eletroquimica de vidro de compartimento uUnico, com capacidade de 15,0 mL,
contendo um eletrodo impresso de carbono (SPCE, do inglés Screen-printed carbon
electrode) comercial, modelo DRP-110CNT da DropSens (Oviedo, Espanha). O
substrato com dimensbdes de 3,4 x 1,0 x 0,05 cm apresenta um disco de 4 mm de
diametro composto por um eletrodo de tinta de carbono como eletrodo de trabalho
(com area geométrica de 0,096 cm?), eletrodo de tinta de carbono como eletrodo
auxiliar e um eletrodo de tinta de prata como eletrodo pseudo-referéncia, conforme

Figura 16.
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Figura 16 — Imagem ilustrativa de um eletrodo impresso de carbono.

Eletrodo Auxiliar
Eletrodo de trabalho

Eletrodo de referéncia

Fonte: a propria autora.

As medidas de pH foram realizadas com um pHmetro (Metrohm® 826,
Herisau, Switzerland).

Para as medidas de angulo de contato estatico, o procedimento foi realizado
pela técnica da gota séssil (Yuan, et al., 2013). Uma gota de agua ultrapura (3 pL) foi
colocada sobre a superficie do eletrodo de trabalho, com ajuda de uma microseringa,
e uma imagem da gota foi fotografada no plano transversal. Posteriormente, o angulo
de contato da gota com a superficie foi medido usando o software de livre acesso
Image J. As imagens foram capturadas no plano transversal com uma camera de
celular de 12 megapixels, fixado em um suporte apropriado.

As caracteristicas morfolégicas da superficie do SPCE foram avaliadas por
imagens de MEV usando um microscopio eletrénico de varredura modelo Quanta 200
(Philips-FEI Company, Scientific and Technical Instruments, Oregon, EUA), com
voltagem de aceleracao de 25 kV. Para esta analise, os materiais foram dispersos em
uma fita dupla face e recobertos com uma fina camada de ouro (30 nm) utilizando um
equipamento Bal-Tec SCD Sputter Coatter Leica® (Nova lorque, EUA). As analises
foram realizadas no Laboratério de Microscopia Eletronica e Microanalises (LMEM) na
Central Multiusuaria da Universidade Estadual de Londrina.

As caracteristicas topograficas da superficie do SPCE foi realizada por AFM
no instrumento Nanosurf FlexAFM. O cantilever utilizado foi o modelo Tap190AI-G
(BudgetSensors) em modo sem contato, com raio de ponta ~10 nm, frequéncia de
ressonancia de 190 kHz e velocidade de varredura de 1 linha/segundo. O software de
livre acesso Gwyddion foi utilizado para o processamento das imagens e para o

calculo da raiz quadrada média da rugosidade (RMS). As analises foram realizadas
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no Laboratério de Microscopia Eletrbnica e Microanalises (LMEM) na Central

Multiusuaria da Universidade Estadual de Londrina.

4.3 PREPARACAO DO SENSOR ELETROQUIMICO

4.3.1 Ativagao do eletrodo

Foram avaliados 3 procedimentos diferentes para a ativacéo eletroquimica

da superficie do eletrodo, conforme descrito abaixo:

e SPCE foi ativado por VC, em KCL 0,1 mol L™, na faixa de potencial de
-1,7 Va 1,7 V, por 40 ciclos, com velocidade de varredura de 50 mV s™*
(Silva, BARBARA V.M. et al., 2016).

e SPCE foi ativado por VC, em H2S04 0,5 mol L', na faixa de potencial de
0V a1,5YV, por 15 ciclos, com velocidade de varredura de 50 mV s-
(Janjani et al., 2022; Serrano et al., 2020).

e SPCE foi ativado por VC, em H2S04 0,1 mol L™, na faixa de potencial de
-0,3V a 1,2V, por 15 ciclos, com velocidade de varredura de 50 mV s™*

(Ramanaviciene; Ramanavicius, 2004).

Em cada procedimento, o SPCE foi mergulhado em 10,0 mL de solucéo de
ativagao e realizado as varreduras conforme descritas a cima. Em seguida, o eletrodo
foi lavado com agua ultra pura e a ativagao foi avaliada por CV na faixa de potencial
de -0,3 a 0,8V em uma taxa de varredura de 50 mV s~ e step de potencial de 5 mV
e por EIS em um intervalo de frequéncia de 100 kHz to 0.01 Hz e amplitude potencial
de 10 mV, usando 10,0 mL de sonda redox de [Fe(CN)e]*”#~ 5,0 mmol L-' em KCI 1,0

mol L™', como eletroélito suporte.

4.3.2 Construgao do sensor MIP/PPy

O SPCE previamente ativado foi submetido a deposigcao eletroquimica do
filme de PPy. A otimizagao dos parametros da eletrossinte baseou-se nas condigoes
relatadas em artigos publicados na literatura. Assim sendo, em condigbes otimizadas,
a eletropolimerizagéo foi conduzida com 80 pyL de uma solu¢do desaerada contendo
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0,3 mol L' de Py, 40 ug mL~" de proteina S e 0,01 mol L~" de KCI, em PBS 50 mmol
L™ (pH 7,3) (Ma et al., 2017; Ramanavicius et al., 2010; Zeng; Huang; Ma, 2017). Essa
solugao foi previamente preparada e mantida sob refrigeragéo a 4 °C por 30 min, antes
de seu uso. A eletropolimerizagédo sucedeu por CV na faixa de potencial de -0,2 V a
1,2 V, por 4 ciclos, com velocidade de varredura de 100 mV s (Kan et al., 2012;
Rebelo et al., 2019; Wang; Zhu; Zhang, 2014; Zeng; Huang; Ma, 2017).

ApOs a eletropolimerizagao, o eletrodo modificado foi incubado em 10,0 mL
da solugéo extratora (10% HAc e 0,2% SDS) por 1 h para a remogéo da proteina S
incorporada (Ayankojo et al., 2022; Navakul et al., 2021). Como controle, o NIP/PPy
foi preparado e tratado exatamente da mesma maneira. As etapas da construgao do
sensor eletroquimico sdo mostradas na Figura 17.

Cada etapa da preparacédo do sensor foi caracterizada por CV na faixa de
potencial de -0,3 a 0,8 V em uma taxa de varredura de 50 mV s™' e step de potencial
de 5 mV e por EIS em um intervalo de frequéncia de 100 kHz a 0,01 Hz e amplitude
potencial de 10 mV, usando 10,0 mL de sonda redox de [Fe(CN)s]*’4~ 5,0 mmol L™’

em KCI 1,0 mol L™', como eletrdlito suporte.
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Figura 17 — Esquema ilustrativo do processo de fabricagao dos sensores MIP/PPy e NIP/PPy.
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Fonte: a propria autora.
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4.4 ENSAIOS DE RELIGACAO DA PROTEINA S

Os ensaios de religacao da proteina S foram realizados sob duas condigdes.
Sob condigdes otimizadas, na primeira 5 yL de 10 ng mL~' de proteina S preparada
em PBS 50 mmol L™' foram depositados na superficie do sensor MIP/PPy e deixados
secar por 40 min. O volume de 5 pL usado, foi escolhido com intuito da gota ficar
apenas sobre o eletrodo de trabalho, garantindo que toda massa de proteina S usada
para a religagdo fosse seca sobre o filme polimérico. Na segunda, 30 uL de 100 fg
mL™" de proteina S preparada em PBS 0,5 mmol L' foram depositados sobre a
superficie do sensor MIP/PPy e uma etapa de pré-concentragdo foi realizada
aplicando um potencial controlado de 0,6 V por 1 minuto, utilizando a técnica de
cronoamperometria. Ao final de cada ensaio de religacao o eletrodo foi enxaguado
com agua ultrapura e o monitoramento da religacdo da proteina S foi realizado
mergulhando o sensor MIP/PPy em 10,0 mL de solugdo de KCI 1,0 mol L' contendo
5,0 mmol L' de sonda redox [Fe(CN)e]>*’*. A corrente de pico anddico foi medida
usando voltametria de pulso voltamétrico (DPV, do inglés Differential pulse
voltammetry) na faixa de potencial de -0,2 a 0,5 V (taxa de varredura de 100 mV s,
com potencial de passo de 5 mV, amplitude de pulso de 100 mV e tempo de pulso de
5,0 s).

4.5 PERFORMANCE ANALITICA DO SENSOR MIP/PPY

A resposta do sensor para a proteina S foi obtida calculando a variagao das

correntes de pico anddico da sonda redox [Fe(CN)e]3>/#, como segue:

Al =1y— 1 (1)

onde I, e I representa, respectivamente, as medidas antes e depois do ensaio
de religagao com solugao de proteina S ou das amostras clinicas. O sinal referente ao
branco (PBS) foi subtraido das medidas realizadas.

A curva analitica foi construida pelo método de calibragcao externa a partir das
respostas obtidas apods a religagao de diferentes concentragdes de proteina S em 0,5
mmol L' de PBS. O limite de detecgdo (LD) e limite de quantificagdo (LQ) foram
calculados de acordo com a recomendagao da IUPAC (Long; Winefordner, 1983),
definida como:



59

LD = 3std/m (2)
LQ = 10std /m (3)

onde std é o desvio padrao de 10 determinagcdes em branco e m € a inclinacio

da curva analitica.

4.6 ENSAIOS DE SELETIVIDADE, ESTABILIDADE E REUSABILIDADE

A seletividade do sensor MIP/PPy em relagdo a proteina S foi avaliada
comparando as respostas da religagcao de outras proteinas como HSA (67 kDa, pl
4,7), HigG (152 kDa, pl 8,8), antitripsina (52 kDa, pl 4,4), transferrina (80 kDa, pl 5,5)
e lisozima (13 kDa, pl 10,7) nas mesmas concentragdes utilizadas para proteina S
(100 fg mL~") em 0,5 mmol L~" de PBS e utilizando a etapa de adsorgdo em potencial
controlado.

A estabilidade de MIP/PPy também foi investigada por um periodo de 14 dias
por meio da fabricagao de varios sensores. Os sensores foram armazenados a4 °C e
as respostas obtidas, ao longo dos dias avaliados, foram comparadas com a resposta
inicial (t = 1), realizada no mesmo dia que os sensores foram fabricados.

A fim de verificar a reutilizacdo do sensor MIP/PPy, a sua reusabilidade foi
investigada. Neste intuito, apdés a primeira religacdo o eletrodo foi submetido
novamente ao processo de remocdo da molécula molde usando HAc e SDS por 1

hora e em seguida realizada uma segunda religagao.

4.7 PREPARACAO E COLETA DAS AMOSTRAS CLINICAS

A coleta das amostras foi realizada em tubos Falcon de 50 mL apds alguns
minutos do paciente ingerir um copo com agua, que teve como objetivo facilitar a
amostragem, evitando qualquer tipo de tratamento prévio e minimizando a presenga
de possiveis residuos alimentares (Fabiani et al., 2021). Um volume de
aproximadamente 5,0 mL de saliva foi coletado. As amostras foram analisadas por
RT-PCR pelos alunos do Laboratério de Microbiologia coordenado pela Prof? Sueli
Fumie Yamada-Ogatta, sendo conduzido de acordo com a aprovagao do Comité de

Etica em Pesquisa envolvendo Seres Humanos da Universidade Estadual de Londrina
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— CEP/UEL e do Comité Nacional de Etica em Pesquisa (CEPE), orientacdo (CAAE:
32492720.9.0000.5231). A escolha da amostragem clinica deveu-se a maior
simplicidade e menor desconforto na coleta.

Para a detecgéo eletroquimica, as amostras de saliva foram diluidas 200
vezes com 0,5 mmol L' de PBS (pH 7,3). Foram analisadas dez amostras clinicas de
pacientes saudaveis e trés amostras de pacientes infectados pelo virus SARS-CoV-2.
As amostras negativas foram enriquecidas com duas concentragbes diferentes de
solugéo padréo de proteina S (65 e 100 fg mL™") e os resultados de recuperagao foram

avaliados. As amostras analisadas, foram posteriormente armazenadas a —80 °C.

