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RESUMO

A pandemia da COVID-19 ja provocou mais de 3,9 milhdes de mortes no mundo, sendo
maisde 500 mil delas no Brasil. Os sintomas iniciais da infeccdo sdo muito semelhantes aos
de outras doencas virais presentes no nosso pais, como a gripe e a Dengue. Dessa maneira, 0
diagnostico diferencial é fundamental para o tratamento adequado, o isolamento rapido da
pessoa infectada e atualizagdo dos dados epidemioldgicos. O método de detecgdo atual mais
confidvel é o teste molecular (RT-PCR) que requer profissionais especializados e tem um
custoelevado, sendo assim inviavel para o monitoramento amplo da populacdo. Este projeto
visou o desenvolvimento de um biossensor elétrico para a deteccdo da proteina Spike
presente no SARS-CoV-2, usando como controle negativo a proteina NS1 do virus da Dengue.
Os eletrodos foram modificados com duas monocamadas automontadas (SAMs) diferentes,
que foram caracterizadas por microscopia de forca atbmica (AFM) e por espectroscopia
Raman, com o intuito de avaliar a melhor estratégia de imobilizacdo dos anticorpos. Na
etapa de deteccéo, oseletrodos foram incubados com as amostras e submetidos a medidas de
capacitancia elétrica, que foram analisadas através do fator sinal/ruido e pelo método
estatistico de componentes principais (PCA). A partir dos nossos resultados, encontramos
gue a imobilizacdo covalente dos anticorpos (SAM 2) foi mais eficiente. No Raman foi
possivel observar picos caracteristicos do grupo amida, que demonstram a ligacdo covalente
formada entre a cisteaminae o anticorpo. Além disso, no AFM foi observado o aumento da
rugosidade da superficie de ouro de 1,6 = 0,2 nm para 4,0 = 0,7 nm ap06s a modificacdo com
o0s anticorpos a 40 pg/mL. O fator sinal/ruido para essa configuracdo, foi calculado a partir
da razdo entre 0 modulo da variacdo da capacitancia para a amostra positiva (spike) e o
modulo da variacdo da capacitanciapara a amostra negativa (NS1 Dengue), que indicaram
uma boa seletividade do biossensor e reprodutibilidade entre as duplicatas. Os proximos
passos envolvem testes com maior numerode réplicas e a construcdo da curva de calibracéo
para diferentes concentracdes da Spike. Esse biossensor elétrico possibilita um diagnostico
preciso, rapido e de baixo-custo da COVID-19 ja nos primeiros dias de infeccdo e podera ser
aplicado na testagem em massa da populacdo mesmo em &reas mais pobres do pais, onde ndo
ha infraestrutura laboratorial, uma vez que as medidas elétricas podem ser realizadas em um

dispositivo miniaturizado e portatil.

Palavras-chaves: Biossensor. COVID-19. Proteina Spike. Espectroscopia de impedancia
elétrica.
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1 INTRODUCAO

1.1 Os Coronavirus

A familia dos coronavirus (Covs) foi descoberta em 1968 e recebeu esse nome
devido ao seu formato semelhante a uma corona. Eles sdo uma grande familia de virus
envelopados com RNASs positivos que sao classificados em 4 géneros (alpha, beta, gamma e
delta), sendo os a- e B-coronavirus clinicamente mais relevantes por infectar os sistemas
respiratorio, gastrointestinal, hepético e o sistema nervoso central de humanos ocasionando
sintomas mais simples, como os da gripe comum, até mais severos que podem levar ao
Obito do paciente. (1-2)

O genoma dos Covs codifica quatro grandes grupos de proteinas estruturais (Figura
1):nucleocapsidicas (N), matriciais (M), envelopes (E) e Spikes (S). O primeiro grupo, das
proteinas N, esta envolvido na organizacdo do genoma viral e na eficiéncia de transcricdo
do virus. As proteinas de membrana ou matriciais (M) podem associar-se a outras proteinas
estruturais virais facilitando a montagem molecular e a patogénese. As menores proteinas
estruturais sdo as do tipo E (8-12 kDa) que desempenham um importante papel na
patogénese, montagem e liberacdo do virus. Por fim, existem as glicoproteinas spikes (S)
(150-200 KDa) que sdo compostas de duas subunidades (S1 e S2), fundamentais para a
infecgdo de alguns coronavirus, como 0 SARS-CoV-2, nas células humanas. A subunidade
S2 faz a mediacdo da integracdo entre a membrana viral e a célula hospedeira,
eventualmente o dominio de ligacdo ao receptor (RBD) da subunidade S1 da Spike se

acopla a enzima conversora de angiotensina 2 (ACE2) presente na superficie das células.

(3)
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Figura 1 - Estrutura dos coronavirus e os quatro grupos de proteinas estruturais: Spikes (S),
Nucleocapsidicas(N), Membranas (M) e Envelopes (E). Criado no Biorender.

