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RESUMO

Enfermidades virais bovina, com destaque para o papilomatose bovina, trazem prejuizos para
os produtores, podendo acometer todo o rebanho. Métodos de diagnosticos para o
papilomavirus bovino (BPV) vém sendo indispensdveis para o setor, pois os métodos
tradicionais de observacao morfologica sao pouco eficazes. O uso de dispositivos capazes de
reconhecerem moléculas biologicas especificas, como os biossensores, pode auxiliar no
tratamento e prevencdo de doengas virais bovina. O presente trabalho visou o
desenvolvimento de métodos diagndsticos para deteccdo molecular de enfermidades bovinas
de origem viral através da constru¢do de biossensores. Um dos biossensores foi construido a
partir de lapis grafite tipo 4B e outro modelo de biossensor foi constituido por eletrodos
impressos. Nos dois biossensores propostos, um sonda de DNA especifica para o BPV foi
imobilizada no eletrodo de trabalho por eletrodeposicdo ou por adsor¢cdo e em seguida uma
sequéncia alvo foi hibridizada com a sonda imobilizada. Os sinais redox da hibridizagao
foram analisados pela técnica de voltametria de pulso diferencial. Os resultados mostraram
que os biossensores puderam diferenciar a hibridizacdo da ndo-hibridizacdo. A ocorréncia da
hibridizagao apresentou diminui¢do no sinal redox e representou a positividade para a
infeccdo do BPV. Os dois biossensores propostos (lapis grafite e eletrodos impressos)
apresentaram elevada sensibilidade cujos limites de deteccdo foram 3,84 nM e 4,35 nM,
respectivamente. O biossensor detectou também DNA viral extraido a partir de sangue bovino
utilizando os eletrodos impressos. Os dados obtidos com os biossensores mostraram
viabilidade para o diagndstico de varios tipos de papilomavirus bovino, permitindo com isso o

desenvolvimento de um novo sistema de detecg¢ao portatil para os virus.

Palavras-chave: Papilomatose bovina, Virus, Biossensor
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ABSTRACT

The bovine papillamatosis is a disease caused by papillomavirus that can generate damage for
producers and farmers. In extreme cases it can affect all the herd. Diagnostic methods for
bovine papillomavirus are essential to the sector because traditional methods of
morphological observations are not very effective. The use of devices technological to
recognize specific biological molecules may help treatment and prevention of bovine viral
diseases. The biosensor incorporates a biological recognition element through electrochemical
reactions that generate electrical signals that can be quantified and interpreted. Thus, this
work aimed to develop molecular diagnostic methods for detection of bovine viral diseases
through the construction of biosensors. One of the biosensor was constructed from pencil
graphite type 4B and the other model biosensor was composed to three screen-printed
electrodes. In both biosensors proposed, a DNA probe specific for the BPV was immobilized
on the working electrode by electrodeposition or by adsorption and then a target sequence was
hybridized with the probe immobilized. The hybridization redox signals were analyzed using
differential pulse voltammetry. The results showed that biosensors could differentiate
hybridization of non-hybridization. The hybridization occurrence showed decrease on the
redox signal and represented the positive diagnostic for BPV infection. The two biosensors
(pencil graphite and screen-printed electrodes) showed high sensitivity which detection limits
were 3.84 nM and 4.35 nM, respectively. The biosensor also detected viral DNA extracted
from bovine blood using screen-printed electrodes. The data obtained with the biosensors
showed viability for the diagnosis of various bovine papillomavirus types, thereby allowing

the development of a new portable detection system for viruses.

Keywords: Bovine papillomatosis, Virus, Biosensor
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INTRODUCAO

A bovinocultura ¢ uma pratica histérica na sociedade brasileira € com o seu
crescimento, a prioridade no controle e vigilancia sanitdria passou a ser rotina neste setor. O
crescimento do pais frente ao cendrio internacional na producdo de leite e carne eleva a
necessidade de um controle maior em relagdo as doengas bovinas, para que a produtividade
desses componentes alimentares bdsicos cresca com garantia de qualidade. Entretanto,
doencas como a papilomatose bovina podem levar a perdas econdmicas neste setor e
indiretamente podem também prejudicar outros setores que utilizam subprodutos oriundos da
bovinocultura. A papilomatose bovina ¢ uma doenga infecto-contagiosa provocada por um
virus pertencente a familia Papillomaviridae e causa o aparecimento de tumores na pele e
mucosa, sendo conhecida por papiloma ou popularmente por verruga. Muitas vezes estas
lesdes podem persistir, evoluir para tumores malignos e, quando associados a
imunossupressores, como, por exemplo, a alimentagdo por samambaia da espécie Pteridium
aquilinum, os animais ficam impossibilitados de combater a infecgao.

Partindo-se do pressuposto de que a papilomatose bovina, na maioria das vezes, s ¢
percebida quando o animal ja apresenta as verrugas na pele, o interesse pelo diagndstico na
fase precoce da infeccao tem sido prioridade para o tratamento desta enfermidade. Além da
identificacdo visual do papiloma no animal, atualmente, o diagnostico vem sendo realizado a
partir de observagdes histoldgicas de biodpsia ou raspado celular, o que torna lento o resultado
final. Com isso, a busca por novas tecnologias capazes de detectar em tempo real e na fase
precoce da infecgcdo ¢ de extrema importancia para o melhoramento produtivo neste setor.
Para atender esta demanda, os biossensores podem ser utilizados por possuirem os requisitos
necessarios para a detec¢ao do papilomavirus bovino.

O biossensor ¢ um dispositivo analitico composto de um elemento de reconhecimento
biolégico acoplado a um transdutor que converte resposta bioquimica em sinal elétrico. Por
integrar uma interface quimicamente sensivel e transdutor numa tUnica plataforma fisica, o
biossensor apresenta algumas das funcionalidades da instrumentacdo analitica, como
respostas on-line, custos e tamanhos reduzidos. Esse elemento de reconhecimento biologico ¢
fixado (imobilizado) na superficie sensora, permitindo repetidas andlises. A resposta
bioquimica da interagdo entre o elemento de reconhecimento bioldgico e o alvo de interesse ¢
obtida por reagdes de o6xido-reducdo. Com isso, o desenvolvimento de biossensores pode

auxiliar no diagnostico, no tratamento e até na prevengao mais eficaz dessa doenga bovina.
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OBJETIVOS

Geral

Desenvolver modelos de biossensores de acidos nucléicos eletroquimicos para o

diagnostico rapido do papilomavirus bovino a partir de técnicas moleculares.

Especificos

Identificar regides de interesse para o desenvolvimento de biossensor através de
ferramentas de bioinformatica;

Extrair o DNA dos virus bovinos presentes em amostras coletadas em fazendas de
Pernambuco;

Identificar a presenca viral nas diferentes amostras coletadas, utilizando os primers
degenerados;

Construir biossensor de DNA por técnica de screenprinting e/ou outras que permitam
miniaturiza¢do e aumento da sensibilidade;

Desenvolver sistema de imobilizagdo de sonda de DNA diretamente na superficie dos
eletrodos ou em superficies poliméricas;

Realizar testes de hibridizagdo entre as sondas e DNA alvo;

Desenvolver sistema de revelagdo eletroquimica para as reagoes de hibridizagoes;

Avaliar a estabilidade do biossensor frente aos principais parametros fisico-quimicos.
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CAPITULO 1

1. REVISAO DA LITERATURA

1.1. Bovinocultura Brasileira: Breve Historico

Mundialmente, o Brasil apresenta-se como um dos principais paises produtores,
consumidores e exportadores de carne bovina. Atualmente, em relagdo a carne bovina, o
Brasil € o segundo maior produtor mundial com cerca de 200 milhdes de cabegas. Segundo o
Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento, desde 2004 a participagdo brasileira nas
exportagdes mundiais de carne bovina assumiu a liderangca, com um quinto da carne
comercializada internacionalmente e vendas em mais de 180 paises (1).

O rebanho bovino brasileiro proporciona o desenvolvimento de dois principais
segmentos lucrativos: As cadeias produtivas da carne e do leite. O valor bruto da produgdo
desses dois segmentos, estimado em R$ 67 bilhdes, aliado a presenga da atividade em todos
os estados brasileiros, evidencia a importancia econdmica e social da bovinocultura em nosso
pais (1).

Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (2), no ano de 2010, foi
registrado o abate de 29,265 milhdes de cabegas de bovinos, representando aumento de 4,3%
em relagdo ao ano anterior. No acumulado do ano de 2010, o Centro-Oeste respondeu por
34,7% do abate de bovinos, o Sudeste por 22,3%, o Norte por 19,4%, o Sul por 13,4% e o
Nordeste por 10,7%. Mato Grosso continua sendo o Estado lider no abate de bovinos,
totalizando 14,0% do total, seguido por Sao Paulo (12,1%) e Mato Grosso do Sul (11,3%).
Quanto ao nivel de inspecao sanitaria do matadouro/frigorifico federal, estadual ou municipal,
as quantidades de bovinos abatidos representaram, respectivamente, 75,7; 17,4 e 6,9% do
abate total (2). Segundo o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, as projegdes
de carne bovina para o Brasil mostram que esse setor deve apresentar intenso crescimento nos
proximos anos. A carne bovina apresentara uma taxa de crescimento da produgdo em torno de
2,2% ao ano no periodo 2010/2011 a 2020/2021 (1).

Quanto a producao de leite, de 1997 aos dias atuais, o Brasil vem aumentando sua
produgdo, apresentando variagdo anual positiva em todos os anos de sua série histérica. No

comparativo de 2010 com 2009, a aquisi¢ao de leite teve aumento de 7,0%. Em 2010, a
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produgdo de leite no Brasil foi de aproximadamente 21 bilhdes de litros. Do total de leite
adquirido pelas industrias brasileiras, 93,8% do volume veio de estabelecimentos sob
inspecao federal, 5,5% sob inspe¢do estadual e 0,7% sob municipal. O volume de leite in
natura exportado no ano de 2010 foi de 8,802 mil toneladas, aumento de 58,8% sobre aquele
registrado em 2009. O faturamento, por sua vez, teve aumento de 95,8% na mesma
comparag¢ao. O preco médio da tonelada do produto foi de U$ 2.114 em 2010 contra U$ 1.715
em 2009, valorizagao de 23,3% (2).

O couro bovino, outro segmento lucrativo da bovinocultura, ¢ um produto de elevado
valor agregado no mercado interno e externo. Dados do IBGE mostraram que em 2010 foram
adquiridas e recebidas de terceiros 35,009 milhdes de pecas inteiras de bovinos (2).

Diante desse crescimento da pecudria, a necessidade por melhorias das praticas
sanitarias € indispensavel. O aumento da criagdo de gado exige prevencdao e tratamento,
principalmente de doengas que podem acometer o setor produtivo. Entre as enfermidades que
podem prejudicar a producdo destacam-se: febre aftosa, mastite, brucelose, vaca louca,
botulismo, tuberculose, timpanismo, linfossarcoma e a lifossitose persistente, rinotraqueite
infecciosa, diarréia viral, leptospirose bovina, colibacilose de bezerros, enterotoxemia,

dermatomicose, dermatofilose, acidose lactica, laminite, assim como a papilomatose bovina

3).

1.2. Papilomatose Bovina

A papilomatose bovina ¢ uma enfermidade infecto-contagiosa, pertencente a um grupo
heterogéneo de virus DNA, cronica, de natureza fibroepitelial, caracterizando-se por levar ao
desenvolvimento de tumores localizados na pele ¢ mucosa. E uma doenca de carater
cosmopolita e também ¢é popularmente conhecida como verruga ou figueira (Figura 1) (4). Os
papilomas, verrugas, tém dimensdes variadas, desde 1 milimetro a varios centimetros de
diametro, podendo estar parcialmente aderidos a pele ou pendurados. Essas verrugas podem
se espalhar por todo o animal e muitas vezes acometem o Ubere e as tetas, reduzindo a

produtividade da vaca afetada, levando a prejuizo do produtor (5).
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Figura 1. A) Papilomas ou verrugas localizados na regido do nariz do animal; B) Papilomas
localizados no pescoco do animal; C) Estigios mais avangados da infeccdo pelo
papilomavirus com aparecimento de tumores; D) Papiloma no trato digestivo do animal em
particular o rimen; E) Papiloma na teta e ubere do animal; F) Papiloma epitelial induzido pelo
BPV-6.

A infecg¢do do papilomavirus pode ocorrer por contato direto de regides do corpo do
bovino que estdo mais sujeitas a lesdes ou irritagdes, por contato sexual ou ainda de forma
indireta, por meio de instalagdes e equipamentos contaminados. Com isso, o animal, uma vez
infectado, deve ser isolado dos demais animais sadios. A replicacdo viral ocorre nas células
basais do epitélio, estimulando a divisdo celular, hiperproliferagdo e também induzindo o
crescimento excessivo dessas células, formando as verrugas ou papilomas (10, 11). O
papilomavirus bovino também esta presente em peles saudaveis como um comensal,
infec¢des latentes ou infecgdes subclinicas (12). A duragdo da infec¢do é muito variavel e a
cura espontanea pode ocorrer em alguns animais. Entretanto, o tratamento ¢ necessario na
maioria dos casos, principalmente quando o nimero de papilomas ¢ elevado e existe um
grande nimero de animais com a doenga dentro da propriedade (13, 14). Entre os tratamentos
estd a auto-hemoterapia, que promove um estimulo inespecifico; os produtos da degradacao
eritrocitaria, que estimulam a eritropoiese € ativam o sistema imune, permitindo a manutengao
da homeostasia; o cloro-butanol e o diaceturato de diaminazina que tém apresentado
resultados significativos em animais acometidos pela papilomatose cutinea (13, 14).

A papilomatose bovina também pode estar associada a hemattria enzootica (HE), que
¢ uma das formas clinicas da intoxicacdo cronica por samambaia da espécie Pteridium

aquilinum, caracterizada por alteracdes neoplasicas da bexiga. O animal desenvolve
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hematuria intermitente ou continua e acaba morrendo, devido a anemia (15). O quadro clinico
esta diretamente relacionado a alimentacao do rebanho, em que ocorre a presenca da planta
nas pastagens, sendo comum em rebanhos criados no sul do Brasil. Segundo a literatura, a
infec¢do com o papilomavirus bovino tipo 2 e 4 vem sendo associada aos quadros clinicos da
hematuria enzootica, porém, apesar de ja divulgado o envolvimento desses sorotipos na
etiologia da HE, pouco se sabe sobre essas interagdes patologicas (16, 17).