4.8 ANALISE DAS AMOSTRAS CLINICAS

A deteccao eletroquimica foi realizada depositando uma aliquota de 30 pL da
amostra diluida na superficie do sensor MIP/PPy. A etapa de adsorgao/pré-
concentracéo foi realizada aplicando um potencial de 0,6 V por 1 min. Apés a religagao
da proteina S, o eletrodo foi enxaguado com agua deionizada e submetido a medigdes

de DPV na sonda redox. As amostras foram analisadas em duplicata (n = 2).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 PREPARACAO E OTIMIZACAO DO SENSOR MIP/PPY

5.1.1 Ativagéo do eletrodo

O conceito de ativacdo em eletrodos de carbono esta relacionado com a
presenca de grupos funcionais em sua superficie, por exemplo, hidroxilicos e
carboxilicos, que atuam como mediadores nos processos de troca eletrbnica entre
eletrodo e espécie eletroativa (Churinsky; Grgicak, 2014).

As superficies dos eletrodos impresso néao podem ser limpas por abrasao,
sendo aplicados comumente procedimentos eletroquimicos que promovem a
oxidacéo do eletrodo de trabalho. A ativacao eletroquimica é realizada pela reducao
ou oxidacdo dos grupos funcionais na superficie, fazendo uso de técnicas como a
voltametria ciclica (Churinsky; Grgicak, 2014). Esta etapa, aumenta a quantidade de
grupos funcionais carbono-oxigénio na superficie e remove possiveis contaminantes
da superficie (Cui et al., 2001). A magnitude e a reversibilidade do sinal séo
melhoradas porque ha um aumento na quantidade de sitios ativos no eletrodo (Wang
et al., 1996). Portanto, o procedimento de ativacdo promove o aprimoramento da
cinética de transferéncia de carga na superficie do eletrodo, como a melhor adesao
do polimero devido a adi¢gdo dos grupos funcionais (Churinsky; Grgicak, 2014).

Assim, visando a ativacéo da superficie do SPCE, foram avaliados diferentes
procedimentos de ativagéo, usando KCI 0,1 mol L™!, H2SO4 0,1 mol L™' e H2S04 0,5
mol L™'. Apds o procedimento de ativagdo, os eletrodos ativados e o eletrodo ndo
ativado foram avaliados por voltametria ciclica e espectroscopia de impedancia
eletroquimica mergulhando os eletrodos em uma cela eletroquimica contendo 10,0
mL da sonda redox [Fe(CN)s]*4~ 5 mmol L™! com eletrdlito suporte KCI 1,0 mol L™'. O
aumento dos valores de corrente de pico (Ip) com o eletrodo ativado, como a redugao
da resisténcia da solugédo (Rs) e da resisténcia a transferéncia de carga (Rct), séo
fatores que podem ser relacionados a um aumento da area superficial eletroativa
proporcionada pelo pré-tratamento eletroquimico (Cui et al., 2001).

Na Figura 18 s&o apresentados os voltamogramas ciclicos e os espectros de

impedancia para os tratamentos de ativagao realizados.
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Figura 18 — Voltamogramas ciclicos (A) e diagramas de Nyquist (B) para os eletrodos
impressos de carbono, ndo ativado e ativados com KCI 0,1 mol L' e H2SO4 0,1 € 0,5
mol L=" em sonda redox. Condigdes de medidas: ferricianeto de potassio 5,0 mmol L™’
e KCI 1,0 mol L™" como eletrdlito suporte, velocidade de varredura na CV de 50 mV
s™! e intervalo de frequéncia na EIS de 100 kHz a 0.01 Hz.
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Fonte: a prépria autora.
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Apos as ativagdes, o perfil voltamétrico da sonda se mantém constante, e
observa-se uma reducéo na corrente capacitiva dos eletrodos impressos. Quanto ao
comportamento do eletrodo em solugdo de ferricianeto, durante a varredura de

potencial foi observado nos voltamogramas o perfil caracteristico ao par redox:
[Fe(CN)g]*>~ + e~ = [Fe(CN)s]*".

As correntes de pico anddico (lpa) € catddico (Ipc), as relagdes de lpa/lpc € AEp,
assim como os valores de Rs e Rct para o par redox nos eletrodos nido ativado e

ativados estao resumidos na Tabela 1.

Tabela 1 — Parametros voltamétricos e de impedancia eletroquimica para os SPCEs
nao ativado e ativados com KCI 0,1 mol L' e H2S04 0,1 e 0,5 mol L™'. Condigbes de
medidas: ferricianeto de potassio 5,0 mmol L=' em KCI 1,0 mol L.

AE

Eletrodo Ipa (MA)  lpc (MA)  lpallpc (m\;’) Rs (Q) Rct(Q)
N&o Ativado 65,683 70,590 0,930 131  120,2 3057
Ativado KCI 0,1 mol L 50,050 51,865 0,965 113 1153 2483

Ativado H2S04 0,1 mol L' 78,039 78,830 0,989 89 103,6 143,3
Ativado H2S04 0,5 mol L' 68,875 70,032 0,983 100 123,6 161,8

Fonte: a propria autora.

Para os trés tratamentos foi observado melhorias nas caracteristicas
eletroquimicas do SPCE, como a reducéo nos valores de AE; e Rct. Embora os valores
observados para AEp foram superiores ao valor de referéncia para sistemas
reversiveis (59 mV) (Greef; Peattie; Peter, 1990), a razéo lpa/lpc foi préoxima de 1,
indicando que sao sistemas reversiveis.

A EIS é uma técnica eficaz para monitorar as propriedades de interface de
eletrodos modificados. Geralmente, o espectro de impedéancia inclui uma parte
semicircular e uma parte linear. A parte linear em frequéncias mais baixas
corresponde ao processo de difusdo, enquanto o didmetro do semicirculo em
frequéncias mais altas € equivalente a resisténcia de transferéncia de cargas que
revela a cinética de transferéncia de elétrons da sonda redox e pode ser estimada
usando o circuito equivalente de Randles (Carvalho; Andrade; Bueno, 2006),

conforme mostrado a seguir:
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W Rs Rer ZRe

onde Rs representa a resisténcia da solugao, Rct representa a resisténcia a
transferéncia de carga, Cal se refere a capacitédncia da dupla camada elétrica e Zw se
refere a impedancia de Warburg, associada a difusdo das espécies eletroativas da
solugdo em diregao a superficie do eletrodo. Ao lado, € mostrado uma representagao
do modelo de um espectro de impedancia eletroquimica (grafico de Nyquist),
ilustrando o sinal de impedancia real (ZR°) e impedancia imaginaria (Z'™) para
determinacado de Rct (Hernandez et al., 2020).

Dentre os tratamentos avaliados, a ativagdo com KClI foi o procedimento menos
favoravel, ndo sendo alcangado melhorias no processo de transferéncia eletronica, o
que pode estar relacionado ao potencial e a quantidade de ciclos superiores
empregados. A ativagado com acido sulfurico em ambas as concentragdes resultou em
melhorias significativas no processo de transferéncia eletrbnica, conforme
evidenciado pela redugao expressiva no valor de Rct. A condi¢ao de ativacdo com
H2S04 0,1 mol L', variando o potencial de eletrodo de -0,3 V a 1,2 V, apresentou o
maior ganho de corrente. Além disso, a analise do diagrama de Nyquist revelou uma
redugdo no semicirculo apds a ativagao com H2S04 a 0,1 mol L™, corroborando com
os resultados obtidos na voltametria ciclica. Portanto, esta condi¢ao foi selecionada

para as proximas etapas.

5.1.2 Efeito da concentragao do pirrol na eletropolimerizagao

Visando a determinagao da proteina S em amostras clinicas, a otimizacao da
sintese do MIP é fundamental para que o sensor alcance a melhor sensibilidade
analitica. Os principais parametros otimizados foram a concentragdo do monémero e
da molécula molde, a concentragao da proteina S utilizada na etapa de religagéo, o
numero de ciclos, bem como o tempo de remog¢ao da molécula molde.

Inicialmente, a concentracdo do monémero na eletropolimerizagcao foi
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investigada, pois influencia diretamente a espessura e a quantidade do molde
impresso na matriz polimérica (Kan et al., 2012). Para este experimento, os MIPs
foram preparados em solugdes contendo 40 ug mL™! de proteina S como modelo sob
diferentes concentragdes de Py (0,01 a 0,4 mol L™") e utilizando 4 ciclos de varredura
de -0,2 a 1,2 V. A remogao da proteina S foi realizada com solu¢gdo de HAc 10,0%
(v/v) contendo SDS 0,2% (m/v) durante 2 h e o ensaio de religacéo foi realizado com
5,0 uL de 100 ng mL~" proteina S, que foi incubada durante 40 min na superficie do
eletrodo.

Potenciais superiores a 1,2 V foram evitados na sintese do filme, pois,
segundo a literatura, este potencial induz a eletrdlise da agua e/ou superoxidagao da
camada PPy formada. Esses fendmenos s&o indesejaveis uma vez que conduzem a
formacao de uma pelicula de PPy facilmente destacavel da superficie do eletrodo.
Além disso, é relatado a formacao de uma camada de PPy menos reprodutivel, estavel
e de menor condutividade (Ramanavicius; Oztekin; Ramanaviciene, 2014,
Ramanavicius, A.; RamanaviCiene; Malinauskas, 2006).

Na Figura 19 sado apresentados os voltamogramas ciclicos obtidos na
eletropolimerizagcdo dos MIPs usando diferentes concentragdes de Py, sendo o
primeiro ciclo identificado pela cor vermelha e os demais ciclos obtidos pela cor preta.

A formacao do PPy é confirmada nos voltamogramas pela presenga de um
pico de oxidagcdo em 0,8 V, correspondente a formagao de cations radicais do pirrol.
Esses cations contribuem para o crescimento do filme polimérico (Falone; Buffon;
Stradiotto, 2022; Zeng; Huang; Ma, 2017). O processo de redugao correspondente
nao é observado nos voltamogramas ciclicos, indicando um sistema irreversivel. Com
0 aumento do numero de ciclos, ha uma diminuicdo na intensidade da corrente
anddica evidenciando o crescimento continuo do filme polimérico (Falone; Buffon;
Stradiotto, 2022; Zeng; Huang; Ma, 2017). Essa diminuigdo no sensor MIP/PPy
também pode ser atribuida a presenca da proteina S, um molde nao eletroativo, que
ao ser aprisionada na matriz polimérica, torna o processo de eletrodeposi¢cao mais
dificil a cada novo ciclo (Chen et al., 2012; Ozkorucuklu; Sahin; Alsancak, 2008).
Durante a eletropolimerizagdo a proteina atua como um dopante, compensando o

excesso de cargas positivas na cadeia do polipirrol promovendo um equilibrio.
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Figura 19 — Voltamogramas ciclicos obtidos durante a eletropolimerizagao dos
sensores MIP/PPy em diferentes concentragdes do pirrol. Condigbes de sintese: KCI
0,01 mol L', PBS 50 mmol L™ (pH 7,3), proteina S 40 ug mL™" e 4 ciclos na
eletropolimerizagdo. Faixa de potencial aplicada entre -0,2 a 1,2 V, velocidade de

varredura de 100 mV s'.
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Fonte: a propria autora.