Fonte: Elaborada pela autora.
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Nas ultimas duas décadas, houveram trés grandes surtos de doengas causadas por 3-
coronavirus: SARS-CoV (2002), MERS-CoV (2012) e 0 SARS-CoV-2 (2019). Dentre eles,
0SARS-CoV-2 é 0 mais transmissivel e ja atingiu quase 200 paises, enquanto os outros dois
virus alcancaram menos de 30 paises. Estudos demonstram que a alta transmissividade
do SARS-CoV-2 esta relacionada ao nimero de mutagdes positivas na proteina S que fazem
com que ela seja 20 vezes mais efetiva em reconhecer os receptores humanos que as
mesmas proteinas referentes ao SARS-CoV-1 e MERS-CoV. (4)

1.2 A COVID-19 e o cenario no Brasil

Em dezembro de 2019, na cidade chinesa Wuhan, foi identificado o contagio por um
novo coronavirus, posteriormente conhecido como SARS-CoV-2, causando sintomas
respiratorios que inicialmente foram identificados como casos de pneumonia que evoluiram
para a chamada “sindrome respiratoria aguda severa” (SARS). Devido ao rapido aumento
dastaxas de contaminacdo e a distribuicdo geogréafica da doenca, em 30 de janeiro de 2020,
a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) declarou estado de emergéncia de saude publica
de importancia internacional e, em 11 de margo do mesmo ano, a COVID-19 foi anunciada
comouma pandemia. (5) A pandemia da COVID-19 ja tem mais de 181 milhdes de casos
confirmados e mais de 3,9 milhdes de dbitos pelo mundo inteiro de acordo com os dados
epidemioldgicos da OMS do dia 28 de junho de 2021. No Brasil, o primeiro contagio
ocorreuem 26 de fevereiro de 2021 e, atualmente, hd aproximadamente 18 milhGes de
pessoas infectadas e mais de 500 mil mortes, de acordo com os dados do Ministério da
Saude em 28 dejunho de 2021. (6)

A COVID-19 é transmitida principalmente a partir de goticulas respiratorias, em
casos leves ou iniciais ela pode apresentar sintomas ndo especificos como tosse, febre,
diarréia, dor de garganta e coriza. O quadro clinico mais grave da doenca é caracterizado por
dificuldade de respiragdo, lesdo miocérdica, letargia e convulsdes, sendo necessario a
incubacdo do paciente com suporte de oxigénio. Nao existe tratamento especifico para a
doenca ainda, pessoas com quadro clinico leve a moderado séo tratadas com medicamentos
que atuam apenas na amenizacdo dos sintomas.

Desde o inicio da pandemia, pesquisadores do mundo inteiro tém se mobilizado para
odesenvolvimento de vacinas para 0 novo coronavirus, visto que a imunizagdo populacional
contra doencas virais garante o controle das taxas de transmiss@o da doenca. De acordo com

aOMS, estdo em desenvolvimento aproximadamente 200 vacinas, 60 estdo na fase de testes
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clinicos e algumas ja foram aprovadas e estdo sendo aplicadas. (7)

1.3 Métodos de diagndstico

O diagnostico de doencas virais com alta taxa de transmissdo, como a COVID-19, é
crucial para a identificacdo de pessoas infectadas e o isolamento rapido delas, prevenindo
gue ocorra a transmissdo para outras pessoas. Além disso, a determinagdo do nimero de
pessoas infectadas auxilia na atualizacdo dos dados epidemiolégicos e no planejamento de
medidas preventivas mais efetivas.

Atualmente, o diagndstico da COVID-19 no Brasil € feito por um dos trés métodos:
i) deteccdo do antigeno do virus em secrecdo nasal ou saliva através da técnica RT-PCR; ii)
testemolecular rapido para deteccdo do antigeno em secrecdo nasal ou saliva; iii) deteccdo
de anticorpos contra proteinas de SARS-CoV-2 através de ensaios imunologicos. O limite
de deteccdo no teste de ELISA (do inglés, “enzyme-linked immunosorbent assay”) para
anticorpos é de 4 ng/mL e para o antigeno, a proteina Spike, é de 19 ng/mL. Métodos
moleculares mais modernos também tém sido explorados, como a amplificacdo isotérmica
mediada por loop (RT-LAMP) e o CRISPR (do inglés “Clustered Regularly Interspaced
ShortPalindromic Repeats™). (8) Contudo, esses testes apresentam algumas limitacdes que
incluema necessidade de uma instrumentacao de alto custo, méo de obra especializada para
a operacdoe interpretacdo de resultados, além da demora na obtencdo dos resultados que
inviabilizam a utilizacdo desses métodos para 0 monitoramento em massa. Além disso, ha
possibilidade de reacGes cruzadas com outros virus em testes sorolégicos. (9) Para superar
essas limitacGes, dispositivos baratos e precisos como biossensores podem ser uma

alternativa promissora. (10)

1.4 Biossensores

Os biossensores sdo dispositivos analiticos, formados por uma camada de
biorreconhecimento e uma parte transdutora que permitem a identificacdo e quantificagdo
de uma amostra de interesse, chamada de analito (Figura 2). A camada de
biorreconhecimento é formada por biomoléculas como DNA, enzimas e anticorpos que se
ligam seletivamente ao analito. As alteragdes fisico-quimicas provenientes da interacéo
especifica entre biomolécula-analito sdo convertidas em parametros fisicos (ex: impedéncia

elétrica e eletroquimica, mudancas opticas e piezoelétricas) pelo transdutor.
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Figura 2 - Esquema de funcionamento de um biossensor. Criado no Biorender.

Fonte: Elaborada pela autora.