Além da aparéncia desagradavel do animal acometido pela papilomatose bovina, a
enfermidade pode levar a prejuizos, principalmente no que diz respeito a diminui¢do da
produtividade. H4 ainda a desvalorizagdo do couro do animal, desenvolvimento retardado,
cegueira, depreciagdo do valor do bovino em fun¢do da dificuldade em comercializa-lo,

problemas relacionados a fertilidade (10, 14).

1.2.1. Papilomavirus

Originalmente, os papilomavirus foram confundidos com os poliomavirus da familia
Papovaviridae, baseado na similaridade dos capsideos ndo-envelopados e dos genomas
circulares de DNA fita dupla. Mais tarde, reconheceu-se que os dois grupos de virus tinham
tamanhos diferentes do genoma. As organizacdes do genoma eram completamente diferentes
e nao apresentavam grandes semelhangas entre as sequéncias de nucleotideos ou aminoacidos.
O papilomavirus e poliomavirus agora sdo oficialmente reconhecidos pelo International
Committee on the Taxonomy of Viruses (ICTV) como duas familias separadas,
Papillomaviridae ¢ Polyomaviridae (18). Neste relatorio publicado, diversos pesquisadores
propuseram uma nova classificacdo para os papilomavirus, estabelecendo-se que a familia
Papillomaviridae continha 92 papilomavirus humano e 24 papilomavirus animal (19).
Conforme a Figura 2, a familia Papillomaviridae € constituida por 16 géneros, sendo
nomeados com letras gregas e denominados por: Alphapapillomavirus, Betapapillomavirus,
Gammapapillomavirus, Deltapapillomavirus, Epsilonpapillomavirus, Zetapapillomavirus,
Etapapillomavirus, Thetapapillomavirus, lotapapillomavirus, Kappapapillomavirus,
Lambdapapillomavirus, Mupapillomavirus, Nupapillomavirus, Xipapillomavirus,

Omikronpapillomavirus e Pipapillomavirus (20).
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Figura 2. Arvore filogenética contendo as sequéncias de 118 tipos de papilomavirus com os
16 géneros descritos.

Em geral, os papilomavirus apresentam um genoma circular de DNA fita dupla de
aproximadamente 8 kb, com trés oncogenes (E5, E6, E7) que modulam o processo de
transformagao; duas proteinas reguladoras (E1 e E2) que modulam a transcri¢ao e replicagao,
e duas proteinas estruturais (L1 e L2) que compdem o capsideo viral (Figura 3). Em
particular, as proteinas E1, E2, L1 e L2 sdo bem conservadas em todos os membros da familia
Papillomaviridae. Com isso, os tdxons do papilomavirus geralmente sdo definidos com base
na identidade da sequéncia nucleotidica da proteina L1 (18). O capsideo viral tem uma
estrutura icosaédrica ndo-envelopada de 55 nm de diametro e composto por 72 capsdomeros

pentaméricos (Figura 4) (21).
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Figura 3. Esquema da organiza¢do do genoma dos papilomavirus tipo 1 e 4. Os genomas
virais estdo linearmente representados com os genes que codificam as proteinas E ¢ L em
retangulos.

Fonte: (23)

Figura 4. Fotomicrografia eletronica do papilomavirus humano tipo 58.

As proteinas E estdo envolvidas nos eventos iniciais do ciclo de vida do virus. E1 ¢
uma helicase necessaria para a replicacdio do DNA viral; E2 ¢ um proteina reguladora de
transcri¢do da expressdao do gene viral e também auxilia no processo de replicacdo, ajudando

no recrutamento de El1 para a origem da replicagdo do DNA (24). E4 ¢ uma proteina
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intermediaria expressa durante a fase de replicacdo do DNA viral. E5, E6 e E7 sdo as
proteinas de transformag¢@o, em maior ou menor grau, que induzem a replicagdo e proliferacao
do DNA na célula, ajudando assim na replicagdo do DNA viral propriamente dito (21).

O ciclo de vida dos papilomavirus ¢ totalmente dependente da diferenciacdo dos
queratindcitos. O virus infecta as células basais e libera o genoma no ntcleo. O genoma viral
epissomal comeca expressando as proteinas E que mantém os queratinocitos num estado
proliferativo. Os queratinocitos continuam a se dividir, também se diferenciam, € o genoma
viral tipicamente mantido em um baixo numero de coOpias passa por muitas rodadas de
replicagcdo, auxiliado por E4. As proteinas L sdo expressas na camada granular, onde
comegam a encapsular o genoma viral, e os virus infecciosos maduros sdo liberados com a
queratina (21, 25). Como muitos virus, o papilomavirus pode estabelecer uma infecgao
latente. Neste caso, o genoma viral pode ser encontrado no epitélio normal, sem sinais
clinicos de doenga. No entanto, o genoma viral também pode residir nos linfdcitos, tanto em
bovinos como em humanos (9).

Atualmente, os papilomavirus formam um grupo com centenas de virus diferentes.
Estudos tém mostrado que os PVs infectam epitélio em humanos e animais, causando lesdes
benignas hiperproliferativas, comumente chamadas de verrugas ou papilomas, que podem
ocasionalmente progredir para cancer de células escamosas ou menos comumente

adenocarcinoma.

1.2.2. Agente etiologico: Papilomavirus bovino

O Papilomavirus bovino (BPV) também pertence a familia Papillomaviridae. Até o
momento foram caracterizados dez tipos (Figura 5). Esses tipos virais estdo incluidos nos
géneros Deltapapillomavirus (BPV-1 e 2), Epsilonpapillomavirus (BPV-5 e 8) e
Xipapillomavirus (BPV-3, 4, 6, 9 e 10) (26-28). Apenas o BPV-7 ainda nao tem género
descrito (29). Em se tratando do tropismo celular e as lesdes ocasionadas, seis tipos de BPV
podem ser classificados em dois subgrupos: o subgrupo A (BPV-1, 2 e 5) compreende os
fibropapilomavirus, e o subgrupo B (BPV-3, 4 ¢ 6) abrange os papilomavirus epiteliotropicos
(10). Com o uso de métodos moleculares, foram descritos 16 supostos novos tipos virais de

BPV (30, 31).
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Fonte: (27)

Figura 5. Arvore filogenética dos géneros Deltapapillomavirus (BPV-1 e 2),
Epsilonpapillomavirus (BPV-5 e 8) e Xipapillomavirus (BPV-3, 4, 6,9 ¢ 10).

O genoma dos BPVs também ¢ constituido por uma fita dupla de DNA circular que
contém 10 seqiiéncias abertas de leitura (open reading frames — ORF), distribuidas em duas
regides principais (E e L), conforme a fase de transcri¢do (10). O segmento inicial (early - E)
¢ constituido por oito ORFs e o segmento tardio (/ate — L) contém duas ORFs. Entre os
segmentos E e L existe ainda um outro segmento denominado LCR (long control region). O
segmento E codifica proteinas ndo-estruturais, o segmento L codifica as proteinas estruturais
L1 e L2 e o LCR contém elementos promotores e reguladores da replicagdo viral. O capsideo
viral ¢ formado pelas proteinas L1 e L2. A proteina género-especifica L1, principal proteina
do capsideo, contém epitopos que induzem anticorpos neutralizantes e, mesmo na auséncia do
genoma e da outra proteina, pode formar particulas semelhantes a virions (32). Os genes E
codificam produtos que sdo necessarios para a replicagdo do DNA viral e transcrigdo e podem
subverter a proliferacao celular, em ultima andlise conduzindo a transformacao celular. Assim,
a proteina E1 tem como funcdo a replicagdo do DNA viral (24), e o produto do gene E2 esta
envolvido no controle da transcri¢ao e replicacdo do DNA viral.

Como os virus da familia Papillomaviridae nao podem ser cultivados em sistemas de
culturas celulares, o diagnostico ¢ baseado na identificagdo do DNA viral por meio das

técnicas de Southern blot, Dot blot e amplificagdo do DNA por PCR (33). O diagnostico pode
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ser feito também pela observagdo visual associada ao aspecto epidemioldgico € manejo ao
qual o animal ¢ submetido, sendo necessario realizar diagnostico diferencial com granulomas
infecciosos (tuberculose, actinomicose, dermatose nodular), lesdes crostosas da febre aftosa e
dermatofilose. Porém, a menor sensibilidade e, em algumas situagdes, a demora para a
conclusdao dos resultados estimularam o desenvolvimento dos métodos moleculares para o
diagnostico do BPV, sendo ainda de elevado custo para os produtores de gado (13, 14).

Estudos tém mostrado que a infec¢do pelo BPV-1 e -2 no gado pode estar relacionada
ao surgimento de verrugas na pele; o aparecimento de papilomatose e cancer do trato
gastrointestinal superior pode estar associado ao BPV-4; papilomatose nas tetas e ubere
(BPV-1, -5 e -6), pénis (BPV-1) e cancer de bexiga (BPV-1 e -2). O cancer no trato
gastrointestinal superior e bexiga urinaria pode se desenvolver quando associado as interagdes
entre o virus, carcindgenos quimicos € imunossupressores presentes na samambaia (9). O
BPV-3 foi isolado na Australia a partir de um papiloma epitelial da pele, mas muito pouco ¢
conhecido sobre sua biologia (22). O BPV-7 ¢ -8 estao associados a lesdes na pele e tetas; € os
BPV-9 ¢ -10 estao associados a lesdes nas tetas (34).

Os papilomavirus podem ser detectados e caracterizados por PCR com primers
consensos concebidos a partir de genes que codificam as proteinas L1, L2, E6 e E7. Os dois
conjuntos de primers FAP59/FAP64 e MY09/MY1l sdo amplamente utilizados para a
identificagdo de papilomavirus humano, bovino e em outros animais (12). Ensaios de PCR a
partir de primers degenerados que amplificam fragmentos parciais do gene L1, seguido de
sequenciamento, t€ém demonstrado a presenca de inumeros tipos de BPV em rebanhos bovinos

de diversas regides geograficas (35).

1.3. Biossensores

1.3.1. Definigdo

Segundo a Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC), o
biossensor ¢ um dispositivo que contém um transdutor e receptor integrado que ¢ capaz de
fornecer informagdes analiticas quantitativas ou semi-quantitativas, usando um elemento de
reconhecimento bioldgico (36). Essencialmente, o biossensor incorpora um elemento de

reconhecimento bioldgico em estreita proximidade ou integrado a um transdutor de sinal, o
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qual fornece um sistema de detec¢do especifico para um analito alvo. O proposito de um
biossensor ¢ fornecer a informagdo rapida, em tempo real e confiavel sobre a composi¢ao
bioquimica do seu ambiente circundante. Idealmente, ¢ um dispositivo que € capaz de
responder de forma continua (37). Um biossensor contém basicamente dois componentes
conectados em série: um sistema de reconhecimento quimico ou molecular denominado
biorreceptor e um transdutor fisico-quimico (36). O elemento de reconhecimento biologico
ou biorreceptor ¢ um componente crucial e sua fun¢do ¢ dar seletividade para que o sensor
responda apenas a um analito particular ou biomoléculas de interesse, evitando assim a
interferéncia de outras substincias. O transdutor ¢ o outro componente do biossensor que

também desempenha um papel importante em termos de conversdo do evento de

reconhecimento em um sinal elétrico (36, 38).

1.3.2. Classificag¢do dos biossensores

Os biossensores basicamente podem ser classificados de duas formas: de acordo com o
mecanismo bioldgico que confere especificidade (biorreceptor) e de acordo com o modo de
transducao de sinal (transdutor). Alternativamente, uma combinag¢do dos dois também tem

sido descrita.

1.3.2.1 De acordo com o biorreceptor
Os biossensores sao denominados com base nas biomoléculas que estdo presentes na
reacdo para detec¢do do analito de interesse. Com isso, os biossensores podem ser

classificados em:

a) Enzimdticos: quando os dispositivos utilizam uma enzima como elemento de
reconhecimento bioldgico, cujo principio baseia-se numa reagdo catalisada pela enzima sobre
analito de interesse. Dessa forma, um consumo continuo de substrato € realizado através do

biocatalisador imobilizado sobre o sensor (39).

b) Imunossensores: a operagdo do biossensor ¢ baseada na interagdo do analito com
macromoléculas. Um dos exemplos mais comuns sdo os biossensores que operam a partir de

reacdes imunoquimicas, ou seja, ligacdo do antigeno a um anticorpo especifico. A formacao
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de tais complexos antigeno-anticorpo pode ser detectada sob condi¢cdes em que interagdes nao

especificas sdo minimizadas (40).

¢) Microbiolédgicos: dispositivos que combinam uma célula microbioldgica imobilizada. A
vantagem do uso de células microbiologicas como biocatalisadores reside, principalmente, no
fato de que as mesmas tém a capacidade de se adaptarem a condigdes adversas sem perderem

a sensibilidade, ao contrario do que ocorre com as enzimas (41).

d) De DNA ou Genossensores: baseiam-se na detec¢do de acidos nuclé€icos a partir do evento
da hibridiza¢do. Nesses modelos, uma sonda imobilizada no biossensor deve ser capaz de

reconhecer uma sequéncia complementar alvo de interesse (42).

1.3.2.2 De acordo com o transdutor

a) Piezoelétricos: a deteccao piezoelétrica trabalha com o principio de que as variagdes de
frequéncia de um cristal de quartzo oscilante correspondem a alteragdes na massa, como
resultado de um evento de reacdo ou bioreconhecimento bioquimicos. Os principais tipos de
sensores piezoelétricos sdo o de microbalanca de cristal de quartzo (QCM) e o de onda

acustica de superficie (38).

b) Opticos: envolvem a detecgio direta do analito de interesse ou deteccio indireta através de
sondas opticamente marcadas. Em geral, hd pelo menos quatro tipos de biossensores usando
os principios da tecnologia Optica: absorcao / reflexdo, quimioluminescéncia, fluorescéncia e
fosforescéncia. A quantificagdo desses analitos de interesse pelo transdutor Optico € realizada
por medidas do indice de refragdo, quantidade de luz absorvida ou propriedades fluorescentes

das moléculas analisadas (43).

c) Magnéticos: a biomolécula de reconhecimento ¢ imobilizada sobre uma superficie
magnética, como, por exemplo, esferas magnéticas, e o sinal ¢ detectado por
magnetorresisténcia gigante. Esse efeito se manifesta quando ocorre um decrescimento

significativo da resisténcia elétrica sob a aplicagcdo de um campo magnético externo (44-46).
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d) Eletroquimicos: implicam na transferéncia de carga de um eletrodo para outra fase que
pode ser um so6lido ou liquido e essa transferéncia de carga ¢ gerada a partir de uma reagao

eletroquimica entre o biorreceptor e o analito alvo de interesse (47).