A proteina spike subunidade S1 usada como modelo, em pH 7,3 assume uma
conformacao estavel na forma aberta, com locais de potencial eletrostatico negativo e

residuos de aminoacidos que formam ligagées de hidrogénio essenciais (Mori et al.,
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2021; Pramanick et al., 2021; Xie et al., 2022). Assim, com base neste principio, 0
aprisionamento da proteina durante a eletrossintese pode ocorrer de forma mais
organizada, possivelmente mediada por interagdes eletrostaticas e ligagbes de
hidrogénio. As interagbes de hidrogénio da glicoproteina spike do SARS-CoV-2
podem ocorrer entre 0s grupos aminas da proteina com os grupos —NH no anel pirrol
e com grupos carboxila, carbonila e hidroxila parcialmente formados durante a
oxidagao parcial da estrutura PPy na eletropolimerizagdo (Ratautaite et al., 2023;
Zidari€ et al., 2023).

Outra observacéao referente a Figura 19, € a mudanca do perfil voltamétrico
conforme o aumento da concentracdo do mondémero. Em concentragcdes maiores de
pirrol, a resolugdo do pico de oxidagao torna-se menos definida e um aumento nas
correntes faradaica e capacitiva é observado. Essas variagdes podem ser atribuidas
a influéncia da concentracdo do monémero na espessura do filme e na quantidade de
moléculas depositadas na matriz polimérica, o que causa alteragcbes no
comportamento eletroquimico (Kan et al., 2012).

A resposta analitica para os sensores MIP/PPy e NIP/PPy foi monitorada por
DPV usando sonda redox [Fe(CN)s]*~4~ apés a religagao da proteina S. Para todas as
concentragdes de monémero investigadas, a variagao de corrente apos a religagao foi
maior no MIP/PPy do que no NIP/PPy, o que indica que os locais de impressao foram
criados para o modelo (Figura 20). A concentracao ideal de Py foi encontrada em 0,3
mol L™'. Em concentra¢gdes mais baixas, forma-se um filme polimérico mais fino e
espera-se que uma quantidade menor de proteina S tenha sido impressa, dando
assim origem a interagdes pouco eficazes no ensaio de religagdo devido a formagéao
de menos sitios de reconhecimento (Wang et al., 2014). Trabalhos que avaliaram a
deposigao de filmes poliméricos utilizando balanga de quartzo, mostram que filmes
obtidos em concentracbes menores de mondémero apresentam um massa polimérica
deposita menor do que em concentragées maiores (Schweiger et al., 2015).

Por outro lado, concentragdes mais elevadas de monémero podem levar a
formacao de filmes com maior espessura, dificultando o processo de remocao da
molécula molde. Além disso, um filme mais espesso pode gerar alguns dos locais de
reconhecimento que néo sao facilmente acessiveis (Nezhadali; Mehri; Shadmehri,
2018). Outra justificativa seria a proporgdo entre mondmero e molécula molde. Em
concentracbes maiores, pode haver um excesso de Py em solugdo, tornando a

quantidade de proteina S insuficiente para interagir com todos os monémeros Py e
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formar as cavidades de reconhecimento, o que diminui a sensibilidade do eletrodo a

deteccdo da proteina S (Falone; Buffon; Stradiotto, 2022).

Figura 20 — Valores de delta de corrente em fungado da concentragao de pirrol
usada na eletropolimerizagdo dos sensores MIP/PPy e NIP/PPy (n = 3). Condigdes:
proteina S 40 yg mL~', KCI 0,01 mol L™', PBS 50 mmol L™ (pH 7,3) e 4 ciclos na
eletropolimerizagéo; religagdo com 100 ng mL™" de proteina S; medias em sonda
redox [Fe(CN)es]*7#~ 5,0 mmol L™' em KCI 1,0 mol L™".
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Fonte: a propria autora.

As afirmagdes mencionadas sao confirmadas pelos voltamogramas na Figura
21. A medida que a concentragdo de Py aumenta, ha um aumento significativo nas
correntes de pico anddico do sensor MIP/PPy apds a remogao da proteina S, que esta
relacionado a maior quantidade de sitios de reconhecimento gerados, resultante da
espessura do depdsito e da quantidade de molécula impressa na matriz polimérica
(Wang et al., 2014).

Quando a proteina é religada ocorre um bloqueio na transferéncia eletrénica
da sonda redox, o que leva a uma reducao da corrente observada. Essa variacao é
mais significativa nos MIP/PPy formados com maiores concentragdes de pirrol,
corroborando com o indicativo desses filmes possuirem a presenca de um maior
numero de sitios de interagdo. Portanto, 0,3 mol L™" Py foi definido como a

concentracao ideal para os experimentos posteriores.
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Figura 21 — Voltamogramas de pulso diferencial para sonda redox [Fe(CN)e]>74"
antes e apos religagdo de 100 ng mL™" de proteina S em sensores MIP/PPy

fabricados com diferentes concentracdes de Py. Condicoes:

sonda redox
[Fe(CN)e]*’*~ 5 mmol L™' em KCI 1 mol L™".
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5.1.3 Efeito da concentracao da proteina S na religagao

A concentracdo de proteina S na etapa de religacao foi investigada na faixa de 1
a 100 ng mL~" (Figura 22). Como observado, existe uma forte dependéncia entre a
concentragcdo de religagdo no reconhecimento seletivo do sensor MIP/PPy, mas,
quase nenhuma para o NIP/PPy. Esses resultados evidenciam que a resposta no
sensor NIP/PPy é atribuida a existéncia de ligagdes nao especificas, tendo em vista a
auséncia de sitios impressos. Ao reduzir a concentragao inicialmente utilizada de
proteina S para 10 ng mL~" foi observado um aumento na variagao de corrente. Estes
resultados indicam que em concentragdes mais elevadas de proteina S (100 ng mL™")
pode levar a ma orientacdo da proteina em direcdo aos locais impressos, tornando a
religagéo seletiva menos eficaz. Como a concentragiao de 10 ng mL™" apresentou a

melhor resposta, ela foi adotada em experimentos subsequentes.

Figura 22 — Valores de delta de corrente em fungdo da concentragao de proteina
S na etapa de religagédo para os sensores MIP/PPy e NIP/PPy (n = 3). Condigdes:
Py 0,3 mol L™, proteina S 40 yg mL™", KCI 0,01 mol L™', PBS 50 mmol L' (pH 7,3)
e 4 ciclos na eletropolimerizacdo; medidas em sonda redox [Fe(CN)s]*#~ 5,0 mmol
L-"em KCI 1,0 mol L.
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Fonte: a propria autora.
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5.1.4 Efeito da concentracdo da proteina S na eletropolimerizagao

A relagao entre o monémero e o molde é determinada experimentalmente e pode
variar dependendo da técnica de polimerizagao e das propriedades especificas do
molde e do sistema em estudo (RamanaviCius, A.; Ramanaviciene; Malinauskas,
2006). Portanto, a otimizacdo experimental é fundamental para alcangar uma taxa
ideal de incorporagao eficiente e controlada de biomoléculas no filme de PPy. Neste
sentido, a otimizagdo da concentragdo da molécula molde na eletropolimerizagao do
sensor MIP/PPy foi estudada na faixa de 10 a 60 uyg mL™" e os resultados obtidos

estdo apresentados na Figura 23.

Figura 23 — Valores de delta de corrente em fungdo da concentragao de proteina
S usada na eletropolimerizagao do sensor MIP/PPy (n = 3). Condig¢bes: Py 0,3 mol
L=', KCI 0,01 mol L™" e PBS 50 mmol L' (pH 7,3), 4 ciclos de eletropolimerizagio;
religacéo realizada com 10 ng mL~" proteina S; sonda redox [Fe(CN)s]*7#~ 5,0 mmol
L-"em KCI 1,0 mol L.
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Fonte: a propria autora.

Como observado, a variagao de corrente de pico anddico aumenta com o
incremento na concentragao de proteina S até atingir o valor 6timo de 40 ug mL™". Em

concentragdes inferiores a 10 ug mL™"' a quantidade de proteina S é provavelmente
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insuficiente para interagir com o Py e formar cavidades de reconhecimento. No
entanto, em concentragdes superiores a 60 ug mL™' o desempenho analitico do
sensor € reduzido devido ao desequilibrio na propor¢cao entre monémero e molécula
molde. Isso parece resultar na orientagdo inadequada da proteina S durante a
eletropolimerizagdo, diminuindo o numero de locais de reconhecimento.
Adicionalmente, uma maior quantidade de proteina S pode levar o aprisionamento dos
moldes muito proximos uns dos outros, e, apos a lavagem, os sitios de
reconhecimento formados podem néo apresentar formas tridimensionais adequadas
ao modelo, mas sim cavidades largas devido a jungao desses sitios proximos,
reduzindo a capacidade de reconhecimento. Resultados semelhantes foram relatados
na literatura (Nezhadali; Mehri; Shadmehri, 2018; Ratautaite et al., 2022).

5.1.5 Efeito do numero de ciclos na eletropolimerizagao

Outro parametro que impacta diretamente a espessura do filme € o numero
de ciclos utilizados (Devkota et al., 2018; Falone; Buffon; Stradiotto, 2022). Conforme
mostrado na Figura 24, a maior variacao de corrente obtida apds a religacdo da
proteina S, usando o sensor MIP/PPYy, foi alcangada quando o mesmo foi sintetizado
usando 4 ciclos de varredura.

A resposta analitica esta relacionada a quantidade de sitios de
reconhecimentos formados e disponiveis no filme polimérico. Sendo assim, 2 ciclos
foram insuficientes para criar um numero adequado de cavidades impressas, por
produzir um filme mais fino (Ayankojo et al., 2022). Isso pode ser confirmado pelos
voltamogramas na Figura 25, que apos o processo de remogao da molécula molde a
corrente registrada pelo MIP/PPy nao foi expressiva. Consequentemente, apos a

religacao a variacao da corrente também nao foi muito significativa.
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Figura 24 - Valores de delta de corrente em fungcdo do numero de ciclos
empregado na eletropolimerizagdo do sensor MIP/PPy (n = 3). Condigdes: Py 0,3
mol L™, proteina S 40 yg mL~", KCI 0,01 mol L' e PBS 50 mmol L™" (pH 7,3) na

eletropolimerizagéo; religagdo com 10 ng mL™" proteina S, medidas em sonda redox
[Fe(CN)e]*#~ 5,0 mmol L™* em KCI 1,0 mol L.
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Fonte: a propria autora.

Figura 25 — Voltamogramas de pulso diferencial para sonda redox [Fe(CN)e]>74
referente ao estudo da quantidade de ciclos na eletropolimerizacdo para obtencao
do sensor MIP/PPy em resposta a religagdo de 10 ng mL™" proteina S (n = 3).
Condigbes: Py 0,3 mol L™, proteina S 40 ug mL~', KCI 0,01 mol L~" e PBS 50 mmol

L=" (pH 7,3) na eletropolimeriza¢éo; medidas em sonda redox [Fe(CN)s]*~#~ 5,0 mmol
L-"em KCI 1,0 mol L.
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Fonte: a propria autora.

Com 10 ciclos, provavelmente o filme formado apresenta uma espessura
maior. A formacao de um filme mais espesso dificulta a remog¢ao da molécula molde
por estar mais profundamente aprisionada, gerando uma quantidade menor de
cavidades impressas e que podem ser menos acessiveis ao processo de reconexao,
o que justifica a diminuicdo da sensibilidade do sensor MIP/PPy (Falone; Buffon;
Stradiotto, 2022; Kan et al., 2012; Nezhadali; Mehri; Shadmehri, 2018). Assim, é
possivel observar nos voltamogramas, para o filme obtido com 10 ciclos, correntes
inferiores apd6s a remocgdo e religagdo da proteina S. Este comportamento é
semelhante quando foi utilizado uma maior concentragdo de Py na
eletropolimerizacéo.

Ademais, ao utilizar 20 ciclos a espessura MIP/PPy tende a ser muito maior,
dando origem a um filme ndo condutor com auséncia de corrente de pico para a sonda
redox [Fe(CN)e]>~. Mesmo assim, a religagéo foi realizada, porém nenhum sinal foi
observado. Portanto, pode-se afirmar que na espessura conferida com 4 ciclos, a
proteina S foi adequadamente aprisionada no filme, gerando locais de
reconhecimento de alta afinidade apés a remog¢dao do modelo. Com base nos

resultados alcangados, 4 ciclos de varredura foram adotados como condigao ideal.