Um dos primeiros biossensores reportados na literatura para o diagnostico da
COVID-19 foi uma plataforma de FET (transistor de efeito de campo), que detecta a proteina
spike comum limite de deteccdo de 1 fg/mL em PBS e 100 fg/mL em amostras clinicas.
Contudo, essa plataforma exigiu o0 uso de uma instrumentacéo de alto custo para analise de
dados e uma concentragdo consideravelmente alta (250 pg/mL) de anticorpos para a
funcionalizacdo, que encarece o produto final e pode torna-lo inacessivel para testagem em
massa. (11) Wen et al desenvolveram um dispositivo do tipo lateral flow que faz uma
rapida deteccdo de anticorposlgG do SARS-CoV-2 com uma sensibilidade de 69.1%. (12)
No entanto, recomenda-se que esse dispositivo seja utilizado apenas ap6s 10 dias do inicio
dos sintomas, uma vez que esse €0 tempo necessario para que o sistema imunoldgico do
paciente produza uma quantidade detectavel de anticorpos, inviabilizando o diagnostico
precoce. Biossensores opticos (13) e eletroquimicos (14) para a deteccdo de antigenos,
anticorpos e acidos nucleicos também foramreportados. (15-22) Apesar desses biossensores
serem capazes de detectar o virus, eles ainda enfrentam limitagdes para o diagnostico point-
of-care. Nesse sentido, 0s biossensores capacitivos sd@o vantajosos porque suas medidas
podem ser feitas em aparelhos miniaturizadosde facil operacédo e baixo custo, possibilitando

uma analise rapida e precisa.

1.4.1  Biossensores capacitivos

Os biossensores capacitivos tém sido amplamente utilizados em diversas areas,

devido a sua facilidade de miniaturizacdo e a simplicidade em sua operacdo. (23) Na
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literatura, eles tém sido aplicados para detec¢do de proteinas (24-27), acidos nucleicos (28-
29) e células (30-31), com um bom limite de deteccdo. Para a construgdo desses sensores
sdo utilizados eletrodos interdigitados (IDES) que possuem placas metalicas (ex: ouro,
cobre e etc) igualmente espacadas, denominadas fingers, que atuam como capacitores
planares. Dentre eles, os IDEs de ouro s&o os mais explorados, uma vez que sua superficie
possibilita a modificacdo com biomoléculas através de diferentes metodologias, como a
montagem de camadas com filmes organicos estruturados, que utilizam moléculas que
possuem o grupo tiol (-SH) em uma das extremidades, formando uma ligacdo forte com o
ouro da superficie, e grupos funcionais na outra extremidade, que se ligam a biomolécula.
(32) Dessa forma, a formacdo da dupla camada elétrica na interface dos capacitores
influencia na transferéncia de cargas, promovendo mudancas nas propriedades dielétricas
do material que podem ser analisadas através de medidas de capacitancia em funcdo da
frequéncia aplicada. (33)

Este projeto teve como objetivo o desenvolvimento de um imunossensor capacitivo
para a deteccdo da proteina Spike utilizando IDEs de ouro modificados com anticorpos anti-
spike. A discriminacdo das amostras foi feita através de medidas de capacitancia elétrica,
analisadas pelo método estatistico de componentes principais (PCA) e pelo fator
sinal/ruido. Como controle negativo foi usada a proteina NS1 do virus da Dengue para
garantir que o biossensor ndo realize detecgdo cruzada entre essas duas doengas virais.
Espera-se que esse dispositivo contribua para o diagndstico de COVID-19 de maneira

rapida, simples e precisa.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Fabricacéo dos eletrodos interdigitados (IDES)

Os IDEs de ouro foram confeccionados em substrato de vidro BK7 pela técnica de
fotolitografia seguida de metalizacdo de uma fina camada de ouro pela técnica de
sputtering. Cada eletrodo possui 150 placas metélicas paralelas denominadas fingers, com

espacamento de 10 um entre elas, em que cada par funciona como um capacitor planar.

2.2 Limpeza dos eletrodos

A limpeza dos eletrodos foi realizada com plasma de oxigénio, para a remocéo de
residuos organicos, utilizando o equipamento Tergeo Plasma Cleaner nas seguintes

condigdes: 02 médio, 35 W de poténcia e taxa de fluxo de gas 5 sccm (cm*/min).

2.3 Construcéo das monocamadas automontadas (SAMS)

Os IDEs foram modificados com duas diferentes estratégias para a construcdo das
SAMs com o intuito de encontrar a melhor forma de imobiliza¢do dos anticorpos e de obter
uma deteccdo sensivel da proteina Spike (Figura 3).

Imobilizacdo eletrostatica (SAM 1): os IDEs foram incubados overnight (15 h) com 10

uL de cisteamina 10 mM em solugdo aquosa. Em seguida, os eletrodos foram incubados
com 10 pL de anticorpos anti-Spike 250 pg/mL para a interagdo eletrostatica com a
cisteamina. Para bloquear possiveis sitios ativos, foi utilizado 10 uL de uma solugdo de
albumina de soro bovina(BSA) 1% em tampéao PBS (10 mM, pH 7,4, NaCl 0.1 M) por 30
min.

Imobilizacdo covalente orientada (SAM 2): Para a segunda SAM, os IDEs também

foram incubados overnight (15 h) com 10 pL de cisteamina 10 mM em solu¢@o aquosa. Em
seguida, foi preparada uma mistura de EDC/NHS (8 mM/5 mM) com anti-Spike (nas
concentragOes 4 pg/mL ou 40 ug/mL) em tampdo PBS (10 mM, pH 7,4, NaCl 0.1 M) e
incubada por 2 h a 4 °C para ativagdo dos grupos carboxilicos presentes nos anticorpos
(desprotonacdo do H®). A imobilizagio foi realizada adicionando 10 pL da mistura
contendo os anticorpos ativados aos IDEs modificados. Nesse caso, 0s grupos carboxilicos
dos anticorpos se ligam covalentementeao grupo amina da cisteamina presente na superficie

dos eletrodos. Para bloquear possiveis sitios ativos, foi utilizada 10 uL de uma solucao de
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BSA 1% por 30 min.
Todas as etapas de incubagéo foram realizadas a 4 °C e a lavagem entre as etapas foi
feita imergindo os IDEs em PBS e em agua Milli-Q. Por fim, os eletrodos foram secos

cuidadosamente com jato de nitrogénio (N2).