1.4. Biossensores Eletroquimicos

Dentre os transdutores classificados, os eletroquimicos vém se destacando na
comunidade cientifica devido a diversas vantagens: dentre elas, aplicacdo em diferentes areas
de interesse. Esses transdutores sao desenvolvidos a partir de um conjunto de eletrodos cujo
sistema pode ser constituido por dois ou trés eletrodos (Figura 6). O eletrodo de trabalho ¢
usualmente constituido por um metal condutor, como platina, carbono, ouro, palddio, entre
outros. O eletrodo de referéncia ¢ usualmente constituido por prata/cloreto de prata (Ag/
AgCl). E um terceiro eletrodo auxiliar ou contra eletrodo, constituido por platina ou carbono,
pode ser incluido no sistema (48).

O eletrodo de trabalho ¢ um eletrodo do sistema eletroquimico que funciona como um
transdutor e responde ao sinal de excitacdo, além da concentragdo de uma substancia de
interesse na solucdo que estd sendo investigada, ou seja, ¢ onde ocorre a reagdo de interesse;
também permite o fluxo de corrente suficientemente grande para efeito de alteragdes
significativas dentro de uma duracdo normal de medicao (49).

O eletrodo de referéncia ¢ utilizado para fechar o circuito, ou seja, a reacdo de
interesse ocorre na superficie do eletrodo de trabalho, que pode ser uma reacao de oxidagao
ou reducdo. Ao mesmo tempo, no eletrodo de referéncia, ocorre uma outra reacdo redox,
separada da reagdo no eletrodo de trabalho. E necessirio que a reagio no eletrodo de
referéncia ndo interfira na reagdo no eletrodo de trabalho. Para aplicacdes praticas, a reagao
que ocorre no eletrodo de referéncia deve ser altamente reversivel, ndo contribuindo para a
reacdo no eletrodo de trabalho (50). Quando utilizado um sistema com dois eletrodos, a
corrente flui através do eletrodo de referéncia. Nessa condi¢do, o potencial do eletrodo de
referéncia pode ndo ser estavel ao longo do tempo. E quanto menor o eletrodo de trabalho,
menor ¢ o risco de afetar o potencial do eletrodo de referéncia. No trabalho com
microeletrodos (eletrodos com as dimensdes de suas partes ativas na faixa de micrometros ou

menor), como eletrodos de trabalho, o uso do sistema com dois eletrodos ¢ justificado. Se o
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sistema de trés eletrodos ¢ usado, o eletrodo de referéncia é carregado apenas com uma
corrente muito pequena; essa corrente esta na faixa de picoampere (pA) (48).

O eletrodo auxiliar ou contra eletrodo ¢ utilizado num sistema com trés eletrodos.
Nesse sistema, a corrente flui entre o eletrodo de trabalho e o eletrodo auxiliar. O contra
eletrodo geralmente consiste de um fio de platina de grande area de superficie colocado
diretamente na solucdo teste. Uma vez que a corrente flui através do eletrodo auxiliar, ele

deve ter uma area de superficie suficientemente grande em relacdo ao eletrodo de trabalho

para prevenir limitagdes da corrente que flui no circuito total (51).

Fonte: (48) (adaptado)

Figura 6. Esquema do fluxo de corrente num sistema eletroquimico com dois eletrodos € com
trés eletrodos. Eletrodo de trabalho (W), eletrodo de referéncia (R) e eletrodo auxiliar (C).

Os biossensores eletroquimicos abrangem um grupo de transdutores que podem ser
utilizados conforme a aplicabilidade ou a necessidade do método. Os transdutores
eletroquimicos compreendem os potenciométricos, condutimétricos, impedimétricos,
amperométricos € voltamétricos.

Transdutores potenciométricos envolvem a determinagdo da diferenca de potencial
entre um indicador e um eletrodo de referéncia, ou dois eletrodos de referéncia separados por
uma membrana seletiva, quando ndo ha corrente significativa fluindo entre eles. O transdutor
pode ser um eletrodo ion-seletivo (ISE), que é um sensor eletroquimico baseado em filmes

finos ou membranas seletivas como elementos de reconhecimento (36). Os dispositivos
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potenciométricos mais comuns sao eletrodos de pH (52); varios outros eletrodos seletivos de
ions (F-, I, CN-, Na', K*, Ca?", NH4") ou gas (CO2, NH3) estdo disponiveis. As diferencas de
potencial entre esses indicadores e os eletrodos de referéncia sdo proporcionais ao logaritmo
da atividade i6nica ou da fugacidade do gés (ou concentragdo), como descrito pela equagdo de
Nernst-Donnan. A equagao de Nerst ¢ definida pela diferenga de potencial na interface para as
atividades das espécies (i) na fase amostral (s) e na fase eletrodo (53):

R a
S Z'F lna;’ donde,

Eo ¢ potencial padrao do eletrodo; a; ¢ a atividade do ion; R ¢ a constante do géas universal; 7' ¢
a temperatura absoluta; F' ¢ a constante de Faraday; e Z; ¢ a valéncia do ion (Wang et al.,
2008). Trabalhos tém sido realizados no desenvolvimento de biossensores potenciométricos
para quantificar a concentracdo de uréia, a partir da enzima urease imobilizada sobre um
eletrodo modificado quimicamente (54) € um outro sistema de detec¢ao potenciométrica para
quantificagdo de fosfato a partir das enzimas purina nucleosideo fosforilase e xantina oxidase
como biorreceptores (55).

Transdutores condutimétricos sio baseados na medida da condutividade dos
eletrolitos, que varia quando o sistema de reagdo ¢ exposto a diferentes ambientes. Este efeito
¢ baseado na mudancga do nimero de cargas carreadas no eletrolito. A condutividade ¢ uma
funcdo linear da concentragdo de ions (47). Trabalhos com esse tipo de transdutor t€ém sido
publicados como, por exemplo, um biossensor condutimétrico para deteccdo do herbicida
atrozina (56).

Transdutores impedimétricos ou espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIS)
combinam a analise de ambas as propriedades resistivas e capacitivas de materiais, com base
na perturbacdo de um sistema em equilibrio por um pequeno sinal de excitagdo de amplitude
sinusoidal. O potencial do EIS, que ¢ a impedancia do sistema, pode ser detectado através de
uma ampla faixa de frequéncias de corrente alternada (AC) (57). Diversos estudos tém
demonstrado a aplicagdo desses transdutores. Segundo a literatura, os biossensores
impedimétricos podem ser utilizados a partir de eletrodos modificados com filmes
poliméricos e imobilizados com citocromo C, como elemento de reconhecimento, para

determinagdo da concentracdo de H20O: (58). Os biossensores impedimétricos também foram
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usados para quantificar a concentracdo da albumina sérica em humanos para avaliar a func¢ao
hepatica (59).

Transdutores amperométricos baseiam-se na medicdo da corrente resultante da
oxidacdo ou reducdo eletroquimica de espécies eletroativas, ou seja, reagdo eletroquimica
fundamentada na relagdo corrente-potencial. A principal caracteristica desses transdutores ¢ a
aplicacdo de um potencial constante num eletrodo de trabalho ou num arranjo de eletrodos em
relacdo a um eletrodo de referéncia que também pode servir como eletrodo auxiliar, se as
correntes forem baixas. A corrente resultante esta diretamente relacionada com a concentragao
das espécies eletroativas ou sua taxa de producao ou consumo (47, 50, 52, 60). Como certas
espécies quimicas sdo oxidadas ou reduzidas num eletrodo inerte, os elétrons podem ser
transferidos do analito para o eletrodo de trabalho ou vice-versa. A dire¢do do fluxo de
elétrons depende das propriedades do analito e pode ser controlada pelo potencial elétrico
aplicado no eletrodo de trabalho (47, 50, 52).

Transdutores voltamétricos também se baseiam na relagao corrente-potencial, porém,
nesses biossensores voltamétricos, o potencial aplicado ¢ na forma de varredura, numa
velocidade constante em funcdo do tempo, diferentemente dos transdutores amperométricos,
que operam com um potencial fixo (Bronzino, 2000; Ronkainen et al., 2010). Alguns autores
consideram os sensores amperométricos como uma subdivisdo dos voltamétricos (50). A
partir dessa caracteristica de varredura de potencial, esses transdutores voltamétricos podem
operar em diferentes técnicas de medi¢ao; consequentemente, a respectiva resposta da relagao
corrente-potencial para cada técnica serd diferente. Em geral, os biossensores voltamétricos
examinam o efeito da concentragcdo para detec¢do de analitos, sob a caracteristica corrente-
potencial envolvida na reagdo de redugdo ou oxidagdo. A taxa de transferéncia de massa para
deteccao de analitos sobre a superficie do eletrodo e a cinética de reacdo faradaica ou
transferéncia de cargas na superficie do eletrodo afetam diretamente a relagdo corrente-
potencial. Essa transferéncia de massa pode ser realizada através de uma migragdo ionica,
como resultado de um gradiente de potencial elétrico; uma difusdo sobre uma diferenca de
potencial quimico ou gradiente de concentracdo; e transferéncia de massa (concentragdo
analitica de uma substancia que esta presente em todo eletrodo ou solu¢ao sem fluxo algum de
corrente), pela propagagdo natural ou forcada. A cinética de reacdo do eletrodo e os processos
de transferéncia de massa contribuem para a taxa dos processos faradaicos em uma célula

eletroquimica. Isso fornece a base para a operagao do biossensor voltamétrico. Varias técnicas
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para controlar tanto o potencial ou corrente sdo usadas para simplificar a andlise da medida

voltamétrica (50).

1.5. Principais Técnicas Voltamétricas

Os biossensores voltamétricos podem ser operados num modo de varredura linear,
ciclica ou de pulso. Voltametria de varredura linear envolve um aumento linear no
potencial aplicado, a uma velocidade constante entre um potencial inicial e final. O potencial
aplicado ao eletrodo de trabalho varia linearmente com o tempo e essa técnica possibilita a
aplicag¢do de velocidades de varredura relativamente elevadas (até 1000 mV s'!). A corrente
total lida, a partir dessa técnica, envolve as correntes faradaica e capacitiva. A corrente
faradaica ¢ uma corrente correspondente a reducao ou a oxida¢do de alguma substancia
quimica e representa a soma algébrica de todas as correntes faradaicas que fluem através de
um eletrodo de trabalho. A corrente capacitiva ¢ uma corrente que flui num circuito elétrico,
mas que ndo esta relacionada com as reacoes de reducdo ou oxidagdo dos substratos. A curva
corrente versus potencial usualmente mostra um pico de corrente num potencial em que
ocorre a reagao de oxidacao ou reducao. A altura do pico de corrente pode ser usada para a

quantificagdo da concentragdo do analito de interesse (Figura 7) (50).
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Figura 7. Voltametria de varredura linear onde i, representa a corrente total medida no sistema
eletroquimico.

A voltametria ciclica ¢ similar & voltametria de varredura linear exceto que o
potencial do eletrodo retorna para seu potencial inicial, aplicado numa velocidade constante.

A varredura ciclica normalmente gera dois picos de corrente que correspondem as reacdes de
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oxidacdo e reducdo (Figura 8). Nestas circunstancias, o valor do pico de corrente pode

relacionar a correspondente reacdo de oxidagdo e reducao (50).

E

= p,a

Fonte: (48)

Figura 8. Grafico da voltametria ciclica (corrente versus potencial). Epa € 0 pico de potencial
anddico (pico de oxidagdo) e Ep ¢ € o pico de potencial catodico (pico de redugao).

Voltametria de pulso diferencial ¢ outra técnica bastante empregada nas analises
eletroquimicas. Trata-se da aplicacdo de pulsos de potencial crescente com amplitude fixa no
eletrodo de trabalho. Nesse modelo, a corrente ¢ lida duas vezes: uma antes da aplicacdo do
pulso (S1) e outra ao final do pulso (S2). A corrente plotada no grafico versus o potencial
aplicado ¢ a variacdo entre a corrente capacitiva (Si1) e a corrente faradaica (S2), ou seja,
instrumentalmente, a corrente faradaica (desejavel) ¢ subtraida da corrente capacitiva (ruido).
O objetivo desse principio € a obtencao de uma corrente final livre de ruido (Figura 9).
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Figura 9. A) Gréfico do potencial aplicado em funcdo do tempo em que S; determina a
corrente capacitiva e Sz determina a corrente faradaica. B) Voltamograma de pulso diferencial
(corrente versus potencial) em que o pico de corrente i, representa a corrente livre de ruido.
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1.6. Biossensores Eletroquimicos de Acidos Nucléicos

Os biossensores podem ser classificados pelo biorreceptor ou pelo transdutor
empregado; ou a juncdo das duas classificagdes (ver secdo 1.3.1.), como € o caso dos
biossensores de DNA eletroquimicos ou genossensores eletroquimicos. Os biossensores de
DNA eletroquimicos aliam a detecgdo de 4acidos nucléicos com aos transdutores
eletroquimicos.

Recentemente, um grande numero de trabalhos publicados que envolve a detecgdo
eletroquimica baseada em DNA tem surgido. Esses tipos de sensores combinam camadas de
acido nucléico com transdutores eletroquimicos para produzirem um biossensor que fornece
uma plataforma simples, precisa e de baixo custo para o diagndstico do paciente (42, 61-67).

Segundo a Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC), um biossensor
eletroquimico baseado em dacidos nucléicos ¢ um dispositivo que integra acido nucléico
(natural ou biomimético oligo- e polinucleotideo) como um elemento de reconhecimento
bioldgico, e um eletrodo, como o transdutor eletroquimico. O fator determinante para que um
biossensor seja classificado de acido nucléico ¢ a presenga de uma sonda (fita de DNA, RNA
ou PNA) ligada na superficie de um transdutor eletroquimico. Esses biossensores pertencem a
familia de sensores quimicos, que transformam estimulos bioquimicos de um analito em
relacdo ao 4cido nucléico numa informagdo analiticamente 1util. O produto de uma interacao
de algum acido nucléico com um analito ou outro acido nucléico pode ser detectado ou sua
concentracdo determinada eletroquimicamente depois da acumulacdo sobre a superficie do
eletrodo (68). Do ponto de vista da quimica eletroanalitica, o biossensor eletroquimico
baseado em acidos nucléicos representa um eletrodo modificado com acido nucléico, que ¢
usado principalmente em modelos de detec¢des voltamétricas, cronopotenciométricas (68) e
impedimétricas (47).