5.1.6 Otimizacao do tempo de remocao da molécula molde

Uma etapa crucial no preparo de um MIP é a remocédo da molécula molde.
Apesar da molécula alvo ser incorporada no polimero obtido, € frequente a dificuldade
em remové-la de forma a criar as cavidades especificas (Tarley; Sotomayor; Kubota,
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2005). Desta forma é necessario estudar as condi¢ées que garantam uma remogao
eficiente.

Para a remogdo da molécula molde em sensores eletroquimicos algumas
estratégias sao utilizadas: oxidagao-redugdo do molde no polimero pela aplicagéo de
potencial eletroquimico, com uso de solventes que interagem fortemente com o
polimero e podem levar ao inchago da espinha dorsal necessaria para a liberacdo do
modelo (El Sharif et al., 2022; Erdossy et al., 2016), uso de solventes acidos ou
basicos para interromper as interagdes eletrostaticas entre proteina e polimero
(Lorenzo et al., 2011) ou pela remocao fisicamente assistida (via ultrassom, micro-
ondas ou extragdes liquidas pressurizadas) (Mazouz et al., 2020; Ozkorucuklu; Sahin;
Alsancak, 2008). Neste trabalho, foi avaliada a remog¢ao da proteina S usando uma
solugao acida de HAc 10% (v/v) contendo 0,2% (m/v) de SDS e o tempo de remogao
da molécula molde investigado foi na faixa de 30 minutos a 2 horas.

O &acido acético é responsavel por promover a remogao pela repulsao
eletrostatica entre o filme e a proteina S, enquanto o SDS é responsavel pela
desnaturacao proteica. Esse procedimento € bem estabelecido e frequentemente
empregado no desenvolvimento de sensores MIP (Ayankojo et al., 2022; Cennamo et
al., 2021; Chen et al., 2012; Navakul et al., 2021; Raziq et al., 2021; Zeng; Huang; Ma,
2017).

Conforme mostrado na Figura 26, € possivel observar que o tempo de
remocao da molécula molde influencia no desempenho analitico do sensor MIP/PPy,
enquanto quase nenhuma variagao é observada no NIP/PPy. Este perfil de resposta
€ um forte indicativo da formacao das cavidades impressas no MIP, sendo que 1 hora
foi suficiente para remover a proteina S da rede polimérica e para criar cavidades de

religacao.
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Figura 26 — Valores de delta de corrente obtidos no estudo do efeito do tempo de
remogao da proteina S usando HAc 10% e SDS 0,2% para os sensores MIP/PPy e
NIP/PPy (n = 3). Condigbes: Py 0,3 mol L™, proteina S 40 ug mL~", KCI 0,01 mol L™,
PBS 50 mmol L™ (pH 7,3) e 4 ciclos na eletropolimerizagéo; religagdo com 10 ng mL™"
de proteina S; medidas em sonda redox [Fe(CN)s]*4~ 5,0 mmol L' em KCI 1,0 mol
L.
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Fonte: a propria autora.
5.2 AVALIACAO DA REUSABILIDADE DO SENSOR MIP/PPY

Apos otimizar todos os parametros da construgdo do sensor MIP/PPy, a
reusabilidade do sensor foi avaliada submetendo o eletrodo a uma segunda etapa de
remocao e religacdo. Para a religagdo foram usados 5 uL de 10 ng mL~" de proteina
S. Os resultados obtidos sdo mostrados na Figura 27.

A partir da analise dos resultados é possivel observar que apds a segunda
etapa de remogao o sensor ndo apresentou o mesmo desempenho. A eficiéncia de
remocao da proteina S no segundo procedimento foi de 81% comparado a primeira
vez. Adiante, ao submeter o sensor a segunda religagao, foi observado uma redugéao
na variacao de corrente de aproximadamente 50% em relacdo a primeira vez,

indicando que uma menor quantidade de proteina S foi religada no sensor,
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provavelmente, devido a menor disponibilidade de sitios de interagcao apds a segunda
lavagem com HAc e SDS. Resultados semelhantes foram obtidos por Szunerits e
colaboradores, que relatam que a tentativa de regenerar a superficie do sensor
desenvolvido para detecgdo de SARS-CoV-2 resultou em diminuigdo do desempenho
e, além disso, reportam que essa reducao teve um grande efeito principalmente nas
amostras negativas, com respostas falsas positivas (Szunerits et al., 2022). Dessa

forma, a intengéo de reutilizar o sensor foi descartada.

Figura 27 - Valores de corrente obtidos para proteina S no estudo de
reusabilidade do sensor MIP/PPy (n = 3). Condi¢bes: tempo de remogao de 2 h,
religagdo com 10 ng mL™" de proteina S, medidas em ferricianeto de potassio 5,0
mmol L=" em KCI 1,0 mol L.
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Fonte: a propria autora.

5.3 CARACTERIZACAO ELETROQUIMICA

O comportamento eletroquimico dos sensores MIP/PPy e NIP/PPy foi
avaliado apds cada etapa de sintese por voltametria ciclica e espectroscopia de
impedancia eletroquimica, no potencial de meia onda, utilizando a sonda
[Fe(CN)e]*>* na concentragdo de 5 mmol L' em KCI 1,0 mol L™'. A voltametria de
pulso diferencial usada como técnica de deteccdo também foi utilizada para
caracterizar os sensores, uma vez que proporciona uma melhor visualizagdo dos

resultados obtidos pela voltametria ciclica (Figura 28).
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Conforme mencionado anteriormente, na Sessao 5.1.1, foi observado um
aumento nas correntes de pico nos voltamogramas ciclicos para o SPCE apos a
ativagdo com H2S0s 0,1 mol L™'. Apds a eletropolimerizagdo, o sensor MIP/PPy
mostrou uma camada superficial altamente capacitiva, o que evidencia a formagao do
filme polimérico (Figura 28A). Esse aumento esta relacionado a estrutura e
propriedades do material polimérico. Filmes de polipirrol geralmente apresentam uma
area superficial efetiva significativamente maior do que eletrodos de carbono. Essa
maior area superficial, proporciona uma maior interacdo com o eletrélito e,
consequentemente, ampliando a corrente capacitiva. A presenga da proteina S,
aprisionada na superficie do filme polimérico, por se tratar de uma molécula nao
eletroativa, também pode aumentar a corrente capacitiva (Tabrizi et al., 2022;
Hashemi et al., 2021; Ramanavicius et al., 2010), o que justifica a corrente capacitiva
mais expressiva no sensor MIP/PPy comparado ao sensor NIP/PPy (Figura 28B).
Outro fator importante € que, durante a polimerizagao eletroquimica do polipirrol, ions
do eletrdlito sdo incorporados ao filme. Esses ions podem ser adsorvidos e
dessorvidos de forma reversivel durante os processos de carga e descarga,
contribuindo ainda mais para a resposta capacitiva do material (Ates, 2011;
Schalenbach et al., 2023).

Apos a remogéo da proteina S, foi observado um leve aumento na corrente
de pico, bem como uma reducgao da corrente capacitiva nos voltamogramas ciclicos.
Comportamento semelhante foi identificado no sistema NIP/PPy, embora com um
aumento de corrente mais sutil. Isso ocorre porque a remog¢ado da molécula molde
facilita a transferéncia eletronica pela sonda redox na superficie do filme polimérico,

favorecendo o aumento da corrente.
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Figura 28 — Voltamogramas ciclicos, voltamogramas de pulso diferencial e diagramas
de Nyquist para sonda redox [Fe(CN)e]>”*~ referente as etapas de fabricagido dos
sensores MIP/PPy (A, C e D) e NIP/PPy (B, D e F). Condicdes: eletropolimerizagao
realizada com Py 0,3 mol L™, proteina S 40 yg mL™", 4 ciclos; religagdo com 10 ng

mL~" de proteina S; medidas em sonda redox [Fe(CN)s]*”#~ 5,0 mmol L' em KCI 1,0
mol L.
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A partir dos voltamogramas de pulso diferencial, é possivel visualizar essas
alteragdes no comportamento eletroquimico com maior clareza. Na voltametria ciclica,
a corrente capacitiva pode ser significativa, especialmente em superficies de eletrodos
com grandes areas ou em sistemas com altos valores de capacitancia, podendo
dificultar a deteccao de picos de corrente associados aos processos redox, reduzindo,
assim, a sensibilidade da técnica. No entanto, na voltametria de pulso diferencial,
como a corrente € medida antes e no final de cada pulso, a corrente capacitiva é
minimizada, resultando em uma melhor separagdo entre a corrente faradaica
(associada aos processos redox) e a corrente capacitiva, o que proporciona maior
sensibilidade e resolugdo para detectar pequenos picos de corrente redox (Bard;
Faulkner, 1994). Dessa forma, o aumento da corrente observado apds a ativagéo e
apo6s a lavagem para remover a molécula molde é mais evidente na DPV (Figura 28C
e 28D). O aumento da corrente apés a remocado da proteina S é atribuido ao
surgimento das cavidades impressas no polimero, que favorece o processo de difuséo
e a transferéncia eletrénica da sonda redox [Fe(CN)s]*4~ (Wang et al., 2014).

A capacidade de transferéncia eletrénica na superficie dos sensores foi
avaliada por espectroscopia de impedancia eletroquimica. Os valores de resisténcia
a transferéncia de carga (Rct), equivalentes ao didametro do semicirculo dos espectros
de impedancia (Carvalho; Andrade; Bueno, 2006), apdés as etapas de
eletropolimerizagao e a remogao da molécula molde, foram obtidos por meio do ajuste

dos dados experimentais usando o circuito equivalente a seguir:

CPE;, CPE,
N\ N\
77 7
- W
Rct RD

No circuito, Rs representa a resisténcia da solugdo, enquanto Rt refere-se a
resisténcia de transferéncia de carga de alta frequéncia na interface
polimero|eletrdlito. Ry € a resisténcia do polimero. O elemento Zw é identificado como
o elemento de difusdo Warburg, e CPE representa o elemento de fase constante
(Hallik et al., 2006; Kulandaivalu; Zainal; Sulaiman, 2016). A capacitancia da dupla
camada elétrica (Ca) foi substituida por CPE, que descreve um comportamento de

capacitor ndo ideal. Outrossim, no caso de superficies macro—microheterogéneas, ou
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seja, asperas Ou porosas, O Seu USO € necessario para compensar a hao
homogeneidade geométrica e energética da superficie do eletrodo (Ramanavicius et
al., 2010). Isso se aplicada aos sensores desenvolvidos no presente trabalho devido
a morfologia e rugosidade do filme polimérico, como mostrados mais adiante nas
imagens de MEV e AFM.

Os valores extraidos dos graficos das Figuras 28E e 28F foram dispostos na
Tabela 2, e a precisdo dos dados ajustados com o grafico € determinada com base
no X?, que representa a soma dos quadrados das diferengas entre os pontos tedricos
e experimentais, além de limitar o erro percentual no valor de cada elemento nos
circuitos equivalentes ao minimo (Kulandaivalu; Zainal; Sulaiman, 2016). Os valores
do X? no trabalho atual estéo na faixa de 1072 a 1073, indicando um bom ajuste.

De forma geral, observa-se que a formacéao do filme e a presenca da proteina
nao afetam significativamente os valores de Rs, uma vez que esse valor reflete a
resisténcia global do eletrdlito em torno do eletrodo, e ndo localmente préximo a
superficie do eletrodo onde o filme e a proteina S estdo presentes. As diferencas
observadas nos espectros de impedancia eletroquimica apds a eletropolimerizagao
confirmam a deposi¢cdo do filme de PPy nos sensores. A maior resisténcia a
transferéncia de carga (Rct) no sensor MIP/PPy, em comparag¢ao ao NIP/PPy (6383
Q), é atribuida a presenca da proteina S aprisionada no filme polimérico. Os valores
mais elevados de W e os valores mais baixos de CPE1 também estao relacionados a
presenca da proteina, pois as proteinas aumentam a resisténcia a difusao ibnica nas
interfaces eletrodo|solugéo e as caracteristicas estruturais e quimicas das proteinas
aumentam a espessura média da dupla camada, o que reduz os valores de
capacitancia (Ramanavicius et al., 2010).