SAM 1
Ab (250 ug/mL)
SAM 2
T \_( ﬂ_r gl S ANTI-SPIKE (Ab)
+ o+ 4+ : Y Y"’%ﬁ"‘ Y
/ > ) ) ) BSA 1% Y oy )y ) jn—S  CISTEAMINA
S ( < < < < S < %
3h 30 min e B
HQN/\/SH
+
15h \
Y Y Y pow
—— HkN\ ”J:‘ II,I\\: H,r\{‘ BSA 1% Wr ﬂrkg#%;]: ﬂ\r
,  phmmm—— — (A4
2h 1h 30 min

EDC/NHS + Ab (4 ug/mL)

Figura 3 - llustracdo da construcdo das duas monocamadas automontadas (SAM 1 e SAM 2). Criado em
Canva.

Fonte: Elaborada pela autora.

Caracterizagdo das SAMs

Para avaliar se as moléculas utilizadas nas etapas de funcionalizacdo dos eletrodos
de fato foram imobilizadas na sua superficie, as SAMs foram caracterizadas quanto a sua
rugosidade através de medidas de microscopia de forga atomica (AFM), com imagens
coletadas com resolucdo de 512 pixels e dimensdes 2 pm X 2 pum, e por espectroscopia
Raman para verificar a presenca dos grupos funcionais caracteristicos. Os espectros Raman
foram coletadosna faixa 500-3800 cm™, utilizando laser de 532 nm com intensidade de 5%,

20 acumulacdes etempo de 30 s para cada medida.

2.4 Etapa de deteccéo

Na etapa de deteccdo, os eletrodos funcionalizados com os anticorpos anti-spike
foramincubados por 30 min com 10 pL de proteina Spike 2,5 ug/mL em tampédo PBS 10 mM
(amostra positiva). Em seguida, os IDEs foram lavados e secos. Apds essa etapa, 0S
eletrodos foram submetidos a medidas elétricas. A fim de avaliar a seletividade do

biossensor, todos os experimentos foram realizados também com controle negativo,
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utilizando a proteina NS1 do virus da Dengue nas mesmas concentracdes e condi¢fes da
proteina positiva.

2.5 Medidas elétricas

Medidas de capacitancia elétrica foram realizadas utilizando o equipamento
Solartron,variando a frequéncia de 20 Hz a 1 MHz. Todas as medidas foram realizadas em
temperatura ambiente, com um tempo de espera de 10 min para que a dupla camada elétrica

possa se estabilizar, 5 ciclos de medidas e utilizando 10 pL de tamp&o PBS 10 mM.

2.6 Andlise de Componentes Principais (PCA)

Para a analise estatistica dos dados foi utilizado o método de andlise de
componentes principais (PCA) do software OriginPro 2021©. Para montar o PCA foi
escolhida uma frequéncia fixa em que houvesse uma maior variacdo de capacitancia na
etapa de deteccdo da proteina positiva. Posteriormente, foi realizada a combinacao das duas
unidades sensoriais (FOAC: filme orgénico com o anticorpo e FO: filme organico sem o
anticorpo) para a discriminacdo das amostras. No resultado final do PCA espera-se observar
uma separacao entreos dois grupos distintos (amostras positiva e negativa) influenciada pela
unidade sensorial FOAC, confirmando que o imunossensor desenvolvido detectou a Spike
através da interacdo especifica antigeno-anticorpo.
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3 RESULTADOS

3.1 Caracterizagdo das modificacbes nas monocamadas automontadas por AFM e
espectroscopia Raman

3.1.1 Imobilizacéo eletrostatica (SAM 1)

A superficie de ouro foi caracterizada quanto a sua rugosidade pela técnica de AFM,
para cada etapa das modificacdes realizadas (Figura 4). A rugosidade média obtida foi 0,9 +
0,1 nm para o eletrodo limpo (Figura 4a) e de 1,6 £ 0,2 nm apds a incubacdo com
cisteamina (Figura 4b), indicando que essas moléculas se ligaram a superficie do eletrodo
(Figura 4b). Poroutro lado, nas etapas de incubacdo com o anticorpo (Figura 4c) e com 0
BSA 1% (Figura 4d) a rugosidade média foi de 1,7 £+ 0,2 nm e 1,4 £ 0,2 nm,
respectivamente. A pequena variacdo na rugosidade apés a etapa da cisteamina, indica que

houve uma baixa ou nenhuma imobilizacdo dos anticorpos e das moléculas de BSA por

interacdo eletrostatica. (35)

Figura4 - Imagens de AFM da superficie do IDE: (a) Limpo, (b) Modificado com cisteamina 10 mM. (c)
cisteamina 10 mM + anticorpo 250 pg/mL. (d) Cisteamina 10 mM + anticorpo 250 pg/mL + BSA
1%. A resolucdoutilizada foi de 512 pixels em 2 um X 2 um.

Fonte: Elaborada pela autora.