O principio basico de funcionamento de um biossensor de acido nucléico
eletroquimico ¢ o reconhecimento de uma outra molécula alvo de acido nucléico a partir do
evento da hibridizacdo. Uma fita simples ligada ao transdutor, quando colocada em contato
com o alvo, promove a formacdo de um hibrido (Figura 10) que, a partir de técnicas

eletroquimicas, ¢ capaz de identificar ou quantificar esse evento (69, 70).
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Figura 10. Esquema do funcionamento de um biossensor de 4cido nucléico eletroquimico. As
sondas em azul ligadas ao transdutor sdo os elementos de reconhecimento e as fitas em
vermelho sdo as moléculas a serem detectadas.

1.6.1. Biorreceptores

Tém sido utilizados dois modelos de biorreceptores para o desenvolvimento dos
biossensores de 4cidos nucléicos. Na maioria dos trabalhos publicados, pode-se encontrar
sequéncias oligonucleotidicas (DNA ou PNA) e, recentemente, o uso de aptdmeros de acidos
nucléicos. Usualmente, esses biorreceptores sdo denominados de sondas nos trabalhos
publicados na literatura (71). Varios tipos de acidos nucléicos (DNA e RNA), naturais ou
sintéticos, DNA cromossomico e genoma plasmidial podem ser detectados por genossensores
a partir dessas sondas (52, 68, 72).

Os biorreceptores sdo moléculas previamente selecionadas, levando-se em conta sua
elevada especificidade para o analito alvo, e comumente eles sdo imobilizados em um
transdutor para formar um sensor funcional (72). As sondas de DNA fita simples (ssDNA)
podem ser encontradas na maioria dos trabalhos, porém também sio usadas fitas simples de
PNA (4cido nucléico peptidico). O PNA ¢ um DNA mimético sintético que contém ligagdes
2-aminoetilglicina, em vez dos ligantes fosfodiestéricos com cargas negativas presentes nos

oligonucleotideos. As sondas de PNA sdo particularmente convenientes para a detec¢do de
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mal-pareamento de base Unica (mutacdes de ponto, SNPs), porque a estabilidade do hibrido
DNA-PNA ¢ fortemente influenciada por um mal-pareamento de base tnica (68, 71, 73, 74).

Aptameros de acidos nucléicos sdao oligonucleotideos de fita simples (principalmente
DNA ou RNA), originarios da selecdo in vitro a partir de bibliotecas de sequéncias aleatodrias,
cujo objetivo € obter uma sonda com elevada afinidade de ligacdo para uma determinada
biomolécula alvo. O termo “aptdmero” deriva do latim aptus que significa “caber” e enfatiza a
relacdo entre aptdmero e seu alvo. Aptameros, mediante a ligagdo com o seu alvo, promovem
uma associagao com o alvo, de modo que se tornam uma parte intrinseca da estrutura do acido
nucléico (68).

Os aptameros sdo rapidamente selecionados a partir de um processo chamado SELEX
(evolugdo sistematica de ligantes por enriquecimento exponencial), cujo objetivo € se ligarem
seletivamente a moléculas inorganicas de baixo peso, organicas ou proteinas alvos (Figura
11). Em solugdo, as cadeias de nucleotideos sintéticos formam interagdes intra-moleculares
que dobram as moléculas de aptdmeros em uma forma tridimensional complexa. A Unica
forma do aptamero permite que ele se ligue firmemente e seletivamente com sua molécula-

alvo. O processo de selecdo para os aptameros tem sido realizado desde 1990 (75).
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Fonte: Adaptado de (76)

Figura 11. Formas de ligagdes dos aptdmeros com seus respectivos alvos. A) Pequena
molécula alvo envolvida pelo aptamero; B) Formato de ligacdo com tnico sitio; C) Formato
de ligagcdo com duplo sitio (sanduiche); D) Formato de ligagdo sanduiche com um aptamero e
um anticorpo.
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Um aptamero para uma desejada molécula alvo ¢ escolhido a partir de um conjunto de
sequéncias aleatorias (DNA e RNA), geradas com métodos de sintese de oligonucleotideo,
automatizada por ciclos sucessivos de ligagdo com a molécula alvo imobilizada, seguido da
remoc¢do do material ndo ligado e, em seguida, replicam-se os acidos nucléicos ligados por
PCR, para outra rodada de SELEX (Evolugdo Sistematica de Ligantes por Enriquecimento
Exponencial) (Figura 12). Escolhido o aptamero depois de varios ciclos de SELEX, pode-se
também modificd-lo quimicamente para aumentar sua estabilidade e afinidade a uma

molécula alvo (76-78).
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Figura 12. Esquema da sintese de aptameros utilizando o sistema SELEX (Evolucdo
Sistematica de Ligantes por Enriquecimento Exponencial). Uma biblioteca de acidos
nuclé€icos aleatorios € incubada com moléculas alvo; em seguida as moléculas ndo-ligadas sdao
separadas das moléculas ligadas. Os acidos nucléicos ligados sdo eluidos, amplificados por
PCR e submetidos a um novo ciclo. De 6 a 12 ciclos consecutivos sdo realizados e a
biblioteca final enriquecida ¢ clonada e sequenciada.
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1.6.2. Métodos de imobilizacdo

O processo de imobilizagdo ¢ um dos fatores de fundamental importancia para a
funcionalidade e integridade dos biossensores. Trata-se de um procedimento no qual a sonda ¢
ligada ao transdutor. Nessa etapa, condi¢cdes experimentais devem ser otimizadas para cada
aplicagcdo em especial. Uma grande quantidade de técnicas pode ser utilizada nos biossensores
(72, 79).

A ligacio nao-covalente tem sido um método bastante utilizado para a imobilizacao
da sonda. A adsor¢do de acido nucléico sobre um transdutor imerso em solu¢ao diluida de
acido nucléico (para criar filmes finos de acido nucléico), bem como uma evaporagdo de
pequenos volumes de solu¢ao de acido nucléico a seco (para criar camadas mais grossas de
acidos nucléicos) sdo normalmente utilizadas como formas da adsor¢do fisica de &cido
nucléico. Essa ligacdo ¢ mais forte nos eletrodos de mercurio e de alguns carbonos e pode
envolver, dependendo da estrutura do 4cido nucléico e da carga na superficie do eletrodo,
interacdes hidrofobicas e/ou eletrostaticas das bases de acidos nucléicos (68). A ligagdao nao-
covalente pode ser realizada a partir de uma adsor¢do direta sobre o transdutor, utilizando a
aplicagdo de um potencial controlado numa solucdo, contendo a sonda e o eletrodo de
trabalho imerso (80); ou a partir de uma fina camada polimérica formada sobre o eletrodo de
trabalho (81, 82).

A ligacdo por afinidade ¢ outra técnica bastante utilizada na imobilizacdo. Um
sistema avidina-biotina extremamente forte ¢ também frequentemente usado para imobilizar
acido nucléico biotinilado no seu terminal 5°, usando avidina conectada diretamente aos
transdutores baseados em carbono. Esses esquemas tém inumeras variagdes dependendo da
forma de ligacdao da avidina. Por exemplo, ela pode ser fisicamente adsorvida; ligada através
de uma outra molécula de biotina; incluida na pasta de carbono; ligada com glutaraldeido,
incorporada em hidrogel, entre outras (68).

Outra técnica de imobilizacdo ¢ a adsorcio quimica, que se baseia na formagdo de
monocamadas (self-assembled monolayer - SAM). A SAM ¢ uma camada organizada de
moléculas anfifilicas em que uma das extremidades dessas moléculas apresenta afinidade por
um substrato (Figura 13). O tiol e outros derivados contendo enxofre podem ser utilizados

para imobilizar os oligonucleotideos ou PNA nos transdutores (68).
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Figura 13. Processo de imobilizacdo de acidos nucléicos a partir de uma monocamada de
grupamento tiol.

A ligacao covalente ¢ uma técnica bastante utilizada no processo de imobilizagao.

Esse procedimento envolve a imobilizacdo através de uma extremidade da molécula
de acido nucléico sem danificar as bases, com o intuito de preservar a integridade do DNA
para o reconhecimento especifico e, portanto, eficiente hibridizacdo. A imobilizacdo de acido
nucléico pode ser bem controlada, e moléculas inespecificas e fracamente ligadas a superficie

do transdutor podem ser removidas (69).

1.6.3. Métodos de deteccdo

Ap6s o reconhecimento da sonda imobilizada sobre a superficie do eletrodo de
trabalho, a partir da hibridizagdo ou outro modelo de reconhecimento, os biossensores
eletroquimicos de acidos nucléicos devem ser capazes de identificar ou quantificar estas
ligacdes. Esse processo de detecgdao pode acontecer de forma direta ou indireta (47).

O modelo de deteccao direta ¢ baseado na atividade eletroquimica dos &cidos
nucléicos, sejam naturais ou oligonucletideos sintéticos, que pode ser conferida pela
eletroatividade de seus componentes, nucleobases e residuos de agucar, a partir de reacdes de
reducdo ou oxidagdo. Essa detec¢do foi primeiramente elucidada sobre um eletrodo de
mercurio e, recentemente, tem sido demonstrada sobre eletrodos de ouro, carbono, eletrodos
modificados com polimeros (47, 68). As bases presentes nos acidos nucléicos (guanina,
citosina, timina e adenina) possuem atividade eletroquimica, porém as mais eletroativas sdo as
adeninas e as guaninas. Trabalhos tém mostrado o potencial de oxidagdo das adeninas e

guaninas na faixa de potencial em torno de 1,2 e 0,9 V, respectivamente. Ou seja, ao aplicar-se
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um potencial, fixo ou de varredura, essas bases apresentaram picos de corrente nos seus
respectivos potenciais (65, 84, 85). A guanina ¢ a base mais eletroativa entre os nucleotideos
presentes nos acidos nucléicos. A partir de analise eletroquimica, a guanina apresenta uma
oxidacdo 2e—2H" na ligagdo N7=C8, formando o 8 oxoguanina. A identificacio do dano
oxidativo no DNA genomico, a partir das guaninas, ¢ bastante utilizada para avaliar o nivel de
desnaturagdo de sequéncias nucleotidicas (86, 87).

Outro artificio utilizado para identificar o reconhecimento sonda-alvo ¢ o uso de
indicadores ou intercaladores de hibridizagdo, sendo chamado de deteccao indireta. A
vantagem desse método em relacdao a deteccao direta ¢ o aumento do sinal de resposta, sem a
necessidade do uso de amplificadores de sinais elétricos nos biossensores, 0 que aumenta 0s
custos. Em geral, estruturas quimicas, como azul de metileno (88), ferroceno (53), polianilina
(89), ruténio (90), 2-nitroacridona (91), entre outras, possuem afinidade por algumas bases
presentes na sequéncia ou apresentam potencial de intercalagdo na dupla hélice do DNA ou
RNA (Figura 14). Muitos estudos tém sido realizados com o azul de metileno como indicador
de hibridizagdo por causa da afinidade com as moléculas de DNA. E amplamente conhecida
essa afinidade do azul de metileno pelo DNA, e dois possiveis mecanismos de interagdo tém
sido demonstrados na literatura. Essas ligacdes podem ocorrer pela interacao eletrostatica com
as cargas negativas dos grupos fosfatos presentes nos acidos nucléicos ou pela interagao entre

as bases de guanina, principalmente no DNA de fita simples (92, 93).

A SN )

Transdutor

Figura 14. Modelo representativo da deteccao indireta utilizando indicadores de hibridizacgao.
Apbés o evento da hibridizagdo (sonda-alvo) o indicador (estruturas em vermelho) ¢
acumulado na dupla hélice formada para deteccao do sinal de corrente.
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Outro modelo que vem sendo estudado na deteccdo indireta ¢ a sintese de sequéncias
nucleotidicas com uma substancia reveladora acoplada em uma das extremidades da fita, isto
¢, o alvo, ao se ligar a esse modelo de sonda promove a revelacao da hibridizagdo (Figura 15).
Outra forma ¢ a sintese de sondas com um grupamento quimico ligado em uma das
extremidades da fita, porém, para que ocorra a revelagao do sinal, € necessario que um outro

indicador, depois de acumulado ao hibrido, se ligue a esse grupamento quimico e revele o

sinal (94).
E. R

—

Hibridizacao

Figura 15. Modelo representativo da detecgdo indireta utilizando indicadores de hibridizagao.
A sonda imobilizada sobre o transdutor apresenta uma estrutura quimica reveladora acoplada
que, ao se ligar com o alvo, promove uma liberagao de sinal elétrico.

1.6.4. Aplicagoes dos biossensores eletroquimicos de dcidos nucléicos

Diversos avangos tecnologicos importantes tém sido criados, os quais nos permitem,
com ferramentas necessarias, desenvolver novas tecnologias para monitorar eventos de
reconhecimento e interacdes sobre dispositivos soélidos e em solucdes (42). Segundo a
literatura, mais da metade dos biossensores usados para detec¢do de patdgenos e virus sdo
baseados em transdutores eletroquimicos. Além disso, um nimero de reportagens tem
demonstrado a importancia desses biossensores na andlise clinica e ambiental (38). Outras
vantagens importantes para a transducdo eletroquimica sdo as seguintes: baixo custo; elevada
sensibilidade; possibilidade de leitura em solugdo turva; facilmente miniaturizados, ou seja,
adequados para a microfabricacdo; operam em baixa poténcia; e sua instrumentagcdo ¢

relativamente simples. Essas caracteristicas fazem com que os biossensores de acidos
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nucléicos eletroquimicos sejam altamente atrativos para o monitoramento em campo de
doengas infecciosas e até mesmo de agentes de guerras bioldgicas (38).

Modelos de transdutores eletroquimicos baseados em grafeno t€m sido desenvolvidos
para deteccdo de 4cidos nucléicos. O grafeno, camada uniforme de carbono de alta
condutividade, pode ser acoplado sobre a superficie do eletrodo de carbono vitreo junto com a
polianilina como um método para imobilizagdo de sonda e amplificagdo de sinal elétrico na

deteccao da hibridizagao (95).

