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Sumario: O cancer cervical tem sido uma patologia graveBrasil e no mundo, com
cerca de 15.590 novos casos anualmente no Bradflagllomavirus humano tem sido
biologicamente relacionado ao desenvolvimento déele cervicais e progressédo para o
cancer de colo de utero. O HPV 18 é responsavetornitantemente com o HPV 16, por
60-80% dos casos de céancer cervical. Visando umidwolegia que possibilite o
diagnostico rapido e eficaz do HPV-18, neste trab&bi realizada a construcdo de um
genossensor eletroquimico, baseado na tecnologialetmdo impresso. Os eletrodos
impressos foram fabricados associando a tinta db®iea ao polimero condutor polipirrol,
e posteriormente sobre esta superficie foi criask@a plataforma nanoestruturada para
permitir a imobilizagcdo da sonda molecular (oligdeotideo, com 20 bases, contendo
sequencia conservada do HPV-18). Foram utilizad&sidas analiticas, tais como,
voltametria ciclica e voltametria de pulso difeiahcpara obtencdo dos principais
resultados. O genossensor proposto representa sodangmples de obtencéo de filmes
nanoestruturados e sensivel para o diagnésticdPd6 18.
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INTRODUCAO
A infeccdo pelo Papilomavirus humano (HPV) é uma dmencas sexualmente
transmissiveis mais comuns no mundo. Dados epid@gtos sugerem que todos 0s
individuos, sexualmente ativos, ja entraram ematordom algum subtipo de HPV, e mais
gue isso, sugerem que cerca de quinhentos mil eilimio de pessoas estejam infectadas
pelo virus. O HPV 18 é responsavel, concomitantéeneom o HPV 16, por 60-80% dos
casos de cancer cervical. O diagnéstico do HPV aizeelo através de técnicas
moleculares que sao capazes de reconhecer a @edendNA viral em amostras de
raspagem do colo uterino. Uma alternativa paratecd@o do DNA viral € a utilizacdo de
biossensores de DNA (genossensores).
De acordo com a definicdo proposta pela Unido mai@onal de Quimica Pura e Aplicada,
biossensor constitui um tipo de sensor, composto ym elemento bioldgico e um
transdutor, capaz de fornecer informacfes anaiticantitativas ou semi-quantitativas. O
elemento bioldgico é fixado (ou imobilizado) na edijtie sensora do transdutor, que
converte o sinal da reac&o biologica ou bioquineiceum sinal elétrico passivel de ser
quantificado e amplificado (PEREIRA; SANTOS; KUBOJTAR002). Biossensores de
DNA ou simplesmente genossensores, sao disposi@sstantes da interacdo entre uma
sonda (sequéncia especifica), usualmente um olidgotideo sintético curto, e um
transdutor. A sonda molecular funciona como o efegmde bioreconhecimento e € capaz
de detectar a sequéncia de DNA complementar, aworassim na superficie sensora um
processo de hibridizacéo.
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Uma das dificuldades de detec¢cdes moleculares\emabd interacdes com poucas bases é
a alta sensibilidade requerida, sobretudo em aamstimplexas. O uso de nanomateriais
associados a polimeros condutores na construcdoattezes de imobilizacdo de sondas
moleculares em eletrodos impressos, nos ultimos,dem conferido aos genossensores
uma maior sensibilidade analitica.

Neste projeto foi desenvolvido um genossensor cetoppor umtip sensor obtido pela
incorporacao de polipirrol a tinta de carbono insgeeem um suporte de politereftalato de
etileno (PET) para a deteccdo do HPV-18. A produtddip foi possivel a partir da
miniaturizacdo da plataforma sensora. A miniatgapadestes dispositivos tem como
objetivo aumentar o rendimento e automacdo dosiensaeduzindo o custo do
diagnostico, consequentemente fornecendo uma eg¢an@xpressiva aos ensaios
repetitivos realizados laboratorialmente (TSOW ., 2011).

MATERIAIS E METODOS
1. Confeccéo dos eletrodos impressos

Os eletrodos impressos foram construidos em unrtsuge politereftalato de etila (PET),
previamente moldado com uma fita adesiva. A tigt@arbono foi misturada a 5% de PPY
e 5% de grafite. Antes de realizar a aplicacao $éuna no suporte de PET, é realizado no
mesmo um protocolo de limpeza, no qual se utilizéldaol 70% para retirar quaisquer
impurezas presentes no PET. Ap0s essa etapaa & timpressa sobre a superficie do PET
e 0s eletrodos séo levados para secagem na es&0&C por 20 minutos. Posteriormente,
os eletrodos sdo submetidos a um processo de lemgletroquimica, utilizando uma
solucao de KCI 0,1M durante 40 varreduras ciclec@slV/s, na faixa de potencial de -2 a
2 V.

2. Dispersdo dos nanotubos carboxilados (NTC-COOHg adsorcdo na superficie
sensora

Inicialmente, foi preparada uma solucdo de NTC-COQiispersa em DMF
(dimetilformamida), numa solucéo de 1:1 (1mg de NJGOH e 1mL de DMF). Apés a
dispersdo, os NTC-COOH foram aplicados na superitetrodica em trés camadas, e
entdo os eletrodos foram submetidos a secagentufa @s60° por 15 minutos. Os NTC-
COOH foram utilizados para possibilitar a ancoragknsonda de DNA na superficie do
eletrodo.