Para cada etapa de modificagdo, os eletrodos foram caracterizados por
espectroscopia Raman para identificar os grupos funcionais das moléculas imobilizadas
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(Figura 5). A banda em 110 cm™ presente em todos 0s espectros é proveniente de vibracdes
reticuladas do vidro. As bandas em 800 cm™ e em 2837 cm™ que também aparecem em
todos os espectros, correspondem as vibracdes de C-O-C e C-H, respectivamente. Apds a
etapa de modificacdo com cisteamina sdo observados dois novos picos em 1480 cm™ e 1520
cm?, caracteristicos dosgrupos CHz e NHa, respectivamente, presentes nela. (34) Apesar de
um pequeno aumento na intensidade das bandas, ndo houve diferenca nos grupos
funcionais encontrados ap0s a etapa do anticorpo. Esses resultados indicam que 0s
anticorpos ndo foram imobilizados na superficie do eletrodo, corroborando as analises de
AFM. No pH 7,4 da solugdo tampédo utilizada durante a imobilizag&o, a cisteamina fica
carregada positivamente e o0s anticorpos negativamente, favorecendo a interacdo
eletrostatica entre eles. No entanto, por ser uma interacdo fraca com baixa estabilidade, ela
pode ter sido desfeita nas etapas de lavagens, de modo que os anticorpose 0 BSA ndo tenham
permanecido na superficie dos IDEs.

Imobilizacao eletrostatica

70 110 em” —_— |_|mpo
; —— Cisteamina 10 mM
60 —— Anticorpo 250 ug/mL

50

40 -

30

Intensidade (u.a)

1480 cm™!

20 +

Raman shift cm?

Figura 5 - Espectro Raman para as modificagbes (limpo, cisteamina 10 mM, anticorpo 250 pg/mL) na
superficiedos IDEs para a estratégia de imobilizacdo eletrostatica. Os espectros foram coletados
com laser de 532 nm intensidade 5%, 10 acumulacfes e tempo de aquisi¢do de 30 s para cada
medida.

Fonte: Elaborada pela autora.

3.1.2 Imobilizacéo covalente (SAM 2)

A SAM 2 também foi caracterizada quanto a sua rugosidade pelo AFM, para o filme
organico modificado com duas concentragdes diferentes de anticorpos (4 ug/mL e 40

ug/mL),pré-ativados com EDC/NHS (Figura 6). Os anticorpos com 0s grupos carboxilicos
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ativados (COQ") conseguem ser imobilizados na superficie do ouro através de uma ligagédo
covalente com a amina (NH2) da cisteamina, formando a ligacdo amida (-CONH.). A
modificacdo com a concentracdo mais baixa de anticorpos, 4 pg/mL, apresentou uma
rugosidade média de 1,6 £0,2 nm, enquanto para 40 ug/mL a mesma foi de 4,0 + 0,7 nm.
Ao comparar esses resultados com o valor encontrado para a superficie de ouro modificada
apenas com cisteamina (1,6 + 0,2nm, Figura 4b) ¢é visto que a imobiliza¢do com 40 ug/mL
de anticorpos produziu um aumento significativo no valor de rugosidade e da altura da
superficie de 16 nm para 48 nm (Figura 6b).Na figura 6¢, sdo apresentados 0s espectros
Raman para o eletrodo limpo, modificado com cisteamina e apds a imobilizacdo covalente
dos anticorpos ativados com EDC/NHS para duas concentragdes: 4 ug/mL e 40 pg/mL. As
bandas que aparecem nos espectros do eletrodo limpo e do eletrodo modificado com
cisteamina sdo os mesmos ja discutidos na sec¢do 3.1.1. No entanto, nos espectros coletados
ap6s a imobilizacdo dos anticorpos sdo observadas bandas em 1406 cm™ e 1560 cm™
caracteristicas da vibracdo C=N proveniente da ligacdo amida, demonstrando que a ligacao
covalente entre 0 grupo amina da cisteamina e o grupo carboxilico do anticorpo ocorreu.
Além disso, comparando os espectros obtidos para as duas concentracBes de anticorpos,
podemos observar que intensidade dessas bandas é maior para o eletrodo modificado com a
maior concentracdo de anticorpos.

As anélises de AFM e Raman apds a incubacdo dos eletrodos com o BSA
ndoapresentaram diferenca em relacdo a etapa anterior. O papel do BSA na construcdo do
filme organico é bloquear os sitios ativos em que ndo houve ligacdo com 0s anticorpos.
Contudo, diferentemente de como foi feito com os anticorpos, 0 BSA ndo teve seus grupos
carboxilicospré-ativados com EDC/NHS para que pudessem se ligar covalentemente com a
cisteamina. Entéo, o blogueio de sitios ativos poderia ocorrer via interacao eletrostatica que,
como discutido anteriormente, € uma ligagdo fraca que poderia ser desfeita durante a
lavagem. Isso justificaria o fato de ndo terem sido observadas mudangas na rugosidade ou
nos espectros Raman apo6s a incubacdo com essa biomolécula. De maneira geral, os
resultados de AFM e Raman foram coerentes entre si e indicam que a imobilizagédo

covalente dos anticorpos aconteceu, sendo mais eficiente para a concentragdo de 40 pg/mL.



22

(a)

() Imobilizagdo covalente orientada
100000
— Limpo
~— Cisteamina 10 mM
17 nm 1560 cm s — EDC/NHS + Anticorpo 4 ug/mL
P b 80000 EDC/NHS + Anticorpo 40 ug/mL.

1406 cm''

Intensidade (u.a)

T T T T T
48 nm 0 500 1000 1500 2000 2500 3000

0nm Raman Shift cm™!