Grafeno oxidado

- — _) — s;_»

%9 & &S éa,fez?@
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Y Sadatessdd — Dirimsiaiiiibiomisincs™
_ < -

Fonte: Adaptado de (95)

Figura 16. Preparacao de eletrodo eletroquimico modificado com grafeno e polianilina para
detec¢do da hibridizacdo. GCE: eletrodo de carbono vitreo; Camada de grafeno oxidado sobre
o eletrodo; PANIw: camada de polianilina sobre o grafeno (camada por camada); DNA alvo
hibridizado com a sonda imobilizada sobre o transdutor modificado.

O uso de biossensores tem sido aplicado na detec¢do da dengue. Uma sonda especifica
do virus da dengue tipo 1 foi imobilizada sobre eletrodos de carbono por adsor¢do direta a
partir de um pulso fixo, e em seguida, com o evento da hibridizagdo entre uma sequéncia
complementar, foi possivel identificar o hibrido (65). A partir de método de detecgao indireta,
com o uso do indicador azul de metileno, também foi possivel identificar sequéncias de
dengue (88). Outro biossensor para deteccdo da dengue foi desenvolvido, utilizando o
ferroceno como intercalador da hibridizacao (53).

Outros trabalhos para detec¢do de virus tém sido publicados. Um modelo de
biossensor para o diagnostico da influenza (tipo A) a partir de uma sonda especifica
biotinilada e imobilizada por intermédio do complexo biotina-avidina foi capaz de identificar
sequéncias complementares para o virus (96). Através de um sistema de multi-eletrodos foi

possivel a identificacdo dos virus HIV-1 e HIV-2 simultaneamente, ou seja, sondas de DNA-
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hairpin especificas para esses virus foram imobilizadas sobre varios eletrodos de ouro; a partir
da acumulacdo do azul de metileno, foram identificados, por voltametria e impedimetria, os
alvos especificos (97). O virus da hepatite também tem sido modelo de estudo para a
construcdo de biossensores. Um biossensor eletroquimico utilizando o 2,9-dimetil-1,10-
fenotrolina cobalto com indicador de hibridizac¢ao foi desenvolvido para detec¢ao do virus da
hepatite B (98). Uma pequena sequéncia de hepatite C 3a foi detectada através do biossensor,
utilizando uma monocamada de sonda baseada em PNA sobre um transdutor de ouro (62).
Diversos biossensores de DNA eletroquimicos t€ém sido propostos para a deteccdo de
micro-organismos. A partir de sondas tioladas e imobilizadas sobre eletrodos de ouro foram
detectados, por voltametria, genes especificos relacionados a espécies de micro-organismos
Trichoderma harzianum (99). Um outro biossensor utilizando sonda tiolada sobre eletrodo de
ouro foi usado para detectar a Neisseria gonorrhoeae, micro-organismo causador de doengas
sexualmente transmissiveis, a partir de amostras das regides uretral e endogenital de pacientes
(100). Para a deteccao da Escherichia coli, um modelo foi proposto baseado na utilizagdo de
nanoesferas magnéticas compostas por Fe2O3/Au cujo principio foi a imobilizacdo de sondas
de captura sobre essas esferas e, por conseguinte, essas esferas modificadas eram postas em
contato com outra sonda-reporte que continha a avidina e reagia quando hibridizava com a

sequéncia alvo (Figura 17) (94).

Sonda reporter
@ Sonda de captura Alvo
MNP/Sonda de captura  Avidina-HRP

1,0

Deteccao

Current / le-6A

Eletroquimica

Time / sec

Fonte: Adaptado de (94)

Figura 17. Modelo de detec¢do com sondas de capturas imobilizadas em nanoesferas.
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Investigacdes de propriedades antioxidantes de extraido de plantas também tém sido
objeto de estudo. Um biossensor com uma sonda dsDNA imobilizada, quando colocado em
contato com extraidos de plantas, era capaz de identificar propriedades antioxidantes a partir
dos sinais de oxidacdo das guaninas, concluindo que, quanto menores os sinais de oxidacao,
maiores eram as atividades antioxidantes das plantas (101). Biossensores, utilizando eletrodos
de nanotubos de carbono modificados com poli-L-lisina para promover a imobilizacdo de
sondas, foram usados na identificacio de fragmentos de genes presentes em plantas

transgénicas (102).
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Abstract

The purpose of this work was to develop an electrochemical biosensor for bovine
papillomavirus (BPV) detection, using a DNA sequence homologous to different BPV
serotypes. Differential pulse voltammetry (DPV) was used to investigate the guanines
oxidation signals on the surface graphite electrode without and with methylene blue (MB) as
indicator. Results revealed that current peak increase in BPV probe and decrease in hybrid.
Detection system with MB allowed amplification of the current peak in potential of guanine
oxidation compared to detection system without indicator. It was also observed that DNA
biosensor presented a loss detection limit of 3.84 nM combined the high sensitivity, stability
and fast response compared the techniques currently used for the diagnosis of BPV.
Electrochemical DNA biosensor proposed can be used to detect the serotypes BPV-3, 4, 5, 9

and 10, due to BPV probe shows 100% homology with these serotypes.
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1. Introduction

Bovine papillomavirus (BPV) is double-stranded DNA virus that can infect cattle and
cause lesions in the stratified squamous epithelium of the skin and mucous membranes, as
well as fibroepithelial tumors (Antonsson and Hansson, 2002; Campo, 2002; Claus et al.,
2008; Yuan et al., 2010). The BPV belongs to the Papillomaviridae family and includes ten
serotypes BPV-1 to BPV-10 (Claus et al., 2009). These serotypes have been including in the
genera Deltapapillomavirus (BPV-1 and 2), Epsilonpapillomavirus (BPV-5 and 8) and
Xipapillomavirus (BPV-3, 4, 6, 9 and 10) (Claus et al., 2009; Hatama et al., 2008; Tomita et
al., 2007). Only the BPV-7 has not yet described genus (Ogawa et al., 2007). Routinely, BPV
diagnosis has been making based on histological findings of the lesions and alterations in cell
morphology. While, molecular biology tools such as Southern blot, polymerase chain reaction
(PCR) and in situ hybridization recently have allowed conclusive diagnosis of the viral DNA
in tissue fragments (Claus et al., 2008; Munday and Knight, 2010; Wosiacki et al., 2005).
However, these techniques are expensive and their clinical results are not quick. The BPV
genome has three different regions: the long control region (LCR) containing the elements
regulatory necessary for replication and transcription of the viral DNA and two regions
containing open reading frames (ORF) corresponding to early and late gene. The early genes
encode non-structural proteins and the region containing the late genes encodes the viral
capsid proteins (Borzacchiello and Roperto, 2008; Campo, 2006).

Bioinformatics can be applied in solving various biological problems as genes
recognition, identification and analysis of gene expression, protein structure determination
and identification of possible differences in the sequences that can promote the development
of diseases (Barnes, 2007). Information about the similarity between genomes of organisms is
an important resource in the search for functional regions and conserved regions within the
same taxonomic group (Chang, 2005; Hardison, 2003; Lee et al., 2010). The sequence
analysis assumes a relevant role for the correlation between organisms at the molecular level
(Hardison, 2003), highlighting the BPV i1n this work.

Research for the diagnosis of BPV has attracted considerable interest due to the
problems caused in the infected animal and in vitro cell systems for isolation BPV have not
been obtained to date (Lindsey et al., 2009; Wosiacki et al., 2005). Thus, the use of
technological devices such as biosensor can assist in treatment and prevention of bovine

papillomatosis. Electrochemical biosensor is an integrated receptor-transducer device, which
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is capable of providing selective quantitative or semi-quantitative analytical information using
a biological recognition element (Thevenot et al., 1999). The electrochemical detection has
been an important tool for the DNA molecules recognition due to its high sensitivity, low cost,
and development of portable device (Kwakye et al., 2006; Zhang et al., 2009). The
homologous sequence recognition between the BPV types from bioinformatics and its use in
developing an electrochemical detection system for the bovine papillomatosis diagnosis was

the purpose of this study.

2. Materials and methods
2.1. Reagents

All reagents used were of high purity. Methylene blue (MB) was purchased from
SIGMA (USA). Lead silver ink (ELECTRODAG - ACHESON, USA) was used in the
production of electrode reference. UltraPure™ DNase/RNase-Free distilled water was
purchased from invitrogen (USA). All Oligonucleotides ssDNA were synthesized by
Integrated DNA Technologies (USA).

2.2. Apparatus

A conventional two-electrode system was employed in this work. Pencil graphite type
4B (total length 3 cm and 2.5 mm diameter) was used as working electrode. Ag/AgCl was
used as reference electrode which was produced for screen-printed using silver ink under gold
wire and then dried at 60 °C. Electrochemical analysis was performed by potentiostat
(AUTOLAB PGSTAT) and equipped with GPES (4.0.007) software. All hybridization

experiments were carried out by a Thermomixer Comfort (Eppendorf).

2.3. Bioinformatics

The complete genome of ten BPV types was collected from the database of the
National Center for Biotechnology Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) corresponding
to GenBank accession numbers NC 001522, NC 004197, X05817, NC 004195, AJ620208,
NC 007612, NC 009752, NC 010192 and NC 010193. Subsequently, all BPV (1-10)
genomes were aligned using the software CLC Combined Workbench v 3.6.1, to analyze the

conserved regions between types searched.
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2.4. Bovine papillomavirus oligonucleotides

All oligonucleotides purchased in lyophilized powder were diluted with ultrapure
water and stored as stock solution in freezer. Oligonucleotides were diluted from the stock
solution in 0.2 M acetate buffer pH 5 for future experiments. Three different oligonucleotides
sequences developed from bioinformatics tools were used in this study. The sequences
presented the following bases:
BPV probe: 5°- TGG AAATCT TTT TTT GAAAGG CTT TGG - 3°
BPV target: 5’- CCAAAG CCT TTC AAAAAAAGATTTCCA-3’
DNA non-complementary: 5’ - CCC CGG ATC ACT GAG ACG - 3’

2.5. Preparation of pencil graphite electrode

The pencil graphite was polished with emery impregnated disc to obtain a smooth
surface (surface area of 28.50 mm?, approximately) and washed with ultrapure water to
remove possible contaminants oligonucleotides. The graphite electrodes were activated
electrochemically by applying 1.80 V for 5 min in 0.20 M acetate buffer solution (pH 5). After

of the activation, working electrode was washed with ultrapure water.

2.6. Immobilization of the probe DNA

The BPV probe was immobilized on the polished surface of the electrode activated by
applying a potential of 0.50 V for 5 min in 0.20 M acetate buffer solution (pH 5) containing
oligonucleotides with 300 rpm stirring speed. After working electrode was rinsed with

ultrapure water to remove the unbound oligonucleotides.

2.7. Hybridization of target DNA

In hybridization process, the working electrode immobilized with the BPV probe was
immersed in a solution containing the DNA target in 0.2 M acetate buffer pH 5, and incubated
at 55 °C for 10 min with 300 rpm stirred speed to link the complementary sequences. This
temperature is the best for sequences annealing following the company descriptions. Then, the
electrode was washed with ultrapure water for removing non-hybridized sequences. The same

protocol was applied for the interaction of the BPV probe with non-complementary sequence.
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2.8. Electrochemical Analysis

For electrochemical signals analysis, the working electrodes modified with the
immobilized sequences were immersed in an electrochemical cell containing Tris-HCI buffer
pH 7.0. Differential pulse voltammetry (DPV) method was proposed in this work as the
measurement system of the current signals. For the oxidation of guanines, it was used the
following conditions: potential sweep between 0.5 and 1.2 V, modulation amplitude 50 mV
and scan rate 20 mV/s. For the reduction of MB, it was used the following conditions:
potential sweep between -0.8 and 0.3 V, modulation amplitude 50 mV and scan rate 20 mV/s.
The results were treated using GPES software moving average baseline correction, using a

“peak width” of 0.01.

2.9. Statistics analysis

Experimental data were analyzed by the software Statistica 8 using parametric tests.
To evaluate statistical significance, the one-way ANOVA and post hoc Tukey were used for
the comparison of multi independent group data. A level of p < 0.05 was assigned as

significant.

3. Results
3.1. Bioinformatics Analysis

Genomic alignment of the 10 serotypes BPV showed several consensus regions.
However, the largest fragment presented 27 nucleotides (5’ - TGG AAA TCT TTT TTT GAA
AGG CTT TGG - 3°), located in the gene El can detect all 10 serotypes. However, the
location of this sequence is different in all 10 BPV serotypes. In BPV-1, for instance, the 27-
mer sequence was aligned between 2538 and 2564 of its genome, while the BPV-2 was from
2535 to 2561, BPV-3 (2456 to 2482), BPV-4 (2706 to 2732), BPV-5 (2494 to 2520), BPV-6
(2652 to 2678), BPV-7 (2509 to 2535), BPV-8 (2499 to 2525), BPV-9 (2771 to 2797) and
BPV-10 (2548 to 2574). The results showed that the sequence consensus of 27 nucleotides

had high similarity with all types of BPV. Through BLAST program the similarity was also

examined between other species genomes against the sequence found, displaying 100%
similarity with serotypes BPV.
In Fig. 1, it was possible to observe that specific region of viral types BPV3, BPV-4,
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BPV-5, BPV-9 and BPV-10 showed high conservation. While others (BPV-1, BPV-2, BPV-6,
BPV-7 and BPV-8) showed some changes in the nucleotides types, probably some mutation in
the viral cycle. DNA nucleotides with background black in Fig. 1 are possible mutations in
serotypes sequences, furthermore, the highest variation in gene fragment was observed in
BPV-7.

From the conserved sequence between all serotypes BPV, it was developed another
complementary sequence (BPV target) that presented the following nucleotides: 5° - CCA
AAG CCTTTC AAAAAAAGATTT CCA-3".