Por outro lado, quando a proteina S é removida do sensor MIP/PPy, apés a
lavagem com HAc e SDS, e as cavidades impressas sao formadas, observa-se uma
reducdo no diametro do semicirculo. Os valores de Rct e W diminuem de 8797 Q para
4124 Q e de 4277 Q para 2201 Q, respectivamente, e a capacitancia aumenta de
456,7 uF para 561,3 pF.

No sensor NIP/PPy, por ndo conter cavidades impressas, a variagdo nos
valores de Rct apds o processo de lavagem foi mais sutil. Os valores de Rctobservados
para NIP/PPy - apds eletropolimerizagao, e para o NIP-PPy - apds remogéo, foram de
6383 Q e 5206 Q, respectivamente.
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Tabela 2 — Valores de resisténcias (R), capacitancia (Q), resisténcia a difusdo (W) e valor estatistico X? para cada etapa de

fabricagao dos sensores MIP/PPy e NIP/PPy. Condigdes: sonda redox [Fe(CN)s]>”*~ 5 mmol L™" em eletrdlito suporte KCI 1 mol L.

Ca/CPE+ CPE:2
Eletrod Rs (Q Ret (Q W (Q Ro(Q X2
etroao S( ) Q1 (HF) ct ( ) ( ) p( ) QZ (“F)

SPCE nao ativado 120,2 82,0 305,7 1454 - - 2,2x1072
SPCE ativado 115,3 110,0 1433 1120 i i 2 1x10°2
MIP/PPy-apos 208.2 156.7 8797 4277 88,41 613  3,8x102

eletropolimerizagao

MIP/PPy-ap6s remogao 257 4 2613 4124 2201 77.59 490  2.3x107

NIP/PPy-apds 278 1 2330 6383 3180 69,49 548  4,6x102
eletropolimerizagao

NIP/PPy-aps remocao 262.3 255 5 5206 2977 61,84 46,0  6,0x102

Rs: resisténcia da solugdo; Rct: resisténcia de transferéncia de carga na interface polimero|eletrélito; Rp: resisténcia do polimero; Cdl: capacitancia da dupla
camada elétrica; CPE: elemento de fase constante.
Fonte: a propria autora.
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Portanto, os resultados obtidos fornecem evidéncias robustas do
aprisionamento da proteina na superficie do filme do sensor MIP/PPy durante a
eletropolimerizagdo, bem como da sua remog¢do subsequente a lavagem, em

concordancia com os dados obtidos até o momento.

5.4 CARACTERIZACAO MORFOLOGICA

As micrografias obtidas da superficie do eletrodo de trabalho para o MIP/PPy
e o NIP/PPy apds a eletropolimerizagao e a remogao da proteina S sdo mostradas na
Figura 29.

A analise por MEV mostra que o SPCE nao modificado exibe uma superficie
irregular. Apds o processo de eletropolimerizagao, observa-se o surgimento de uma
camada com particulas esféricas, caracteristicas dos filmes de PPy (Rahmati et al.,
2021). De acordo com Lim e colaboradores (2013), o PPy puro apresenta uma
superficie rugosa com uma aparéncia bulbosa.

As mudangas morfologicas superficiais foram mais acentuadas no MIP/PPy,
podendo estar relacionado a influéncia da proteina S na morfologia do filme polimérico
durante a eletropolimerizagdao. O NIP/PPy exibiu mudangas morfolégicas mais sutis,
porém, a formacao do filme polimérico em sua superficie também é visualizada pelo
aparecimento de uma camada com particulas esféricas.

As irregularidades superficiais foram apenas suavizadas apods a
eletropolimerizagao, sugerindo a formacao de um filme fino. Mesmo apdés a lavagem
com HAc 10% (v/v) e SDS 0,2% (m/v), o filme manteve sua estrutura, indicando que
o tratamento acido utilizado para remover a proteina S ndo comprometeu a integridade

do filme polimérico resultante.
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Figura 29 — Imagens de microscopia eletrénica de varredura dos eletrodos SPCE
sem modificagdo, MIP /PPy e NIP/PPy apds a eletropolimerizagdo e, apds a

remogéao para o MIP/PPy e NIP/PPy. Ampliagdes de 6.000 vezes e 30.000 vezes.
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Fonte: a propria autora.
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5.5 CARACTERIZACAO TOPOGRAFICA

A topografia superficial dos eletrodos MIP/PPy e NIP/PPy foi investigada por
AFM (Figura 30), e a analise estatistica dos dados obtidos das imagens esta resumida
na Tabela 3. A rugosidade da superficie foi avaliada calculando o valor da raiz

quadrada média (RMS) sobre uma area de 2 x 2 ym.

Figura 30 — Imagens de microscopia de forca atdmica dos eletrodos SPCE sem
modificagdo, MIP/PPy e NIP/PPy apds a eletropolimerizagédo e, MIP/PPy e NIP/PPy
apos a remogao.
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Fonte: a propria autora.

O SPCE exibiu uma superficie irregular, semelhante as imagens MEV, com
rugosidade de 33,05 + 1,45 nm, valor consistente com dados relatados na literatura
(Zidaric et al., 2023).

Apds a eletropolimerizagdo, observou-se aumento no valor de RMS do
MIP/PPy (42,69 £ 3,57 nm) em comparagao ao SPCE ndo modificado (30,66 + 3,94
nm), indicando a formagao de uma matriz polimérica na superficie do SPCE (Zhang;
Sun; Zhang, 2021; Zidari¢ et al., 2023). Contudo, o NIP/PPy (33,05 + 1,45 nm)
apresentou rugosidade semelhante a este ultimo. Além disso, foram observadas
estruturas circulares, semelhantes as imagens MEV.

A rugosidade da MIP/PPy apds a remogao da proteina S apresentou um
aumento expressivo de 42,69 + 3,57 para 75,54 + 2,31 nm, sendo um indicativo da
remogao bem-sucedida da proteina S da matriz polimérica (Aghoutane et al., 2020;
Waffo et al., 2018). Por outro lado, o NIP/PPy lavado apresentou apenas um ligeiro
aumento na rugosidade, com valor de 36,06 + 3,54 nm. O aumento da rugosidade

pode representar maior area de superficie ativa, resultando em correntes de pico mais
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elevadas nos voltamogramas e uma menor resisténcia a transferéncia de carga nos
espectros de impedancia eletroquimica (Schalenbach et al., 2023), o que corrobora
com os resultados obtidos na caracterizagao eletroquimica. Também é demonstrada
pela analise de AFM a prova de conceito na criagcdo de cavidades impressas no
MIP/PPy.

A altura maxima do pico (Sp) e a altura maxima do pico ao vale (Rt) s&o outros
parametros que fornecem informagdes sobre o processo de impressao quimica da
proteina S (Tabela 3). Os valores de Sp e Rt para MIP/PPy apdés a eletropolimerizagao
foram de 209,4 £ 6,15 e 310,1 £ 5,89 nm, respectivamente, seguidos por um aumento
proeminente de 211,2 + 7,92 nm e 419,2 + 5,23 nm, respectivamente, apos a remogao
da proteina S. Para o NIP/PPy n&o foram observadas grandes diferengas nos valores
de Sp e Rt, antes e depois da remocéao da proteina S, o que denota que o MIP/PPy

possui poros mais profundos que o NIP/PPy (Hashemi et al., 2021).
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Tabela 3 — Resumo dos dados obtidos na analise de AFM para SPCE, MIP/PPy e NIP/PPy antes e apds a remogao da molécula

molde.
Rug’c>'3|dad’e . Rugo§|qade Altura maxima do Profundidade maxima  Altura maxima do
Eletrodo quadratica media media ico (Sp)/(nm) do vale (Sv)((hm)  pico a vale (Rt)/(nm)
(RMS)/(nm) (Sa)/(nm) pico{Sp P
SPCE 3066394 2257 +379 95.8 £ 4.67 112.9+5.16 207.7 +1.91
MIP/PPy apos 4269+357 33,79 +340 2094 +6.15 106.6 + 5,80 3101 + 5,89
eletropolimerizagao
MIP/PPy apos etapa 75.54 + 2,31 60,00 + 7,42 211,2 +7,92 217.1 + 9,39 419.2 + 5,23
de remocéao
NIP/PPy apos
elotropolimorivacao 33054145 2424%571 116,5 + 5,02 164,4 + 6,79 287.2 +3.11
NIP/PPy apos etapa 36,06+354 2737 +7.46 118,3 + 3,46 2043 + 6.01 3155 + 453

de remocgao

Fonte: a propria autora.
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5.6 ANGULO DE CONTATO

Os resultados obtidos na medi¢cdo do angulo de contato (0), permitiram
acompanhar a evolugdo de cada etapa da sintese e classificar as superficies dos
sensores MIP/PPy e NIP/PPy como hidrofébicas (6 = 90°) ou hidrofilicas (6 < 90°)
(Hebbar; Isloor; Ismail, 2017; Yuan; Lee, 2013), sendo que, a
hidrofilicidade/hidrofobicidade pode ser utilizada como um parametro fisico-quimico
pertinente para avaliar a biocompatibilidade de um material projetado. Um polimero
com carater mais hidrofébico € uma propriedade de interesse, com evidéncias
crescentes demonstrando o impacto significativo que essas interagdes hidrofobicas
tém com membranas lipidicas e proteinas (Pearce; O’Reilly, 2021)

Conforme ilustrado na Figura 31, o SPCE demonstra um carater hidrofébico,
e mesmo apods a ativacdo com acido sulfurico esse carater foi mantido. Apos a
eletropolimerizagao, observou-se que o flme de PPy puro (NIP/PPy) revelou ter uma
superficie com carater hidrofilico. Na presenga da proteina S, o carater hidrofilico é
ligeiramente mais pronunciado. Os resultados obtidos sdo consistentes com os
valores encontrados na literatura (Azioune et al., 2002; Mahmoodian; Pourabbas;
Mohajerzadeh, 2015). O &ngulo de contato pode ser influenciado por diversos fatores,
sendo eles: o substrato utilizado, a presenca de dopantes, a metodologia de sintese
usada, as condicbes para a eletrodeposi¢cao do filme, a morfologia e a presenca de
biomoléculas como a molécula molde (Aparna et al., 2022; Azioune et al., 2002;
Mahmoodian; Pourabbas; Mohajerzadeh, 2015; Schweiger et al., 2015; Teh; Lin,
2005). Além disso, na literatura é relatado um carater mais hidrofilico para filmes de
PPy obtidos na presenca de tampao fosfato e KCI (Azioune et al., 2002; Schweiger et
al., 2015).

As superficies dos filmes demonstram uma maior propenséo a hidrofobicidade
apo6s a lavagem com HAc 10% (v/v) e SDS 0,2% (m/v). Possivelmente, durante o
processo de remocao, ions cloretos e fosfatos presentes sao eliminados, reduzindo a
hidrofilicidade da superficie dos sensores. A remogao desses ions permitem uma
maior exposi¢cao do sistema 1-conjugado, caracteristico de polimeros condutores, o
que também contribui para a maior tendéncia hidrofobica (Okuzaki; Kondo; Kunugi,
1999). Além disso, 0 aumento das propriedades hidrofébicas de uma superficie pode
ocorrer com o aumento da rugosidade. Superficies mais rugosas possuem uma area

de interface solido-liquido maior, o que resulta em maior energia liquida, podendo
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levar ao aumento do angulo de contato (Burton; Bhushan, 2005). Os valores de
rugosidade obtidos por meio da analise de AFM indicam um aumento da rugosidade
apds a remocgao da proteina S do filme polimérico, corroborando com o aumento do
angulo de contato apés essa etapa. Mesmo assim, o carater hidrofilico € mantido (6 <
90°), uma vez que o par solitario de elétrons de valéncia no nitrogénio poderia induzir
ligagbes de hidrogénio entre o pirrol heterociclico e as moléculas de agua, o que
auxilia no umedecimento do PPy (Teh; Lin, 2005).