Figura6- (a) Imagem de AFM em 2D e 3D da superficie dos IDEs modificados com cisteamina +
EDC/NHS/Ab4 pg/mL (b) Imagem de AFM em 2D e 3D da superficie dos IDEs modificados
com cisteamina + EDC/NHS/Ab40 ug/mL. A resolugdo utilizada para as imagens de AFM foi de
512 pixels em 2 pm x 2 pm. (c) Espectros Raman, coletados entre 100-3500 cm™, para as
modificacdes na superficie dos IDEs referentes a imobilizagdo covalente orientada. Os espectros
foram coletados com laser de 532 nm intensidade 5%, 10 acumulagfes e tempo de aquisi¢do de
30 s para cada medida.

Fonte: Elaborada pela autora.

3.2 Deteccdo elétrica

3.2.1 Imobilizacéo eletrostatica (SAM 1)

Na figura 7 é apresentado o comportamento do biossensor modificado com a SAM 1
apo6s 30 min de incubagdo com uma amostra negativa (NS1 DenV 2,5 pug/mL) e positiva
(Spike2,5 ug/mL) para dois tipos de preparacdes do eletrodo (unidades sensoriais): 1) Filme
orgénico+ anticorpo (FOAC); Il) Filme orgénico sem anticorpo (FO). Inicialmente, a anélise
é feita emuma faixa maior de frequéncia para buscar um intervalo em que a variagdo da
capacitancia seja proveniente de interacOes especificas. Através dos graficos das duas
unidades (Figura 7a e 7b)o melhor intervalo para a discriminacéo das amostras foi entre 10°-
10° Hz, visto que ha poucavariacdo da capacitancia na unidade sensorial FO ap6s a adicio
das amostras negativa e positiva, indicando que a variacdo observada em FOAC seria
proveniente da interacdo antigeno-anticorpo. Além disso, em altas frequéncias ha uma maior
repetibilidade entre medidas consecutivas e o angulo de fase é proximo de 90°, indicando
uma predominéncia do comportamento capacitivo que é influenciado por eventos na dupla

camada elétrica, como o biorreconhecimento. (37) Sendo assim, para as analises subsequentes
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foi escolhida a frequénciaintermediaria de 25 kHz. A variacéo de capacitancia, na frequéncia
escolhida, para a unidade sensorial FOAC (Figura 7a) foi de |[ACspikeFoac| = (2,4 + 0,9) nF
para a amostra positiva e

|ACns1,Foac| = (3 = 1) nF para a amostra negativa. Enquanto para a unidade FO (Figura 7b)
osresultados foram de|ACspike,Fo| = (0,10 + 0,04) nF e |ACnsz,ro| = (0,99 + 0,05).

(a) FOAC - IMOBILIZAGAO ELETROSTATICA (b) FO - IMOBILIZAGAO ELETROSTATICA
[ ——FOAC (Cisteamina + Ab + BSA 1%) ——FO (Cisteamina + BSA 1%)
200 —— Negativo (NS1 DenV 2.5 ug/mL) 200 —— Negativo (NS1 DenV 2.5 ug/mL)
—— Positivo (Spike 2.5 ug/mL) —— Positivo (Spike 2.5 ug/mL)

160 160

120 120

Capacitancia (nF)
Capacitancia (nF)

80 80

40 40

T T T T T T T T T
10’ 10¢ 10° 10’ 10" 10°

Frequéncia (Hz) Frequéncia (Hz)
Figura 7 - Variacéo da capacitancia em funcéo da frequéncia (10%-10° Hz) para as unidades sensoriais FOAC
(a)e FO (b) apds a adicdo da proteina negativa (NS1 DenV 2,5 ug/mL) e da proteina positiva (Spike
2,5 pg/mL).

Fonte: Elaborada pela autora.
A partir da variacdo da capacitancia das amostras positivas e negativas, calculou-se
ofator sinal/ruido pela férmula (1):

_ ACspike ( 1)

ACns/DenV

O fator sinal/ruido ¢ um pardmetro que indica a razdo entre a variacdo de
capacitancia da sua amostra positiva pela variagdo da capacitancia de um controle negativo.
Sendo assim, quanto maior o seu valor, melhor € a seletividade do biossensor. A tabela 1
mostra os valores do fator sinal/ruido para as duplicatas de cada unidade sensorial (FOAC e
FO). Os resultados mostram um baixo fator sinal/ruido associado as unidades sensoriais e
também uma baixa reprodutibilidade entre eletrodos da mesma unidade. Isso pode indicar
que as variagdes de capacitancias, ndo vieram de interacdes especificas da proteina com
anticorpo, e sim de interferéncias associadas a interacdes eletrostaticas acontecendo no
filme organico.
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Tabela 1 — Analise do fator sinal/ruido para as duplicatas das unidades sensoriais FOAC e FO, paraa
imobilizacdoeletrostatica na frequéncia de 25 kHz.

El E2

FOAC 0,40 + 0,06 1,2+0,2

FO 1,0+£0,6 0,10+ 0,05

Fonte: Elaborada pela autora.