BPV4 GAACTHAMTT GGAAATCTTT TTTTGAAAGG CTTTGGA[RAC 2736
BPV 3 GAACTHANET GGAAATCTTT TTTTGAAAGG CTTTGGAALC 2486
BPV9 GAACTEARET GGAAATCTTT TTTTGAAAGG CTTTGGAJLC 2801
BPV6 GAACTHAMET GGAAATCTTT TTTTGEAAGG CTTTGGAFRAC 2682
BPV 10 GAACTHAFETT GGAAATCTTT TTTTGAAAGG CTTTGGEARC 2578
BPV1 GAUEBEAERATT GGAAATCTTT TTTTGUHAAGG UTRATGGEEEC 2568
BPV 2 GAUEEAEATT GGAAATCTTT TTTTGHAAGG HTATGGHEHC 2565
BPV5 GAECEEERATT GGAAATCTTT TTTTGAAAGG CTTTGGEAFC 2524
BPV 8 GAUMEAEAET GGAAATCTTT [ETTTGAAAGG CTTTGGEAMC 2529
BPV 7 GARINEAGATT GGAAAREETT TTTEENEEAD nTEEAEARC 2539
Consensus GAACTNANTT GGAAATCTTT TTTTGAAAGG CTTTGGAANC

on D . A 4
0%

Fig. 1. Multiple alignment of DNA sequences obtained from 10 BPV serotypes was
performed by the CLC Combined Workbench software v 3.6.1. The sequence consensus 27-
mer was the fragment chosen for the construction of the work sequence.

3.2. BPV probe concentration in immobilization analysis

BPV probe was immobilized on the graphite electrode for detection of viral serotypes
contained more guanine than the complementary sequence. BPV probe contained 7 guanines,
while the sequence chosen for the hybridization (BPV target) contained only 2 guanines. The
difference in the number of guanines between complementary sequences was important
because the current signals measured in the tests represented the guanines oxidation. The
difference in the number of guanines was also used for comparison of currents peak generated
only in the single strand and the hybrid.

In immobilization process, different BPV probe concentrations (0.01, 0.05, 0.1, 1, 5,
10 uM) were used to optimize this process. The purpose of this step was to obtain the lowest
concentration of ssDNA together with a better measurable signal without indicator. As shown
in Fig. 2, the working electrode immobilized with the BPV probe at a concentration of 0.1 pM
had the highest current peak (255.00 + 28.51 nA). In parametric analysis ANOVA p < 0.05
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and post hoc Tukey, concentration of 0.05 uM showed statistical difference compared with the
other concentrations. It was also observed that the concentration of 0.1 uM presented
statistical difference between the other concentrations, but the peak current was higher than at
0.05 puM.

The concentrations of 0.01 uM, 0.5 uM, 1 uM and 5 uM showed current peaks 108.87
+ 12.4 nA, 65.05 + 6.86 nA, 48.25 + 14.31 nA and 29.72 £ 6.97 nA, respectively. In ANOVA
analysis, it was also observed that concentration 0.01 uM presented p > 0.05 compared to 0.5
or 1 uM; 0.5 uM presented p > 0.05 compared to 1 or 5 uM; and 1 uM presented p > 0.05
compared to 5 uM. Thus, the concentration of 0.1 uM showed the better response in the
process of immobilization due to its good reproducibility and higher guanine oxidation signal

combined with low concentration.
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Fig. 2. Effect of BPV probe concentration on guanine oxidation signal in immobilization
process. Differential pulse voltammetry method was used to analyze the current peaks in the
following conditions: initial potential 0.5 V and end potential 1.2 V; modulation amplitude 50
mV and scan rate 20 mV/s. All results were plotted with the means of experiments performed
at different BPV probe concentrations. One-way ANOVA analysis indicates significant effects
and Tukey's test was used for post hoc analysis (p < 0.05, 0.05 uM compared to 0.01, 0.1, 0.5,
1 or 5 uM; p < 0.05, 0.1 uM compared to 0.01, 0.05, 0.1, 0.5, 1 or 5 uM). The letters in
common on the columns represent statistical similarity (p > 0.05).

3.3. BPV target concentration in hybridization analysis
Hybridization step was carried from the annealing temperature of the complementary

sequences with agitation. Annealing temperature (55 °C) used in hybridization allowed the
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matching between the different BPV target concentrations and BPV probe (0.1 puM)
immobilized on graphite electrodes. This fact could be verified because the current peak
decreased when compared with the probe. The highest peak current observed in the BPV
probe was 255 + 28.51 nA (Fig. 2) while the highest signal observed in the hybrid was 54 +
4.06 nA (Fig. 3). The concentration 5 nM presented the lowest peak current (9.51 £ 0.30 nA)
among the other concentration of BPV target plotted in Fig. 3. The concentrations of 10, 25,
50, 100 and 1000 nM showed current peaks 13.11 + 0.86, 21.80 + 3.36, 32.60 + 3.07, 53.99 +
4.06 and 25.30 £+ 1.90 nA respectively (Fig. 3).

The calibration curve obtained from oxidation signal regarding to different
concentrations of BPV target are shown in Fig. 3. The calibration plotter (y = 0.5076x +
7.8377) is linear between 5 nM up to 50 nM with a correlation coefficient of 0.9915 (p <
0.00423, n = 4). The detection limit of 3.84 nM could be estimated by using 30/a, where o
was the standard deviation of the blank solution and a was the slope of the line. The relative
standard deviation (RSD) over three independently probe-modified electrodes measured at 5

nM BPV target was 3.1%, indicating a remarkable reproducibility of the detection method.
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Fig. 3. Effect of the BPV target concentration on the current peak in hybridization without
indicator. Differential pulse voltammetry method was used to analyze the current peaks in the
following conditions: initial potential 0.5 V and end potential 1.2 V; modulation amplitude 50
mV and scan rate 20 mV/s. All results were plotted with the means of experiments performed
at different concentrations of BPV target. Inset shows calibration graph at concentration range
5—-50 nM.
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3.4. Effect of MB concentration on pencil graphite electrode

For optimization this step, MB reduction on the graphite electrode surface was
evaluated using different concentrations this indicator. In all results, MB reduction signal
occurred approximately in the potential range -0.22 V.

The concentrations of 500 uM, 750 uM and 1000 uM had the highest current peaks
(29.90 £+ 1.22 pA, 32.50 £ 1.08 pA and 32.50 = 4.50 pA, respectively) among the other
concentration tested (Fig. 4). However, from the parametric analysis (ANOVA - significance
level p < 0.05), it was not observed statistical difference between the concentrations of 500
uM, 750 uM and 1000 uM. The post hoc Tukey test showed a p = 0.5426 between 500 uM
and 750 uM, p = 0.5794 between 500 uM and 1000 uM, and p = 1 between 750 uM and 1000
uM. Thus, the redox signal saturation occurred at the concentration of 500 uM because it
showed the higher reduction signal than the concentrations of 2 pM to 200 uM and its result
was statistically similar when compared to concentrations of 750 uM and 1000 uM.
Moreover, the concentration of 500 uM showed reproducibility in reduction signals.
Therefore, the concentration of 500 uM showed the best response among the requirements for

detection of electrochemical signals.
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Fig. 4. Effect of MB concentration on reduction signal in the graphite electrode. Differential
pulse voltammetry method was used to analyze the current peaks in the following conditions:
initial potential -0.8 V and end potential 0.3 V; modulation amplitude 50 mV and scan rate 20
mV/s. All results were plotted with the means of experiments performed at different
concentrations of MB. One-way ANOVA analysis indicates significant effects and Tukey's
test was used for post hoc analysis (p < 0.05, 200 uM compared to 2, 5, 10, 20, 50, 100, 500,
750 or 1000 uM). The letters in common on the columns represent statistical similarity (p >
0.05).
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3.5. Viral detection systems analysis

In this work, hybridization detection between BPV probe and BPV target was
accompanied by guanines oxidation signals. Two detection systems for the hybridization of
BPV sequences were used: guanine oxidation without indicator and guanine oxidation with
MB as indicator.

Fig. 5A shows the differential pulse voltammogram of the guanine oxidation using the
detection system without indicator. It was observed that the current peak of guanine at the
electrode with the hybrid (probe-target) was approximately 88% lower than the signal of the
BPV probe immobilized.

Still in Fig. 5A, it was possible to evaluate the selectivity of the detection system using
a non-complementary sequence. The differential pulse voltammogram showed the similarity
between the current peaks measured at the BPV probe-modified electrode and at the BPV
probe-modified electrode after hybridization with non-complementary sequence. This
similarity in the results was due to mismatch between the BPV probe and the non-
complementary sequence. The mismatching of bases present in the BPV probe allowed the
guanines free and contributed to the increase of current peak.

Fig. 5B displayed the differential pulse voltammogram of the BPV probe before
hybridization, BPV probe after hybridization with the BPV target and BPV probe after
hybridization with DNA non-complementary. The voltammogram showed that all oxidation
current peaks of guanine were amplified when accumulated with MB in BPV sequences
compared with the detection system without indicator. This occurred due to strong affinity of
the MB by guanines. Fig. 5B also showed changes in the position of the oxidation potential of
guanine. In addition, the highest current peak was observed in the BPV probe due to the
presence of guanines free. While hybrid showed a significant decrease in current peak
compared to BPV probe. In the Fig. 5B, BPV probe after hybridization with DNA non-
complementary showed a voltammetric oxidation peak a little lower than the BPV probe

alone.
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Fig. 5. (A) Differential pulse voltammograms on the guanine oxidation signal in BPV
sequences without indicator; BPV probe 0.1 pM before hybridization (a); oxidation signal
after hybridization of the BPV probe 0.1 uM with DNA non-complementary 0.1 uM (b);
BPV probe 0.1 uM after hybridization with BPV target 0.1 uM (c); and graphite electrode
activated before immobilization (d). (B) Differential pulse voltammograms on the guanine
oxidation signal in BPV sequences with indicator MB 500 uM; BPV probe 0.1 uM before
hybridization (a); oxidation signal after hybridization of the BPV probe 0.1 uM with DNA
non-complementary 0.1 uM (b); BPV probe 0.1 uM after hybridization with BPV target 0.1
uM (c); and graphite electrode activated before immobilization (d). Experimental conditions
as described in Section 2.8.

4. Discussion
Bioinformatics analysis could show different conserved regions in gene El from
multiple alignment of 10 BPV serotypes sequences. This high conservation in gene E1 can be

explained by overlap occurs between the gene E2 in all BPV types (McCauley et al., 2007).



65

On the other hand, some mutations have been observed in the BPV viral cycle (Campo,
1997). In BPV-1, for example, there are a large number of mutations in specific gene
functions that are available for genetic analysis of the complete viral life cycle (McBride et
al., 2000).

Among BPVs described in the literature, BPV-7 present high variation in its genome
compared to other serotypes, probably because BPV-7 has not phylogeny described. BPV-7
has a distant relationship to other Papillomavirus in the phylogenetic tree, suggesting that
BPV-7 should be classified in a novel genus of the family Papillomaviridae (Ogawa et al.,
2007).

From in silico analysis of the BPV genome is possible to develop models for
diagnostic of viral infection and also detection of mutations in the viral cycle. Mutations
points, which include guanine bases in the DNA sequences, can rapidly be detected by using
specific interaction of MB with unbound guanine bases (Meric et al., 2002).

Several DNA probes have been used for recognition of target sequences in
electrochemical biosensors. Mainly, probes containing guanine. Guanine has been used in
many works because it is electroactive and thus generate oxidation signal (Huang et al.,
2011). Common pathway for guanine oxidation involves the conversion of guanine to 8-oxo-
guanine (Ferapontova, 2004). Some advantages can be found in the use of probes with
guanines, such as direct detection of guanine oxidation without a redox mediator (Wang and
Zhou, 2002). Another important factor to consider in electrochemical measurement is the
number of guanines in the DNA probe. Amount of guanine present in the probe is
proportional to the current peak generated during oxidation of the guanine (Pournaghi-Azar et
al., 2007). In our study, BPV probe containing 7 guanines showed a high current peak
compared to other works (Jin et al., 2007; Mandong et al., 2007).

For hybridization of complementary sequences, many studies have used temperature
to form the hybrid (Palecek and Jelen, 2005). We used the melting temperature and agitation
parameters for annealing of sequences with base on PCR and microarray techniques that also
use theses procedures for hybridization (Baeumner et al., 2003; Koltai and Weingarten-Baror,
2008; Ku et al., 2004; Li and Wang, 2011; Park et al., 2011). In our study, the melting
temperature and agitation allowed hybridization between the BPV probe and BPV
complementary. This fact could be observed due to the difference of current peak between the

probe before hybridization and after hybridization. The hybrid showed a current peak lower
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than the probe before hybridization. This decrease had occurred due to matching of the
guanines (Souza et al., 2011), blocking their links sites free. According to literature, the
decrease in current signal of the sequence hybridized could also be evidenced in the work of
Kerman et al., (2002) where current peak was about five times lower than the probe
immobilized on gold electrodes. According to Erdem et al., (2002) the hybrid also exhibited
decrease current peak by using ribosomal DNA sequence of Microcystis spp.

From the preliminary results of the immobilization and hybridization, we performed
experiments to amplify guanines oxidation signals. The purpose of this amplification system
was to avoid the PCR in biological samples, which can increase the diagnostic cost. A
comparative analysis of detection systems with indicator and without indicator could reveal
an amplification on guanine oxidation signal, using MB as indicator hybridization. According
to literature, the MB has been using as an indicator of hybridization for the affinity with
guanines (Jin et al., 2007; Ozkan et al., 2002). In the detection system with indicator, hybrid
showed a significant decrease in current peak compared to BPV probe before hybridization.
This difference was due to weak interaction between dsDNA and MB compared to ssDNA
and MB, resulting in decreased intercalation of MB between the dsDNA (de Souza et al.,
2009; Lin et al., 2007).

The selectivity of the sensor was analyzed by a non-complementary sequence. In both
detection systems, it was observed mismatch between probe BPV and non-complementary
sequence. This mismatch contributed to the increase of peak current (Cheng et al., 2005) and
thus, this result was similar to BPV probe before hybridization in both detection systems.
However, in detection systems with indicator, the BPV probe after hybridization with DNA
non-complementary showed a voltammetric oxidation peak a little lower than the BPV probe
alone, due to nonspecific links between non-complementary sequence (Pournaghi-Azar et al.,
2007).

In all experiments the position of the guanine oxidation signal varied approximately
from 0.80 to 1.00 V. This shift in the guanine peak potential might be related to the different
mechanisms of the interaction between electroactive indicators with nucleic acid chains
(Hejazi et al., 2010). The change in position of the oxidation guanine potential was also
observed in other works (Karadeniz et al., 2003).