Figura 31 — Fotografias da gota de agua estatica sobre superficie dos eletrodos e
seus respectivos valores dos angulos de contato obtidos apds cada etapa de

fabricacdo dos sensores MIP/PPy e NIP/PPy.

SPCE sem SPCE apés SPCEapoés | | SCPEapés |__| SPCE apos
modificacdes ativacéo eletrossintese remoc¢ao religacdo

Gota de
agua: 3 pL

. ——

—

Fonte: a propria autora.

Apos a religacdo com 10 ng mL™" de proteina S, a redugdo do angulo de
contato foi mais acentuada no sensor MIP/PPy. A proteina S possui em sua estrutura
uma distribui¢gdo variada de aminoacidos hidrofilicos e hidrofébicos (Mori et al., 2021).
Dessa forma, pode-se inferir que o carater mais hidrofilico pode estar relacionado a
orientacao preferencial dos locais com maior tendéncia hidrofébica da proteina em
direcao aos sitios de reconhecimento na superficie do sensor MIP/PPy, deixando seus
locais mais hidrofilicos na interface da proteina adsorvida (Pandey, 2020; Sahihi;
Faraudo, 2022). No sensor NIP/PPy uma pequena redugédo no angulo de contato foi
observada (A8 = 10), provavelmente relacionado as ligagbes nao especificas.
Portanto, com os resultados da analise de angulo de contato € possivel inferir que

interagdes hidrofobicas contribuem para a interagcdo entre o filme polimérico e a



91

proteina S, e a maior variagdo do angulo evidencia a presenca de impressao quimica

no sensor MIP/PPy.

5.7 OTIMIZACAO DA PRE-CONCENTRACAO CONTROLADA ELETROQUIMICAMENTE DA PROTEINA
S NO SENSOR MIP/PPY

Os resultados obtidos até o momento demonstram que o sensor MIP/PPy
apresenta melhor resposta analitica a proteina S, quando comparado ao sensor
NIP/PPy, o que é atribuido as cavidades impressas. No entanto, a detectabilidade do
sensor sob condigdes otimizadas (na faixa de ng mL™") ndo é suficiente para detectar
a proteina S em amostras de saliva, a qual encontra-se na faixa de fg mL™" a alguns
pg mL~" (Nascimento et al., 2022). Assim, a fim de superar essa desvantagem, foi
aplicado uma etapa de pré-concentragao eletroquimica controlada durante a religagao
da proteina S, para melhorar significativamente a detectabilidade do método proposto.

Pensando no valor do pH usado nos ensaios de religacéo da proteina S, de
7,3, provavelmente ha uma grande contribuicdo de interacbes eletrostaticas entre o
filme polimérico e a molécula de interesse. Essas interagcdes provavelmente ocorrem
pelas cargas positivas presente na superficie do fiime PPy com os residuos de
aminoacidos carregados negativamente nas cadeias laterais da proteina S, levando
em consideracao o pKa do filme PPy que se encontra na faixa de 9-11 (Pei; Qian,
1991) e o ponto isoelétrico da proteina S de ~5,9 (Areo et al., 2021; Pandey, 2020).
Além disso, sabe-se que utilizando uma pré-concentragdo controlada
eletroquimicamente € possivel controlar os estados de oxidagao do filme PPy e torna-
lo carregado positivamente, o que favoreceria ainda mais as interagdes eletrostaticas
(De Lazzari et al., 2019). Ademais, o uso de pré-concentracdo controlada
eletroquimicamente promove a polarizacdo da superficie do filme e pode induzir
interacoes dipolo-dipolo entre a proteina S adsorvida e a proteina S em solugao. Esta
hipétese foi observada na adsorgéo de albumina sérica bovina (BSA) em eletrodos de
carbono opticamente transparentes (OTCE) (Benavidez; Garcia, 2013).

Dessa forma, os estudos iniciais da etapa de pré-concentracdo foram
realizados com intuito de avaliar a influéncia do potencial aplicado sobre o ganho de
sensibilidade na religacdo do analito alvo. Assim, inicialmente, o potencial de +0,5 V
foi escolhido devido o PPy estar totalmente oxidado neste potencial (De Lazzari et al.,
2019). O critério de escolha do volume da solugéo de proteina S utilizado na religagao,
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por essa abordagem, levou em consideragao um volume minimo que cobrisse os trés
eletrodos presentes no designer do eletrodo impresso. Portanto, foram depositando
30 pL de solugao contendo 100 fg mL~" de proteina S preparada em PBS 50 mmol L™
e o potencial de +0,5 V foi aplicado durante 1 minuto (De Lazzari et al., 2019).

Nesse primeiro teste, notou-se que ao diminuir substancialmente a
concentragéo de proteina S, o branco analitico, isto €, o PBS na concentracéo de 50
mmol L™, apresentou uma contribuigao significativa no sinal analitico obtido, conforme
a variagao de corrente observada apos sua leitura. Sendo assim, a influéncia do
branco analitico foi investigada de forma mais abrangente. As concentracdes
estudadas de PBS na solugéo de religagéo variaram de 50 a 0,5 mmol L™! e conforme
os resultados alcangados (Figura 32), a concentragdo de 0,5 mmol L™ (pH = 7,3)
apresentou a menor contribuicdo no sinal analitico, sendo esta escolhida para dar

continuidade na otimizagao da pré-concentragao.

Figura 32 — A) Valores de delta de corrente em fungao da concentragao do tampao
usado na pré-concentragéo da proteina S no sensor MIP/PPy. Condigbes: +0,5 V por
1 minuto (n = 3). B) Voltamogramas de pulso diferencial para sonda redox
[Fe(CN)e]>#~ apds religagdo com tampéao e da proteina S. Religagdo com PBS 0,5
mmol L™"e de 100 fg mL~'de proteina S em PBS 0,5 mmol L™ (n = 3).

A) 300-

250 1

200 1

0 10 20 30 40 50 | 60
Concentragdo de PBS (mmol L'l)
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Fonte: a propria autora.

Dando continuidade a otimizacao da pré-concentragéo, o tempo e o potencial
aplicado foram investigados de forma mais aprofundada, e os resultados obtidos estao
apresentados na Figura 33.

Em relagdo ao tempo de pré-concentracido, observou-se que o intervalo de
um minuto apresentou a melhor resposta (Figura 33A). Entretanto, tanto para tempos
mais curtos quanto para tempos mais longos, a variagédo de corrente apos a religagao
da proteina S foi menor. No caso de dois minutos, houve um aumento na resposta do
branco analitico, resultando em uma redugao na variagao de corrente para a proteina
S ao subtrair seu sinal da resposta obtida.

Para avaliar adequadamente a influéncia do potencial aplicado na pré-
concentracdo da proteina S, foi realizado um experimento sem a aplicacido de
potencial, no qual 30 L de uma solugdo contendo 100 fg mL~! de proteina S também
foram depositados. O objetivo foi determinar se o sensor MIP/PPy seria capaz de
detectar essa concentracdo sem a aplicacédo do potencial. Os resultados confirmaram
que o ganho de detectabilidade do sensor € atribuido a pré-concentragao controlada
eletroquimicamente (Figura 33B).
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Figura 33 — Valores de delta de corrente em fungao do tempo de acumulagao (A)
e do potencial aplicado (B) na pré-concentragdo de 100 fg mL™' de proteina S no
sensor MIP/PPy (n = 4). Condigdes: sonda redox [Fe(CN)s]*’4~ 5,0 mmol L' em KCI
1,0 mol L™,
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Fonte: a propria autora.
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A maior variagao de corrente de pico anddico foi obtida utilizando os potenciais
de +0,6 V e +0,7 V. Entretanto, ao aplicar o potencial de +0,8 V, o branco analitico
apresentou novamente uma contribuigao significativa na resposta, o que reduziu a
variacado de corrente da proteina S ao desconta-lo do sinal analitico. Como o desvio
padréo relativo (RSD, %) ao utilizar +0,6 V foi menor (8,6%) em comparagdo as
medi¢cdes com +0,7 V (14,5%), o potencial de +0,6 V foi considerado ideal para a
religacdo. Resultados semelhantes foram relatados para a pré-concentragdo de outras
biomoléculas, como a glicoproteina gp51 do virus da leucemia bovina em eletrodos
modificados com filme de PPy, utilizando deteccdo amperométrica pulsada com o
mesmo potencial (Ramanaviciene; Ramanavicius, 2004).

Por fim, foi realizada a pré-concentracao da proteina S no sensor NIP/PPy
para verificar a contribuicdo das cavidades impressas no MIP/PPy. O peffil
voltamétrico correspondente a pré-concentragao de 100 fg mL~" de proteina S em 0,5
mmol L™" PBS (pH = 7,3), aplicando um potencial de +0,6 V por um minuto para o
MIP/PPy e o NIP/PPy, é apresentado na Figura 34.

Figura 34 — Voltamogramas de pulso diferencial para sonda redox [Fe(CN)e]*4~ em
KCI 1 mol L™" apds a pré-concentragdo de 100 fg mL~" de proteina S para o MIP/PPy
e o NIP/PPy.
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Fonte: a propria autora.

Os resultados obtidos indicam que, mesmo apds a pré-concentragao, o
NIP/PPy nao apresentou variagao de corrente significativa em resposta a religagao do
analito, o que reafirma a presenca de sitios de ligacao especificos no MIP/PPy. Dessa
forma, a impressédo quimica foi confirmada em ambas as condi¢cbées, com e sem 0

procedimento de pré-concentragao.

5.8 DESEMPENHO ANALITICOS DO SENSOR MIP/PPY

A curva analitica foi construida por meio da leitura de solu¢des contendo
diferentes concentragdes de proteina S. Para cada concentragao foi usado um sensor
MIP/PPy, previamente fabricado. A faixa de concentragdo do analito foi de 25 a 125
fg mL™", conforme ilustra a Figura 35.

O sensor MIP/PPy apresentou uma resposta linear com o aumento da
concentragéo de proteina S até 125 fg mL~". A regressao linear pode ser descrita pela
equacgao Al (MA) = 4,50x10%(x 0,02) [proteina S SARS-CoV-2] (fg mL™") — 4,2x108(z
2,32) com coeficiente de determinagéo (R?) igual a 0,996. O ajuste do modelo linear
aos dados foi avaliado por analise de variancia (ANOVA) com nivel de confianga de
95% e obteve-se um Fcaiculado (MSRegression/MSResique) de 1038,42 superior ao F1,28 =

4,20 tabelado, confirmando uma forte relagao linear entre os dados e que o modelo
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linear se ajusta aos resultados experimentais (Neto; Scarminio; Bruns, 2010).
Também néo foi observado falta de ajuste do modelo, uma vez que 0 Fcalculado = 1,22
(MSLack of it MSpure error) fOi menor que o valor tabelado de Fs 20 = 2,45 (Neto; Scarminio;
Bruns, 2010). O sensor proporcionou limites de detecgédo (LD) e quantificagéo (LQ)

estimados em 6,8 fg mL~" (0,1 fmol L") e 22,5 fg mL~" (0,3 fmol L"), respectivamente.

Figura 35 — Voltamogramas de pulso diferencial (A) apos religacédo de diferentes
concentragbes de proteina S (25, 30, 40, 50, 65, 80, 90, 100, 115, 125 fg mL™").
Curva analitica (B) para proteina S utilizando o sensor MIP/PPy (n = 3). Condicdes:
sonda redox [Fe(CN)es]*7#~ 5 mmol L™' em eletrolito suporte KCI 1 mol L™".
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Fonte: a propria autora.