A andlise estatistica de componentes principais (PCA) foi realizada com as duas
unidades sensoriais, com o intuito de observar a capacidade de discriminacdo do biossensor
e verificar se as variacdes na capacitancia sdo provenientes da interacdo antigeno-anticorpo.
O gréfico de score (Figura 8a) indica que o biossensor foi capaz de diferenciar as duas
amostrascom 95,5 % considerando apenas a primeira componente principal (eixo x), e com
100% de acerto quando somada com a segunda componente (PC1 + PC2), indicada pelo
eixo y. O grafico de loading (Figura 8b) mostra através de vetores a contribuicdo de cada
unidade sensorial para a discriminacdo da amostra. Quanto maior € o vetor na direcdo X,
maior é sua contribuicdo para a discriminacdo das amostras através da PC1. Da mesma
maneira, quanto maior for o vetor na direcdo y, maior € a sua contribuicdo para a
discriminacdo das amostras através da PC2. Nesse caso, a unidade sensorial que mais
contribuiu para o PC1 foi a FOAC, apontando que a variacdo na capacitancia provém da
interacdo antigeno-anticorpo. Apesar da interpretacdo dada pelo grafico de loading, ndo é
possivel afirmar que o biossensor foi realmente seletivo, uma vez que foi observada uma
variacao de capacitancia maior para a amostra negativa do que para a amostra positiva nas
duas unidades sensoriais. Além disso, o fator sinal/ruido demonstrou uma baixa
reprodutibilidade entre as réplicas. O biossensor construido via interacdo eletrostatica
apresentou um baixo desempenho analitico que, baseadonos resultados das caracterizagdes
da monocamada, por AFM e Raman, e pelo fator sinal/ruido parece estar associado as

ligagdes ndo especificas na superficie do biossensor.
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Figura 8 — Anélise de PCA para a SAM 1: (a) Gréafico de score representando a discriminagdo entre a
amostra negativa (NS1 DenV 2,5 pg/mL) e positiva (Spike 2,5 ng/mL) e (b) Grafico de loading
representando a influénciadas unidades sensoriais FOAC e FO nas componentes principais para a
discriminacéo dos grupos. Ambos os resultados de PCA foram feitos para a frequéncia de 25
kHz.

Fonte: Elaborada pela autora.

3.2.2 Imobilizacéo covalente orientada (SAM 2)

As medidas elétricas também foram realizadas para a imobilizacdo covalente (SAM
2),nesse caso a frequéncia escolhida para a analise dos resultados foi a de 100 kHz, pelos
mesmosmotivos apresentados anteriormente. A variagdo de capacitancia para o biossensor
construido com SAM 2 contendo 40 ug/mL de anticorpos é apresentada na figura 9. Na
unidade sensorial FOAC (Figura 9a) a variacéo foi de |ACspike,Foac| = (1,08 + 0,06) nF para
a amostra positiva e/ACnsz1,roac| = (0,13 = 0,04) nF para a amostra negativa. Enquanto para
a unidade FO (Figura 9b) os resultados foram de |[ACspikeFo| = (2,5 £ 0,7) nF e |ACns1,Fo| =
(1,1+£0,2).
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FOAC - 100 KHz (b) FO - 100 KHz

o
]
|

|AC] (nF)
|AC| (nF)

0,44

0,0
Spike 2.5 ug/mL NS1 DenV 2.5 ug/mL Spike 2.5 ug/imL NS1 DenV 2.5 ugimL

Figura 9 — Gréfico de barras mostrando o mddulo da variagdo da capacitancia em 100 kHz para a SAM 2
construida com 40 pg/mL de anticorpos: apds a incubagdo do biossensor com a amostra positiva
(Spike) e com aamostra negativa (NS1 DenV) para as unidades sensoriais FOAC (a) e FO (b).

Fonte: Elaborada pela autora.

A mesma analise foi feita para o biossensor construido com SAM 2 contendo 4
ug/mLde anticorpos (figura 10). Na unidade sensorial FOAC (Figura 10a) a variacdo
foi de |ACspike,Foac| = (1,2 £ 0,3) nF para a amostra positiva e |[ACns1,roac| = (2,5 £ 0,4)
nF para aamostra negativa. Enquanto para a unidade FO (Figura 10b) os resultados foram de
|ACspike,Fo|= (0,23 + 0,03) nF e ACns1,Fo= (1,5 £ 0,9) para a amostra positiva e negativa,
respectivamente.

(a) FOAC - 100 KHz (b) FO - 100 KHz

|AC] (nF)
|AC| (nF)

Spike 2.5 ug/mL NS1 DenV 2.5 ug/imL Spike 2.5 ug/mL NS1 DenV 2.5 ug/mL

Figura 10 — Gréfico de barras mostrando o médulo da variacdo da capacitancia em 100 kHz para a SAM 2
construida com 4 ug/mL de anticorpos: apds a incubagdo do biossensor com a amostra positiva
(Spike) e com a amostra negativa (NS1 DenV) para as unidades sensoriais FOAC (a) e FO (b).

Fonte: Elaborada pela autora.

A Tabela 2 mostra o fator sinal/ruido das duplicatas para cada uma das unidades
sensoriais nas duas concentragdes analisadas de anticorpos. A imobilizagdo com 4 pg/mL
de anticorpos apresentou valores baixos de sinal/ruido para ambas unidades sensoriais e

suas duplicatas, representando uma baixa seletividade do biossensor. Por outro lado, na
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imobilizacdo com 40 pg/mL de anticorpos da unidade FOAC, as duas réplicas incubadas
com as proteinas spike tém valores altos, mostrando que a variacdo da capacitancia da
amostra positiva foi significativamente maior do que a da amostra negativa. Para as réplicas
das unidades FO, os valores do fator sinal/ruido sdo bem menores, mostrando que a
variacdo da capacitancia (Figura 9b) pode ser proveniente de interagfes ndo-especificas.
Portanto, obiossensor demonstrou potencial para discriminagdo da amostra positiva quando
utilizada a concentracdo de 40 ug/mL de anticorpos. Para essas condicdes foi realizada a

analise estatisticapor PCA.