According to data analyzed, the reduction or absence of the current peak represented

the positive diagnosis for bovine papillomavirus infection in both detection systems.
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5. Conclusions

In this paper, an efficient DNA electrochemical sensor was developed and further
applied to the detection of the bovine papillomavirus. The assay employed one probe
consensus of 27-mer found in the multiple alignment of DNA sequences from 10 BPV
serotypes. The surface of the modified electrodes is characterized by differential pulse
voltammetry. The results presented in this paper allow to differentiate the hybridization of the
non-hybridization, with good selectivity, sensitivity and reproducibility. The hybridization
shows a decrease in oxidation signal compared to ssDNA whose detection limit observed is
3.84 nM. In the detection system with indicator, MB allows the amplification of the current
peak in potential of guanine oxidation. Electrochemical DNA biosensor proposed can be used
to detect the serotypes BPV-3, 4, 5, 9 and 10, due to BPV probe shows 100% homology with

these serotypes.
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Abstract

In present work, it was reported a new electrochemical DNA biosensor for bovine
papillomavirus (BPV) based on screen-printed electrodes. Polymers films were used to link
BPV probe on gold electrode. From factorial design, polymer poly-L-lysine (PLL), probe
concentration 1 pM and immobilization time 60 min showed the best condition for BPV
probe immobilization. Methylene blue (MB) reduction signal decreased when occurred the
hybridization. DNA extracted from papilloma samples also showed decrease on MB reduction
signal, suggesting that this decrease of electrochemical signal corresponded to positive
diagnostic for bovine papillomavirus infection. Thus, technological devices development such

as biosensor can assist in treatment and prevention of bovine papillomatosis.

Keywords: Bovine papillomavirus, Electrochemical DNA biosensor, Electrode screen-printed
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1. Introduction

Bovine papillomatosis is an infectious disease caused by double-stranded DNA virus
called bovine papillomavirus (BPV) (Campo 2006; Claus et al. 2008). This virus can induce
lesions in the stratified squamous epithelium of the skin and mucous membranes as well as
fibroepithelial tumors (Antonsson and Hansson 2002; Campo 2002; Yuan et al. 2010). The
BPV belong to Papillomaviridae family and ten types (BPV-1 to BPV-10) have been
characterized by study of their biology and genome homology (Claus et al. 2009; Nasir and
Campo 2008). In general, two primer pairs FAP59/FAP64 and MY09/MY 11 are widely used
for papillomavirus identification in human, bovine and other animals (Rai et al. 2011).
Research for the BPV diagnostic has attracted considerable interest due to the troubles caused
in the infected animal like dermatitis and cancer in different body sites (Borzacchiello and
Roperto 2008; Brandt et al. 2011; Campo 2002). Consequently, these problems can contribute
to economic losses in the agricultural industry. Currently, the BPV diagnostic has been made
through histological observations of skin and tissues. These models often do not lead to
conclusive results, as well as the diagnostics are slow.

Electrochemical DNA biosensor technologies have been developing because their
several advantages like specificity, selectivity, low cost, rapid diagnostic and possibility of
miniaturization (Siddiquee et al. 2010). DNA biosensor or genosensor is based on the skill of
single-strand DNA (probe) to recognize a complementary sequence (target) (Souza et al.
2011). In DNA hybridization sensor, a probe with a defined nucleotide sequence was
immobilized on a conducting surface, using immobilization methods as adsorption, cross-
linking, encapsulation, avidin-biotin complexation and covalent attachment (Wang et al.
2008). The key for fabrication of DNA biosensor is the oligonucleotides immobilization on
different kinds of transducer surfaces (Wang et al. 2010). Many polymers have been used in
the development of DNA biosensor (Ghanbari et al. 2008; Jiang et al. 2008; Li et al. 2005).
The polymers have ability to form thin layers on electrodes surfaces and their principal
characteristics are presence of functional groups that allow link nucleic acids. Poly-L-lysine
(PLL) and chitosan, for instance, are polymers widely used in the construction of DNA
biosensors. The PLL can be electrodeposited or adsorbed on several kinds of electrodes and it
has functional group that can link with DNA (Stobiecka and Hepel 2011; Wang et al. 2010).
Chitosan is a polysaccharide biopolymer widely used in several industry, biomedicine and

biosensors (Wang et al. 2011) that also has ability to bind with DNA molecules (Mandong et
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al. 2007). Thus, the purpose of this present study was to develop a new electrochemical DNA
biosensor for bovine papillomavirus detection using polymers films on electrodes screen-

printed.

2. Experimental

2.1. Reagents and material

All reagents used were of high purity. Methylene blue (MB), L-lysine and Chitosan
were purchased from Sigma-Aldrich. UltraPure™ DNase/RNase-Free distilled water was
purchased from Invitrogen. All Oligonucleotides ssDNA were synthesized by Integrated
DNA Technologies. Screen-printed electrodes were purchased from The Gwent Group (UK)

for electrochemical detection.

2.2. Apparatus

A conventional three-electrode system was employed in this work. Gold was used as
working electrode (surface area of 3 mm?, approximately). Silver/silver chloride (Ag/AgCl)
was used as reference electrode and carbon was used as counter electrode. Electrochemical
analysis was performed by potentiostat (Autolab PGSTAT) and equipped with GPES
(4.0.007) software. All hybridization experiments were carried out by a Hybridization Oven/

Shaker (Amersham Pharmacia Biotech).

2.3. Bovine papillomavirus oligonucleotides

All oligonucleotides purchased in lyophilized powder were diluted with ultrapure
water and stored as stock solution in freezer. Oligonucleotides were diluted from the stock
solution in 0.5 M acetate buffer pH 5 for future experiments. Three different oligonucleotides
sequences developed from bioinformatics tools were used in this study. The sequences
presented the following bases:
BPV probe: 5°- TGG AAATCT TTT TTT GAAAGG CTT TGG - 3’
BPV target: 5’- CCAAAG CCT TTC AAAAAAAGATTTCCA-3’
DNA non-complementary: 5’ - CCC CGG ATC ACT GAG ACG - 3’
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2.4 Papilloma samples

Fifteen blood samples were collected from cattle with cutaneous papillomatosis on the
farm of the Instituto Agrondémico de Pernambuco located in the Itambé city, Pernambuco,
Brazil. Blood samples were kept in vacutainer tubes EDTA and stored at 0 °C until viral DNA

extraction.

2.5 Viral DNA extraction and PCR assay

Viral DNA was extracted of the blood samples from automated Maxwell® 16 Clinical
Instrument System (Promega). The Maxwell® 16 Blood DNA Purification Kit was used to
DNA purification according to protocol specifications. After purification, DNA extracted was
amplified with primer pair MY09 (forward: 5’- CGT CCM ARR GGA ACT GAT C - 3’) and
MY11 (reverse: 5° - GCM CAG GGC ATA AYA ATG G - 3°) that amplify a fragment of 450
bp from L1 gene of all papillomvirus types. PCR was performed using GoTaq® qPCR Master
Mix kit with the following condition: 1 puL of the DNA extracted, 6.25 uL of GoTaq® qPCR
Master Mix, 1 pL of each primer and 3.25 pL ultrapure water. Amplification conditions were
performed in following condition: (i) 94 °C for 3 min, (ii) 34 cycles of denaturation at 95 °C
for 1 min, annealing at 55 °C for 1 min and extension at 72 °C for 1 min, (iii) final extension
at 72 °C for 10 min. Then, PCR product was visualized by electrophoresis in 2% agarose gel

and TBE buffer pH 8.4 under UV light.

2.6 Preparation of polymer-modified screen-printed electrode

The polymers chitosan and poly-L-lysine (PLL) were used in experiments to allow
DNA probe immobilization on the working electrode. Chitosan solution (1%) was prepared in
acid acetic solution (1%). L-lysine solution (0.001 M) was prepared in 0.1 M phosphate-
buffered saline (PBS) pH 7.4. For the preparation of chitosan, film was added 3 pL of
chitosan solution on working electrode and then incubated to dry at 30 °C for 20 min. For the
preparation of PLL film, L-lysine solution was electropolymerizated on working electrode by

cyclic potential scanning from -1.8 to 2.0 V for 10 cycles with a scan rate of 100 mVs-'.

2.7 Experimental design

The influence of the independent variables of polymer, probe concentration (BPV

probe) and immobilization time on the dependent variable of MB reduction signal was
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evaluated from the results obtained by 23 full factorial design (Table 1). In this design, it was
performed a set of 24 experiments in triplicates to allow the estimation of pure experimental
error. The results were analyzed by analysis of variance (ANOVA) at a significance level of
p <0.05. All statistical and graphical analyses were carried out with the Statistica 8.0 program

(StatSoft Inc., 2008, Tulsa, OK, USA).

Table 1. Independent variables and levels used in the 23 full factorial design.

Independent variables Levels :

Lower (-1) Higher (+1)
Polymer PLL Chitosan
Probe concentration (uM) 1 8
Immobilization time 30 60

2.8 Probe DNA immobilization and target DNA hybridization

The BPV probe in 0.50 M acetate buffer solution (pH 5) was immobilized for
adsorption on gold electrode surface modified with polymer layer and immobilization time
was obtained in factorial design. After working electrode was washed with 0.1 M phosphate-
buffered saline (PBS) pH 7.4 to remove the unbound oligonucleotides.

In hybridization process, a solution containing the BPV target in 0.5 M acetate buffer
pH 5 was added on the working electrode immobilized with the BPV probe and incubated at
55 °C for 10 min with 300 rpm stirred speed to link the complementary sequences. This
temperature is the best for sequences annealing following the company descriptions. Then, the
electrode was washed with Tris-HCI buffer (20 mM and pH 7.0) to remove non-hybridized
sequences. The same protocol was applied for the interaction of the BPV probe with non-
complementary sequence. For hybridization of the papilloma samples with BPV probe on
working electrode modified, viral DNA extracted was first heated to 94 °C during 4 min to
allow denaturation of the double helix and then added on the working electrode surface
immobilized with the probe BPV. The formation of hybrid between viral DNA extracted and
BPV probe was also performed at 55 °C for 10 min with 300 rpm stirred speed and then
washed with Tris-HCI buffer (20 mM and pH 7.0) to remove non-hybridized sequences.
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2.9. Electrochemical Analysis

For electrochemical signals analysis, differential pulse voltammetry (DPV) method
was proposed as the measurement system of the current signals. After immobilization and
hybridization process, MB solution 500 uM in Tris-HCI buffer (20 mM and pH 7.0) was
accumulated on the working electrode modified for 5 min and then it was washed with Tris-
HCI buffer. The measurement of DPV was performed in Tris-HCI buffer under following
conditions for the MB reduction: potential sweep between -0.8 and 0 V, modulation amplitude

50 mV and scan rate 20 mV s’!.

3. Results and discussion

3.1 Preliminary Investigations

In this work, polymers were used to allow immobilization of the probe on gold
working electrode surface. Polymers PLL and chitosan were chosen to be electropositive
compounds and thus allow the link with DNA molecules that are electronegative. With these
polymers, it is possible to produce thin films on different supports such as gold electrodes.

The binding of DNA on PLL or chitosan has occurred in a similar way. The
immobilization of DNA on a PLL Au surface has occurred primarily on account of
electrostatic attraction of negatively charged phosphate groups of DNA to positively charged
PLL. It is likely that hydrogen bonding between NH* groups of PLL and oxygens of
phosphate groups in DNA may contribute to strengthen the attachment of DNA to PLL
(Stobiecka and Hepel 2011). Chitosan also can form a stable complex with the polyanionic
phosphodiester backbones of DNA (Singh et al. 2010). It is susceptible to chemical
modifications due to the presence of reactive amino and hydroxyl functional groups and
provides hydrophilic environment for the immobilization of desired biomolecules (Mandong
et al. 2007). From this similarity of the interaction between DNA and polymers investigated,
it was performed a factorial design to evaluate the efficiency of the polymer layer on
electrodes screen-printed in the immobilization process.

The performance of the biosensor was investigated by differential pulse voltammetry
with redox indicator methylene blue (MB). It is widely known that the MB has affinity by

DNA and two possible mechanisms of interaction have been demonstrated by many authors.
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These links can occur by electrostatic interaction with negatively charged phosphate groups or
by interaction between guanine bases, mainly in ssDNA (Ortiz et al. 2011; Tran et al. 2011).
In this work, the binding of MB occurred by interaction between guanine bases in ssDNA

(probe) because the phosphate groups were linked to polymer layer on the gold surface.

3.2 Factorial design analysis in probe immobilization

To evaluate the efficiency of probe immobilization, it was carried out a 23 full factorial
design, whose independent variables polymers types (PLL and chitosan), probe concentration
(BPV probe) and immobilization time were investigated. From the 24 experiments carried out
under the conditions of the Table 1, it was observed that the best result for BPV probe
immobilization process on MB reduction signal was obtained with polymer PLL, probe
concentration of 1 uM and immobilization time of 60 min (Fig. 1). Probably, the chitosan had
no significant results on MB reduction signal compared to PLL due to its poor electrical

conductivity that often results in a low sensitivity for the determination of the analytes (Wang
etal. 2011).
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Fig. 1. Graphical representation of the relation between independent variables polymer, probe
concentration and immobilization time analyzed in 23 full factorial design.
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Statistic analysis showed that independent variables polymer and immobilization time
had a significant positive effect on MB reduction signal. While, independent variable probe
concentration and interactions polymer-immobilization time and polymer-probe concentration
had significant negative effects on MB current peak. However, the independent variable
polymer was the most significant effect, suggesting that PLL can improve immobilization
process, and consequently electrochemical signal. The interactions probe concentration-
immobilization time and polymer-probe concentration-immobilization time had no significant

effect (Fig. 2).

(1)Polymer 24.10008

(2)Probe concentration (UM) -11.7276

(3)Immobilization time (min) 4.928975

1by3 -4.53984

1by2 -3.99127

2by3 | .0.818725

1*2*3 0.1i512925

p=0.05

Fig. 2. Pareto bar chart of the standardized effect estimate (absolute value) of the independent
variables polymer (1), probe concentration (2) and immobilization time (3) on MB reduction
signal for the 23 full factorial design.

From the best condition observed in the full factorial design for the BPV probe
immobilization, a concentration curve was carried out varying the probe concentration on
values lower and higher than 1 uM, and fixing the independent variables polymer PLL and
immobilization time of 60 min. This experiment was carried out because Pareto bar chart
(Fig. 2) shows that the decrease of the probe concentration may improve the current signal.
Thus, the goal of this experiment was to observe the probe concentration effect on the
immobilization process from MB reduction signal. In Fig. 3, it was observed that
concentrations 1 uM and 1.5 uM had the highest current peaks, however, the concentration of

1 uM had better reproducibility compared to 1.5 uM. The other concentration (0.01 pM, 0.1
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uM, 0.25 uM and 0.5 pM) showed lower current signals due to low probe immobilized
amount on the working electrode surface. Thus, it was chose concentration of 1 uM for probe

immobilization.
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Fig. 3. Histogram of the BPV probe concentration effect on MB reduction signal in
immobilization process. Differential pulse voltammetry method was used to analyze the
current signals in the following conditions: initial potential -0.8 V and end potential 0 V;
modulation amplitude 50 mV and scan rate 20 mV s, All results were plotted with the
averages of experiments performed at different BPV probe concentrations.