Como os métodos moleculares, em geral, apresentam seus LDs na unidade
de copias por mL, o valor de LD encontrado para o sensor fabricado foi convertido
para esta unidade, utilizando a equacéo relatada por Tabrizi e colaboradores (2022).
De acordo com a literatura, cada SARS-CoV-2 tem entre 25 e 40 proteinas spike em
sua superficie (Laue et al., 2021), portanto, o LD do sensor MIP/PPy proposto foi

encontrado como sendo 1,5-2,4 x 103 cdpias por mL, usando a equagao (1):

molaridade proteina S de SARS—CoV -2

copias por mL = + numero de avogadro (1)

numero de spikes no virus

O reconhecimento da proteina S pelo sensor MIP foi avaliado por meio da
estimativa da constante de dissociagdo de equilibrio (Kp) com o numero maximo
correspondente de sitios de ligacao presentes no filme (Bmax) conforme descrito por
Karimian (2014).

O reconhecimento entre um receptor especifico e um analito alvo fornece
informacgdes sobre a seletividade e saturabilidade em sistemas biologicos, sendo a

ocupacgao do receptor quantificada de acordo com a Lei da Acdo de Massa. Esse
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modelo estabelece a relagao entre a concentragao do ligante, ocupag¢ao do receptor
e a constante de dissociagéo (Heuvel, 2018).

Durante a captura do analito pelo receptor (fase de associagao) interagdes
nao especificas causadas pela presenga de impurezas na solugao do analito também
sao muito provaveis de ocorrer. Portanto, a lavagem posterior é realizada com intuito
de remover os analitos e componentes restantes que nao estao fortemente ligados na
superficie do sensor. Esta fase € chamada de fase de dissociagdo. Apds esta fase ter
sido concluida com sucesso, o sinal obtido mostrara um estado estavel. O equilibrio é
alcancado quando as taxas de associagao e dissociagao sao iguais. As constantes de
equilibrio de associacao e dissociacao representam a afinidade da interagdo entre
receptor e analito (ligante) (Nurronman; Chiu, 2024).

A constante Kp é fundamental na descricdo de interagées entre moléculas,
como de ligantes e receptores, pois reflete a sua afinidade. Matematicamente, Kp é
definido como a concentragédo do ligante livre na qual metade dos sitios de ligagéao
estdo ocupados. Valores baixos de Kp indicam uma alta afinidade, ou seja, as
moléculas tendem a permanecer ligadas, enquanto valores altos indicam uma baixa
afinidade, sugerindo que o complexo ligante-receptor € menos estavel e se dissocia
rapidamente. Uma faixa tipica para os valores de Ko em biossensores é de 107 a
107'2. Dessa forma, um Kp baixo significa que o sensor possui alta sensibilidade para
detectar até concentragées minimas do analito alvo (Nurrohman; Chiu, 2024).

A isoterma de ligagao do receptor sintético (sensor MIP/PPy) para a proteina
S (Figura 36), foi ajustada usando a equacéo (2):

io—i

= Zmax? | Ne ¢ 2)

iO KD‘I‘C

onde Kb representa a dissociacdo de equilibrio, Bmax 0 numero maximo
correspondente de sitios de ligacao presentes no filme, ¢ é a concentragao do alvo, e
Ns a constante de ligagédo para a adsorgao nao especifica. Esta equagao refere-se a
um modelo matematico baseado na isoterma de Langmuir para dois tipos de ligagao
simultanea: nos sitios de reconhecimento especifico dentro do filme polimérico e na
superficie do eletrodo devido a adsorgdo nao especifica (Karimian; Turner; Tiwari,
2014). Para ajustar o modelo aos dados experimentais e determinar os valores finais

dos parametros Bmax, Kb € Ns, foi necessario inicialmente atribuir valores estimativos
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para esses parametros. Os valores iniciais utilizados para a construcdo do modelo
foram: Bmax = —0,01738, Ko = 0,16282 e Ns = 0,08221. Esses valores foram escolhidos
com base em testes preliminares e na compreensao do comportamento experimental
esperado. Com o modelo construido, o ajuste dos parametros foi realizado utilizando
técnicas de regressao néao linear, de modo a minimizar os desvios entre os valores

tedricos previstos pelo modelo e os dados experimentais observados.

Figura 36 — Isoterma de ligacao do sensor MIP/PPy em diferentes concentragdes
de proteina S SARS-CoV-2 (0,32; 0,39; 0,52; 0,64; 0,84; 1,03; 1,16; 1,29; 1,48; 1,61
fmol L="). Condigbes: sonda redox [Fe(CN)s]*4~ 5 mmol L~! em eletrolito suporte KClI
1 mol L.
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Fonte: a propria autora.

O valor de Kp para o sensor MIP/PPy foi 0,14 fmol L™, o que indica uma alta
afinidade entre o sensor MIP e a proteina S, sendo superior as interacbes de
anticorpos e ACE2 com a proteina S, conforme exemplificado a seguir.

Velappan e colaboradores (2022), descreveram o isolamento de 18 anticorpos
humanos de cadeia unica anti-SARS-CoV-2, cujos valores de Kb para RBD variaram
de ~4 a 900 nmol L', determinados por ressonancia plasmonica de superficie (SPR,

do inglés Surface plasmon resonance), técnica que permite o monitoramento em
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tempo real dos eventos de ligacao (Bognar, 2022). Pinto e colaboradores (2020)
investigaram diversos anticorpos monoclonais direcionados contra a proteina S do
SARS-CoV-2 e estimaram os valores de Kp usando um modelo de ajuste global
(Octet), relatam afinidade com a proteina S com Kp < 1 pmol L™! para RBD e Kp= 15
pmol L' para proteina S. Bognar e colaboradores (2022) também avaliaram uma
abordagem para a geragéo de microarrays baseado em MIP para reconhecimento do
RBD da proteina S em chips de SPR. Eles estimaram os valores de Ko em diferentes
matrizes (PBS, saliva, tampéo de extragcao), obtendo valores na faixa de 1,6 — 60 nmol
L=, que excedem a afinidade de RBD para seu alvo natural, a ACE2, cujas constantes
de dissociacao variaram de 4,7 nmol L' a 15 nmol L.

Uma comparagcdo das caracteristicas do sensor proposto com outros
sensores e biossensores eletroquimicos desenvolvidos para detecgcao de proteina S
de SARS-CoV-2 é apresentada na Tabela 4. E possivel destacar, de modo geral, a
maior simplicidade na preparacdo do sensor, menor tempo de resposta e baixo LD
comparado a maioria dos sensores relatados na literatura.

Essas vantagens estdo atreladas ao sucesso na impressao quimica da
protepina S empregando uma eletrossintese em apenas uma unica etapa, sem a
necessidade de funcionalizagdes adicionais usando nanomateriais, levando a um
processo de fabricagdo mais rapido, simples e com menor custo quando comparado
com outros sensores. A estratégia de pré-concentragdo eletroquimica utilizada
permitiu um tempo de resposta rapido, sendo viavel a aplicagado do sensor em analises
de point-of-care, além de conferir uma melhora significativa na detectabilidade do

sensor eletroquimico.
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Tabela 4 — Comparacao do sensor MIP/PPy com outros sensores e biossensores eletroquimicos para detecgao da proteina S do

SARS-CoV-2.
Eletrodo Técnica Te'mpo d1e LQ .Tempo <~:Ie2 Ref.
sintese incubagao
Sensores-MIP
PPy SPCE DPV 2hszmin o) 5 fq mL-t 1 min Este trabalho
(4 etapas)
~3h 1 . .
PAPBA Au-TFME SWV (7 etapas) 3,8 pg mL 15 min (Ayankojo et al., 2022)
P[Bvim]Br/ 3 h 30 min* 1 ,
‘GO/AUNPS AN SWV (7 etapas) 100 pg mL 30 min (Yang et al., 2023)
~13h 1 . .
PAPBA SPCE DPV (10 etapas) 5,0 pg mL 30 min (Yin et al., 2023)
Ampero- 1 h 20 min . : (Ratautaite et al.,
PPy Pt metria (6 etapas) 5,0 pg ml > T min 2022)
Biossensores
, ~3h . ,
Anticorpo IgM GO-ePAD SWV (6 etapas) 1,0 ng mL 45 min (Yakoh et al., 2021)
MOFs/ - 1 . (Mehmandoust et al.,
ACE? SPCE EIS (4 etapas)* 100 fg mL 5 min 2022)
MBs-ACEZ2/ ~1h* . (Nascimento et al.,
ACE2-AuNPs SPCE DPV (3etapas)  9239Mb th 2022)
MBs/Mab e Pab anti- 1h 30 min*
proteina N/Pab anti-rabbit- SPCE DPV 40 ng mL~"™** 30 min (Fabiani et al., 2021)
(4 etapas)

AP

"Tempo estimado e nimero de etapas de preparo para obtengéo do sensor, conforme relatado pelos autores na segao experimental.
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2Tempo de incubagdo do sensor com amostra antes da medigdo eletroquimica.

"Tempo estimado e nimero de etapas de sintese apenas para fabricacdo do sensor, ndo considerando a sintese dos materiais
utilizados na modificacdo do eletrodo.

** Concentragao do primeiro ponto da curva usado como referéncia, uma vez que os autores nao relataram o LQ.

PAPBA: 4&cido  poli(3-aminofenilborénico);  P[Bvim]Br:  brometo de  poli(1-vinil-3-butilimidazolio); APTMS:  (3-
Aminopropil)trimetoxissilano; PPy: polipirrol; MBS: esferas magnéticas; rGO: 6xido de grafeno reduzido; GO: 6xido de grafeno; MOF:
estruturas organometalicas; ACE2: enzima conversora de angiotensina 2; AP: fosfato alcalino; Pab: anticorpo policlonal.; Mab:
anticorpo monoclonal; ePAD: dispositivo analitico eletroquimico baseado em papel; Au-TFME: eletrodo metalico de pelicula fina de
ouro; AN: agulha de acupuntura; Pt: platina; SPCE: eletrodos de carbono serigrafados; BDD: eletrodo de diamante dobado com boro.
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A capacidade do MIP/PPy de reconhecer seletivamente a proteina S foi
avaliada pela exposigao do sensor a outras proteinas (antitripsina, HAS, transferrina,
HigG e lisozima). A escolha dessas proteinas foi baseada no ponto isoelétrico, peso
molecular e possivel presenga em amostras clinicas. Na Figura 37, observa-se que a
resposta para a proteina S foi muito maior do que para as outras proteinas analisadas,
demonstrando que o sensor MIP/PPy apresenta boa seletividade. Mesmo para a
transferrina, que possui ponto isoelétrico e massa molecular proximos ao da proteina
S, o sensor MIP/PPy apresentou resposta superior para o analito de interesse. A
transferrina consiste em duas subunidades idénticas que diferem da estrutura
trimerizada da proteina S do SARS-CoV-2, o que sugere que as cavidades impressas
apresentam interacdo ndo apenas em tamanho, mas também pelo arranjo dos grupos
funcionais (Pandey, 2020; Silva et al., 2021).

Figura 37 — Valores de delta de corrente obtidos para diferentes proteinas em
comparacgao a proteina S no estudo de seletividade do sensor MIP/PPy (n = 3).
Condigdes: sonda redox [Fe(CN)e]**~ 5 mmol L~" em eletrolito suporte KCI 1 mol L.

70

60

0! .[ﬁ.ﬂ.[ﬁ.ﬂ.a

Proteina S Antitripsina HSA Transferrina HIgG Lisozima

Fonte: a propria autora.

A repetibilidade da preparagao do sensor foi avaliada utilizando dez sensores

MIP/PPy na determinag&o de proteina S na concentragdo de 100 fg mL™'. As medidas
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apresentaram perfil voltamétrico e correntes similares, com RSD de 2,8% no processo
de religagéo, o que indica boa repetibilidade.