Tabela 2 — Analise do fator sinal/ruido para as duplicatas das unidades sensoriais FOAC e FO nas duas
concentracdes de anticorpos analisadas (4 ug/mL e 40 ug/mL).

FOAC El E2 FO El E2

40 pgmL 63205 77408 40 pg/mL  -1,71+0,09 -3,08 % 0,06

4pgmL 0362004 062007  4pgml 040+010  0,10+0,05

Fonte: Elaborada pela autora.

O grafico de score (Figura 11a) indica que o biossensor foi capaz de diferenciar as
duasamostras com 99,3 % considerando apenas a primeira componente principal (eixo x) e
100% quando somado PC1 + PC2. No entanto, o grafico de loading (Figura 11b) mostra
que as duasunidades sensoriais ttm uma grande contribuicdo para a discriminagdo da PC1
(analisando as componentes em X). Apesar da analise estatistica de PCA ter indicado que as
duas unidades sensoriais tiveram grande contribuicdo na discriminacdo das amostras, 0S
resultados de sinal/ruido discutidos previamente demonstram a seletividade do biossensor

associado aunidade FOAC para a deteccao da proteina Spike



28

*  Negativo (NS1 DenV 2.5 ug/mL
Positivo (Spike 2.5 ug/mL)

-2 0
PC1 (99.3%)

®)

0,54

PC2 (0.7%)

FOAC

-0,5 4

FO

0,0

0:5 1,0
PC1 (99.3%)

Figura 11 - Andlise de PCA para a SAM 2: (a) Gréfico de score representando a discriminagdo entre a amostra
negativa (NS1 DenV 2,5 ug/mL) e positiva (Spike 2,5 pg/mL) e (b) Grafico de loading representando
ainfluéncia das unidades sensoriais FOAC e FO nas componentes principais para a discriminagao
dos grupos. Ambos osresultados de PCA foram feitos para a frequéncia de 100 kHz.

Fonte: Elaborada pela autora.

As duplicatas dos eletrodos modificados com 40 ug/mL apresentaram uma boa

reprodutibilidade, como observado na Figura 12, com desvio padrdo de = 0,2 nF entre 0s

seusvalores de capacitancia.

Reprodutibilidade SAM 2 - 100 KHz

50

45 A

40 +

Capacitancia (nF)

35 4

30

T
NS1 DenV 2.5 ug/mL

T
Spike 2.5 ug/mL

Figura 12 — Reprodutibilidade das medidas elétricas de capacitancia para NS1 DenV 2,5 pug/mL e Spike 2,5
pg/mL para as duplicatas dos eletrodos modificados com a SAM 2 contendo 40 pg/mL de

anticorpos anti-spike.

Fonte: Elaborada pela autora.

As proximas etapas envolvem testes com diferentes concentracdes da Spike para a

construgdo da curva analitica e uma andlise estatistica com mais réplicas para aumentar a
confiabilidade dos resultados. Ainda assim, os resultados da SAM 2 sdo promissores e

mostrama capcidade do imunossensor em detectar a proteina Spike.
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4  CONCLUSAO

Os experimentos de caracterizacdo das monocamadas automontadas mostraram a
influéncia da concentracdo dos anticorpos e da estratégia escolhida para sua imobilizagéo.
A partir dos nossos resultados, encontramos que os eletrodos modificados com a SAM 2
apresentaram melhor desempenho. Nos espectros Raman foi possivel observar picos em
1406cm™ e 1560 cm™ ap6s a incubagdo com os anticorpos nas duas concentracdes testadas,
que indicam a presen¢a do grupo amida formado a partir da ligagdo covalente entre a
cisteamina eos anticorpos. J& no AFM, o aumento da rugosidade do eletrodo de 1,6 + 0,2
nm, ap6s a modificacdo com cisteamina, para 4,0 + 0,7 nm apds a modificacdo com 0s
anticorpos, demonstrou que a melhor concentracdo para a imobilizacdo dos anticorpos foi a
de 40 pg/mL. Essa configuragdo da SAM 2 também foi a que forneceu os melhores
resultados nas medidas de capacitancia elétrica na frequéncia de 100 kHz. O fator
sinal/ruido calculado para as duas réplicas foi bastante significativo (E1: 6,3 £ 0,5, E2: 7,7
+ 0,8), demonstrando a seletividade do biossensor na deteccao da proteina Spike. A melhor
andlise e discriminacdo das amostras foi obtida pelo médulo da variacdo da capacitancia
associado com o fator sinal/ruido e ndo pelo PCA construido para as duas unidades
sensoriais. Os proximos passos incluem a otimizacdo do sensor, através de testes com
variacdo da concentracdo da Spike para a construcdo da curva de calibracdo e andlise
estatistica com maior nimero de réplicas. Em seguida, seré avaliado o seu desempenho com
amostras reais para aplicacdo no sistema de saude publico como uma alternativa rapida,
precisa e de baixo-custo aos testes ja existentes.

Em suma, os resultados mostraram que 0 imunossensor elétrico é promissor para 0
diagnostico da COVID-19 sem deteccdo cruzada com a proteina NS1 da Dengue. Nosso
dispositivo podera auxiliar na reducdo da taxa de infeccdo pela COVID-19, pois possibilita
umdiagnostico preciso, rapido e de baixo-custo j& nos primeiros dias de infeccdo e podera
ser aplicado na testagem em massa da populacdo mesmo em regifes onde ndo ha
infraestrutura laboratorial, uma vez que seu sistema de medida pode ser miniaturizado e

portatil.
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