3. Imobilizagéo da sonda de DNA e hibridizagéo dath complementar a sonda

A sonda utilizada para o desenvolvimento do gemssse2 uma fita de DNA sintética e
aminada. Uma aliquota de 4uL da sonda de DNAD@0 foi depositada na superficie
do eletrodo e incubada por 1 hora. A imobilizac@sdnda na superficie sensora foi
possivel através da ligacdo do seu grupamento acoimao grupo carboxilico do NTC

(que foi ancorado no sensor na etapa anterior).

A resposta do genossensor foi analisada atravéhilaizacdo da sonda com sua
molécula alvo. Nesta etapa, uma aliquota de 4pfitalaomplementar de DNA (1@fnol)

foi depositada na superficie do eletrodo e inculpada!O0 minutos (Figura 6).

4. Caracterizacao eletroquimica do genossensor
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A caracterizagdo eletroquimica de todas as etapasodstru¢cdo do genossensor foi
realizada por meio das técnicas de voltametridcai@ de pulso diferencial. Todos os
voltamogramas do ensaio eletroquimico foram reddigaem KFe(CN}/KsFe(CN)
(5mM) preparado em KCI| (100mM), na faixa de potahde -0,6 a +1,0 V, sob velocidade
de varredura de 50mV/s, na voltametria ciclicangavoltametria de pulso diferencial a
faixa de potencial utilizada foi 0 a 0,6 V, sobomtlade de varredura de 50mV/s, com
uma amplitude de pulso de 100mV e tempo de pulsbdeas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

No desenvolvimento do genossensor, a primeira etapa construcdo do eletrodo

impresso. A metodologia utilizada para tal confeceéivolve a utilizacdo da tinta de

carbono misturada ao PPy. Para obter a concentidedbdo PPy na tinta, foi realizado

um estudo variando as concentracfes do mesmoantiliz 95% de tinta e 5% de PPy,
97,5% de tinta e 2,5% de PPy, 99% de tinta e 1®Riee so a tinta de carbono (sem o
PPy). Comparando com o eletrodo confeccionado apema tinta de carbono (sem o
PPy), a melhor condutividade elétrica do eletraabtida na mistura da tinta de carbono
com PPy 5%.

Figura 1: Voltamogramas ciclicos dos eletrodos impressosecaignados com diferentes proporgdes de
PPy: (a) SO tinta de carbono; (b) Tinta de carbbdés PPy; Tinta de carbono + 2,5% PPy; (d) Tinta de
carbono + 5% PPi.
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A curva analitica para o genossensor proposto gadiferentes concentracdes do
cDNA foi realizada empregando a técnica de voltamete pulso diferencial (VPD).
Todos os ensaios foram realizados sob as condx@esimentais otimizadas. As analises
por DPV foram obtidas na faixa de potencial de 0,8V em KFe(CN}/KsFe(CN)
(ferricianeto de potassio/ferrocianeto de potasg®pPo5 M). Para tal experimento,
diferentes concentracdes de cDNA foram pipetaddsesa superficie sensora EIC-
PPI/NTC-COOH/sonda e mantidas durante 40 minuta®sfiosta do genossensor, para a
curva realizada por VPD, foi linearmente proporelama faixa de concentracéo de 5 a 100
pM de cDNA (r=0,98; p<0,0001) (Figura 2).

Para avaliar a especificidade do genossensor, mmés incubado, diante das mesmas
condi¢cbes nas quais era incubado com o cDNA, conDMA ndo complementar, o Calf
Thymus DNA. Ap6s um periodo de 40 minutos, os Hiifam submetidos a andlises por
VC na faixa de potencial de -0,6 0 a 1 V em K3Fe@K4Fe(CN)6 0,005 M. Os
resultados obtidos pela técnica eletroquimica detramam que ndo houve variagdo
significativa no sistema apds a incubacdo do gemsss com o Calf Thymus DNA
(Figura3).
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Figura 2: Curva de calibragdo do genossensor obtida atra/&$® para diferentes concentragdes
do cDNA de HPV 18 (5, 10; 25; 50; 75 e 16M). Varreduras realizadas em solucdo de 0,005 M de
K3Fe(CN)6/K4Fe(CN)6 preparada em 0,1 M de KCI.
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Figura 3: VC representando a variagdo no sistema eletroqaiafés a incubacéo da sonda
molecular com o Calf Thymus DNA. Em (a) VC aposnahilizacao da sonda molecular e em (b) VC apo6s a
incubac&o do genossensor com o Calf Thymus DNA.
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CONCLUSAO
O genossensor desenvolvido apresentou boa setasdslie linearidade na detecgdo do
HPV-18, além disso os resultados obtidos mostraemessa plataforma especifica para o
DNA-HPV e a metodologia desenvolvida apresentoueggodutivel. Dessa forma, o
genossensor desenvolvido mostrou ser um métoddvphde ser utilizado para auxiliar o
diagnéstico clinico do HPV-18.
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