Figura 38 — Voltamogramas ciclicos e valores de delta de corrente de 10 sensores
MIP/PPy apods a religagdao de 100 fg mL™" de proteina S. Condigdes: sonda redox
[Fe(CN)e]>*#~ 5 mmol L™! em eletrolito suporte KCI 1 mol L.

—— MIP/PPy antes da religagao

400

3 4 5 6 7 8 9 10
Quantidade de eletrodos

100

0,0 ' 0:2 ' 0:4 ' 0:6 ' 0,8
E (V/V vs. Ag/AgCl)

Fonte: a propria autora.

A estabilidade do armazenamento do sensor MIP/PPy também foi investigada.
O termo "estabilidade" refere-se a variagdo nos sinais de deteccdo durante o
armazenamento de longo prazo (Sari et al., 2022). Assim, para este estudo varios
sensores foram preparados e armazenados sob refrigeragéo (4 °C) por 14 dias. As
medidas (n = 3) para deteccdo de 100 fg mL~" de proteina S, foram realizadas em 5
periodos diferentes (1, 3, 7, 10 e 14 dias), sendo a leitura do dia 1 realizada no mesmo
dia em que o sensor foi fabricado. Conforme observado na Figura 39, durante o tempo
de armazenamento estudado, o sensor MIP/PPy apresentou uma eficiéncia de 85%
apos 14 dias, em relacdo a resposta obtida no primeiro dia, o que representa uma

reducao de apenas 15% no sinal de corrente.
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Figura 39 — Valores das porcentagens obtidas no estudo de estabilidade do sensor
MIP/PPy (n = 3) por 14 dias. Condigdes: religagdo com 100 fg mL"! de proteina S;
medidas em sonda redox [Fe(CN)s]*4~ 5 mmol L™" em eletrdlito suporte KCI 1 mol
L.
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Fonte: a propria autora.

5.9 APLICACAO DO SENSOR EM AMOSTRAS DE SALIVA

Foi avaliada a aplicagdo pratica do sensor MIP/PPy para a analise de
amostras de saliva. Inicialmente, investigou-se a influéncia da matriz na resposta
anadlitica, uma vez que a saliva € composta por agua, substancias organicas,
proteinas, enzimas e sais minerais, conferindo-lhe uma certa complexidade (Fini,
2020). Para tanto, uma amostra negativa para COVID-19 foi diluida em diferentes
proporgdes utilizando PBS 0,5 mmol L™ (pH 7,3) e submetida ao processo de pré-
concentragcédo. Conforme ilustrado na Figura 40, foi possivel quantificar o SARS-CoV-
2 em amostras de saliva sem interferéncias da matriz apenas com a diluicdo da
amostra (em 200 vezes). Esse resultado demonstra que, além da alta detectabilidade
proporcionada pela pré-concentragéo e do reconhecimento especifico pelo MIP/PPy,
a simples diluicdo da saliva se mostrou uma solucgao eficaz para contornar o efeito de

matriz, constituindo-se, portanto, um ponto forte deste estudo.
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Figura 40 — Voltamogramas de pulso diferencial para sonda redox [Fe(CN)e]*74~ 5
mmol L™' em solugéo KCI 1 mol L™ para o sensor MIP/PPy apds incubagéo de saliva
diluida em 0,5 mmol L' PBS (n = 3). Diluigdes de A) 50 vezes, B) 100 vezes, C) 150
vezes e D) 200 vezes.

A) 500

MIP/PPy AT MIP/PPy
i Saliva diluida (50 vezes) Saliva diluida (100 vezes)
400
400 -
300+
< <1 300
3 ~
= 200 2
- & 200+
5
()
100 A 1004
0 1 04
-0.2 -0.1 0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 y j

-0,2 -0,1 0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

E /V vs. pseudo referéncia de Ag E/V vs. pseudo referéncia de Ag

500 500
C) —— MIP/PPy D) —— MIP/PPy
Saliva diluida (150 vezes) Saliva diluida (200 vezes)
400 400
< 300+ < 300
~ ~
Q 2
5 200 5 200
g 5
O O
100 + 100 4
0+ 04
-0,2 -0I,1 0:0 0:1 0:2 0:3 0:4 0,5 -02  -0,1 0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

E / V vs. pseudo referéncia de Ag E /V vs. pseudo referéncia de Ag

Fonte: a propria autora.

Posteriormente, o sensor MIP/PPy foi aplicado em dez amostras coletadas de
pacientes saudaveis, que foram enriquecidas com concentragdes de 65 e 100 fg mL™"
de proteina S. De acordo com os resultados alcancados na Tabela 5, os valores de
recuperacao variaram de 91% e 103% e os baixos valores de RSD demonstram a

viabilidade do sensor para analise livre de interferéncias de amostras de saliva
diluidas.
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Tabela 5 — Porcentagem de recuperacdo de proteina S em saliva de pacientes
saudaveis em ensaios de adicdo e recuperagdo, em detecgdo voltamétrica

empregando o sensor MIP/PPy (n = 2).

Amostra Adicionado Encontrado RSD Recuperacao

(fg mL™) (fg mL™) (%) (%)

0 - - -

S1 65 62 + 3,7 4.4 96
100 102+ 3,3 32 102

0 ND - -

S2 65 60 + 3,5 5.8 92
100 95 + 2.4 2.5 95

0 ND - -

S3 65 64 £ 2,7 472 98
100 103+ 3,2 3,1 103

0 ND - -

S4 65 59425 4,2 91
100 99 + 3,0 3,0 99

0 ND - -

S5 65 60 + 3,1 5.2 92
100 98 +4,3 4.4 08

0 ND - -

S6 65 63+25 4,0 97
100 101 £2,9 2.9 101

0 ND - -

S7 65 61+22 35 94
100 97 £3,5 3.6 97

0 ND - -

S8 65 62 +2,3 3,7 96
100 99+4,2 472 99

0 ND - -

S9 65 60 + 3,2 53 92
100 101 + 4,1 4,1 101

0 ND - -

S$10 65 60 +2,8 47 92
100 103+2,8 27 103

ND: nao detectado.

Fonte: a propria autora.

Por fim, o sensor MIP/PPy foi aplicado em trés amostras de saliva de
pacientes infectados com SARS-CoV-2, previamente validadas por RT-PCR,

utilizando amostras de swab nasofaringeo. As concentragdes encontras para proteina
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S nas amostras positivas analisadas e as respectivas variagdes de correntes obtidas

estao resumidas na Tabela 6.

Tabela 6 — Concentracao de proteina S encontrada em saliva de pacientes infectados

com COVID-19 empregando o sensor MIP/PPy (n = 2).

Concentracao de Concentracao de
] Respostas . ,
Paciente (Ct?) (Al, yA) proteina S proteina S
' H (fg mL"")* (copias por mL)
S11 (27) 31+£3,5 13.600 £ 6,3 2,7-4,2 x 106
S12 (26) 34 +£3,0 14.200 £ 8,7 2,9-4.7 x 106
S13 (22) 38+2,5 15.200+7,9 3,2-5,1 x 106

2 Valores de cycle threshold determinado por RT-PCR. *Concentragdo apdés multiplicar pelo fator de
diluicdo (200 vezes).
Fonte: a propria autora.

A variacao observada na resposta do sensor pode estar relacionada a carga
viral nas amostras, que pode variar dependendo do ciclo viral do paciente infectado
pelo SARS-CoV-2 (Xavier et al., 2020). Os valores cycle threshold (Ct) obtidos no teste
RT-PCR sao indicativos da carga viral dos individuos. O Ct é uma medida
semiquantitativa que indica a quantidade de ciclos necessarios para que o sinal de
fluorescéncia ultrapasse um determinado limite de detecgéo, indicando a presencga do
material genético viral. Quanto menor o valor de Ct, ou seja, menor o numero de ciclos
necessarios para que o sinal de fluorescéncia ultrapasse o limite de detecg¢ao, maior
€ a quantidade de material genético presente na amostra. Assim, existe uma relagao
inversamente proporcional entre os valores de Ct e a carga viral (Sarkar; Sinha;
Sarkar, 2020; Tom; Mina, 2020). Em geral, individuos com alta carga viral apresentam
valores de Ct < 20, Ct de 33—-35 esta associado a baixa infecciosidade e Ct = 40 sendo
o ponto de corte entre individuos positivamente e negativamente identificados
(Szunerits et al., 2022).

Os valores de concentragao da proteina S presentes nas amostras de saliva
analisadas neste trabalho sdo semelhantes aos resultados reportados na literatura.
Nascimento e colaboradores (2022), por exemplo, identificaram uma faixa de
concentragédo predominante entre 5.000 e 20.000 fg mL~" em 16 amostras de saliva
analisadas por um sensor eletroquimico desenvolvido. Da mesma forma, Ning e
colaboradores (2021) analisaram 43 amostras de saliva, obtendo uma média de 3,8 x
108 cépias por mL em uma nova abordagem de detecgdo baseada em CRISPR (do
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inglés, Cluster of Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats), validada pela
técnica de RT-PCR.

Portanto, a detecgdo de SARS-CoV-2 foi realizada com sucesso em amostras
de saliva. Os resultados obtidos ressaltam a eficiéncia do método analitico,
demonstrando o potencial da utilizacdo do sensor desenvolvido no diagndstico da
COVID-19.
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6. CONCLUSOES

O presente trabalho descreve o desenvolvimento de um novo sensor
biomimético utilizando tecnologia de impressao quimica baseada em filme de polipirrol
para a deteccao da proteina spike do SARS-CoV-2. A fabricagdo do sensor MIP/PPy
envolveu um processo de eletrossintese rapido, simples e reprodutivel.

As caracterizagdes eletroquimicas e morfoldgicas do eletrodo, realizadas por
meio das técnicas de voltametria ciclica, espectroscopia de impedancia eletroquimica,
microscopia eletrbnica de varredura, microscopia de forca atébmica e angulo de
contato, foram fundamentais para compreender a formacdo do filme de polipirrol,
confirmar a criacao dos sitios especificos, e avaliar a interacdo da proteina S com o
filme polimérico sobre a superficie do eletrodo de trabalho. A pré-concentragao
controlada eletroquimicamente permitiu alcangar alta detectabilidade, tornando o
sensor capaz de detectar concentragdes no nivel f{g mL~' em amostras de saliva, uma
matriz que € facilmente coletada e mais facil de manusear em comparagdo com
espécimes nasofaringeos coletados por meio de swabs.

O diagnéstico de COVID-19 usando o sensor MIP/PPy em amostras de saliva
foi viabilizado utilizando um pequeno volume de 30 pL, com preparo minimo da
amostra, envolvendo apenas diluicdo, com um tempo de resposta rapido facilitado
pela pré-concentragdo por meio da aplicagao de um potencial de +0,6V por 1 minuto.
A seletividade do MIP/PPy em relacao a proteina S em comparacao ao polimero nao
impresso (NIP/PPy) foi destacada, demonstrando excelente seletividade para a
proteina S em relagado a outras proteinas, incluindo HSA, IgG, antitripsina, transferrina
e lisozima. Além disso, o sensor foi capaz de quantificar a proteina S em trés amostras
de saliva positivas para COVID-19, previamente analisadas por RT-PCR,
demostrando ser uma ferramenta promissora no diagnoéstico do SARS-CoV-2. A
analise de um volume maior de amostras permitiria a determinacdo de parametros
clinicos como taxas de verdadeiro negativo e verdadeiro positivo, a curva Receiver
Operating Characteristic (ROC) e o valor de corte. Nao obstante, com os dados
obtidos é possivel demonstrar o potencial das estratégias empregadas no
desenvolvimento do sensor MIP/PPy para o diagndstico da COVID-19, que também

podem ser exploradas para o diagndstico de outras doengas.
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