3.3 Optimization of hybridization process

The biosensor recognition array was applied in experiments on hybridization reaction
between the BPV probe and the BPV target DNA fragment. In this study, the hybridization
was carried out to differential potential voltammetry on reduction MB signal. The goal this
experimental was to determine optimal hybridization condition ensuring specific binding of
the target nucleic acid fragments with the ssDNA probe on PLL-gold electrode modified and
minimizing non-specific interaction. In this regard, hybridization was performed with
different concentrations of complementary target sequence. In Fig. 4, it was observed that the
current signal increased with increasing concentration of the target until the current to
stabilize in concentrations 100 nM and 250 nM. In these concentrations, it was observed the
highest current signal that was 0.9 pA. However, this current signal in hybridization

decreased when compared to current signal in BPV probe immobilized on gold electrode. MB
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had strong affinity by guanines free in ssDNA. Thus, this difference occurred due to weak
interaction between dsDNA and MB compared with ssDNA and MB, resulting in decreased
intercalation of MB between the dsDNA (Lin et al. 2007; Souza et al. 2009).

The linear regression obtained from reduction signal regarding to different
concentrations of BPV target are shown in Fig. 4. The calibration curve (y = 5.3283x +
0.3504) is linear between 5 nM up to 100 nM with a correlation coefficient of 0.99763 (p <
0.00048, n = 5). The detection limit of 4.35 nM could be estimated by equation 30/a, where o

was the standard deviation of the intercept and a was the slope of the linear regression
(Gumustas and Ozkan 2011). The relative standard deviation (RSD) over three independently
probe-modified electrodes measured at 100 nM BPV target was 0.056%, indicating a

remarkable reproducibility of the detection method.

1.0
1.0 7
094 y = 5.3283x + 0.350 .
R*=0.9976
0.9 4 03 Py ®
-~ 071
3 _
08 4~ 06/ ¢
05 1 é
041 g
~ 0.7 A1
< 03 + T v - - . |
s o 20 40 60 80 100 120
- 0.6 - BPV target concentration (nM) E
0.5 -
®
04 - - ¢
0.3 l ; , , . .
5 10 25 50 100 250

BPV target concentration (nM)

Fig. 4. Effect of the BPV target concentration on MB reduction signal in hybridization.
Differential pulse voltammetry method was used to analyze the current signals in the
following conditions: initial potential -0.8 V and end potential 0 V; modulation amplitude 50
mV and scan rate 20 mV s'l. All results were plotted with the averages of experiments
performed at different concentrations of BPV target. Inset shows calibration graph at
concentration range 5 — 100 nM.
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3.4 Papilloma samples analysis

The viral DNA extraction from blood samples was proposed in this paper to reduce the
steps in the processing of biological samples when compared to skin samples (Munday and
Knight 2010). Consequently, the elimination of these steps allowed the rapid detection of
BPV. Two of the fifteen samples were amplified by primer pair MY09/MY11. This
amplification number compared to samples number occurred due to low concentration of viral
DNA in blood. According to literature, identification of BPV also was possible in blood
samples collected from cows with papillomatosis (Wosiacki et al. 2005). In Fig. 5, it was
possible to observe two amplification products of 450 bp in electrophorese gel that correspond
to papillomavirus L1 gene. Primer MY is widely used for amplification and identification of
the human papillomavirus L1 gene (Rai et al. 2011). However, Many authors have
demonstrated the amplification of BPV L1 gene from primer MY (Ogawa et al. 2004; Silva et
al. 2010). Positive and negative controls of papillomavirus were used to compare with PCR
products of bovine samples. The goal of this experiment was to identify papillomavirus in
blood samples and after to detect BPV in biosensor system proposed from viral DNA

extracted.

C- VDE1 VDE2

450 bp

Fig. 5. Amplification of L1 gene (papillomavirus) with primer pair MY09/MY11 from viral
DNA extracted of bovine blood samples. Lane L1Kb: ladder 1Kb plus (invitrogem); lane C+:
positive control of the papillomavirus L1 gene in pPBR322.HPV16 plasmid; lane C-: negative
control (ultrapure water); lane VDEI1: viral DNA extracted 1 and lane VDE2: viral DNA
extracted 2.
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3.5 Detection of Bovine Papillomavirus

The performance of electrochemical DNA biosensor was investigated by checking
BPV probe immobilized on PLL-gold electrode modified hybridization with BPV target
sequence, non-complementary sequence and viral DNA extracted from papilloma samples.
Fig. 6 shows a voltammogram with profile of current peak generated in different experiments.
It was possible to observe that BPV probe showed the highest current peak when compared to
other curves due to strong affinity between MB and 7 guanines free present in BPV probe.
After hybridization of the BPV probe with BPV target complementary, viral DNA extracted 1
(VDE1) and viral DNA extracted 2 (VDE2) current peaks decreased. These current peaks
decrease confirmed the hybridization occurrence in our detection system. The current peak
change could be explained by the steric inhibition of MB packing between the duplex (Tran et
al. 2011). The specificity of biosensor was studied by incubating the non-complementary
sequence on probe electrode. Fig. 6 showed that the electrochemical signal after hybridization
of the BPV probe with non-complementary sequence increased when compared to hybrids
formed. The significant increase in the current signal between BPV probe and non-
complementary sequence showed that the biosensor was highly specific for the BPV.
However, the experiments with non-complementary sequence showed a current peak little
lower than the BPV probe immobilized on PLL-gold electrode modified, probably due to
nonspecific links between non-complementary sequences (Pournaghi-Azar et al. 2007). The
curve (a) plotted in Fig. 6 corresponded to the PLL-gold electrode bare whose electrochemical
signal presented a baseline, indicating guanine absence on electrode modified. According to
data analyzed, the decrease of the current peak represented the positive diagnostic for bovine

papillomavirus infection.
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Fig. 6. Differential pulse voltammograms on MB reduction signal of (a) PLL-gold electrode
modified bare; (b) BPV probe immobilized 1 uM on PLL-gold electrode modified after
hybridization with BPV target sequence 100 nM; (c) BPV probe immobilized 1 uM on PLL-
gold electrode modified after hybridization with VDE1 46.90 pg/mL; (d) BPV probe
immobilized 1 uM on PLL-gold electrode modified after hybridization with VDE2 62.15 ng/
mL; (e) BPV probe immobilized 1 uM on PLL-gold electrode modified after hybridization
with non-complementary sequence; (f) BPV probe immobilized 1 uM on PLL-gold electrode
modified before hybridization.

4. Conclusions

In this present work, it is demonstrated a new electrochemical DNA biosensor for
bovine papillomavirus detection from oligonucleotides synthesized and viral DNA extracted
with high specificity and sensitivity. The surface of the gold electrode modified can be
characterized by differential pulse voltammetry. PLL shows better performance than the
chitosan in immobilization process. In detection system proposed, the DNA biosensor can
differentiate hybridization of the non-hybridization and thus it is possible to identify positive
samples for bovine papilomavirus. Hybridization presents a decreased on MB reduction signal
when compared to probe before hybridization, suggesting that this decrease is related to the
presence of the BPV in cattle. The data obtained with the biosensor showed viability for the
bovine papillomavirus diagnostic, thereby allowing the development of a new portable

detection system for viruses.
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BIOSSENSOR ELETROQUIMICO PARA DETECCAO DE ACIDOS NUCLEICOS

RELATORIO DESCRITIVO

Campo da Invengdo

A presente invengdo descreve um biossensor eletroquimico para deteccao de
acidos nucléicos a partir de amostras bioldgicas, como por exemplo, fluidos biologicos,
células e tecidos bioldgicos. De forma mais especifica, esta invencdo descreve
biossensores para deteccdo de acidos nucléicos, mediante o uso de eletrodos impressos
capazes de qualificar e quantificar a presenga de substancias (analito) acima citadas

através de resposta elétrica.

Antecedentes da Invencao

A deteccao de seqiiéncias especificas de acidos nucléicos ¢ necessaria para
diversas areas, como testes de diagnosticos para mutacdes e detec¢ao precoce de cancer,
analise de seqiiéncias génicas, investigacao forénsica, avaliacdo do tratamento médico e

agentes biologicos.

Atualmente, ha um enorme interesse no desenvolvimento de sistemas
bioanaliticos que sejam portateis, faceis de usar e de baixo custo para o diagndstico
rapido de doengas genéticas e infecciosas. Biossensores através da hibridizagdo dos
acidos nucléicos se tornaram uma das grandes ferramentas de diagnodstico,
principalmente, quando a transducdo do sinal do evento da hibridiza¢do € proveniente

de método eletroquimico.

Os tratamentos de satides demandam, por vezes, um resposta rapida para o
diagnostico e prevencao de enfermidades e problemas relacionados a saude. As formas
de detec¢do no estado da técnica atual nem sempre conseguem dar uma resposta em
tempo habil para estes tratamentos. Isso gera naturalmente uma demanda pelo

desenvolvimento de novas técnicas, como € o caso da presente invengao.

O método oOptico, amplamente utilizado, ¢ baseado na medida de mudangas no

espectro. A quantificagdao desses analitos ¢ realizada por medidas do indice de refracao,
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quantidade de luz absorvida ou propriedades fluorescentes das moléculas analisadas.
Uma limitacdo importante dos métodos Opticos ¢ na medi¢cdo de amostras com alta

turbidez, o qual dificulta a passagem dos feixes de luz pelo analito.

Baseada no método o6tico, a patente GB20070002681 intitulada “DNA-based
biosensor” de 12 de fevereiro de 2007, descreve um biosensor de detec¢ao por método
de luminescéncia. Essa invencao, no entanto, além de nao servir para detecgdao de RNA
exige uma condi¢do ambiental controlada e muitas etapas no processo de detec¢cdo o que
demanda um longo tempo para os resultados e gera um aumento dos custos de

diagnostico, limites importantes do estado da técnica.

A patente 11/427,544 intitulada “DNA biosensor and methods for making and
using the same” de 29 de junho de 2006, descreve um sistema para quantificacdo de
acidos nucléicos e anticorpos, porém a deteccdo demanda uma amplificacdo dos acidos
nucléicos o que implica em maior tempo e custos para o processo de diagndstico. O tipo
de técnica demanda ainda o uso de pessoal qualificado onerando o processo de detecg¢ao
e dificultando sua realizagdo em lugares que nao disponham de ambiente controlado e

pessoal especializado.

Uma alternativa para o método otico seria 0 método eletroquimico, pois este se
caracteriza por ser de baixo custo, de simples utilizagdo, rapida deteccdo, alta
sensibilidade e de facil miniaturizagdo. A patente 12/540,669 intitulada “ Method for
detecting biomolecules and use thereof ” de 13 de Agosto de 2009, descreve um sistema
para detec¢do de biomoléculas alvo, através de método eletroquimico. No entanto, esta
patente que utiliza uma molécula que deve ser constituida de metais, componentes
metalicos, nanoparticulas de prata ou anticorpos e que se ligam a biomolécula alvo
(target), ndo tem como comprovar que esta biomolécula se ligou ao target ou a sonda,
podendo levar a resultados falso positivos em um diagndstico. A utilizacdo destas
moléculas constituida de metais, componentes metalicos, nanoparticulas de prata ou de

anticorpos aumenta também os custos do processo.

A patente 11/619,232 intitulada “Electrochemical detection of nucleic acids
sequences” de 3 de Janeiro de 2007, descreve um biossensor para detec¢do de acidos
nuclé€icos, porém utiliza o método de PCR para amplificar o nimero de copias de acidos

nucléicos e utiliza métodos para amplificacdo do sinal de hibridizagdo, como: enzimas,
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anticorpos-conjugados com fluoréforos, podendo utilizar ainda mediadores eletroativos.
Isso tudo aumenta o numero de etapas, e, por conseguinte as chances de erro, e de
tempo no processo de diagnostico, assim como também aumenta o seu custo. Este tipo
de técnica demanda ainda o uso de pessoal qualificado que nem sempre é possivel,
sobretudo quando o diagnoéstico deve ser realizado em regides desprovidas de estrutura

laboratorial adequada.

A patente 10/008,233 intitulada “Electrochemical detection of nucleic acid
hibridization” de 6 de Novembro de 2001, descreve um método para detec¢do de
hibridiza¢do de acidos nucléicos em geral. No entanto, esta invencdo ndo considera
aspectos importantes na deteccdo de RNA, em particular aspectos devidos a rapida
degradacao destes em meio aquoso, células ou tecidos. Outro aspecto a considerar, € o
fato de que, nesta invencao apos a hibridizagdo, ocorre uma reagdo ao final da sonda
entre uma base pré-selecionada e um metal de transi¢cdo, levando a uma reacdo de
oxido-reducdo que gerara um sinal capaz de identificar se houve ou ndo a hibridizagao.
Essa quantidade de etapas implica, por vezes, em longo tempo para a realizacdo do

processo de detecgdo, incrementando também o seu custo de mercado.

O biossensor proposto na presente invengdo pode ser utilizado sem a
necessidade de um laboratério bem equipado e sem instrumentos complexos, numa
abordagem que reduz o sinal de fundo indesejado, permitindo a identificagdo rapida das
biomoléculas capturadas com alta sensibilidade, especificidade e requerendo o
processamento de pequena quantidade de amostra, superando assim os limites atuais do

estado da técnica.

Descricdo da Invencdo

A presente invencdo descreve um processo composto por uma fase de
imobilizacao, uma fase de hibridiza¢do e uma fase de detec¢do de acidos nucléicos.
Inicialmente, fase de imobilizagado, o fluido ¢ colocado no eletrodo de trabalho descrito
abaixo onde a sonda ¢ imobilizada por um processo de adsor¢do (outros processos de
imobilizacdo, como liga¢do covalente, também podem ser usados). Outros eletrodos sdo

deixados sem sonda a fim de obter informacdo comparativa. Em seguida, fase de
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hibridizacdo, ¢ realizado um processo de hibridizagdo para deteccdo de um DNA alvo.
Acontecendo a hibridizacao, essa sera detectada, fase de deteccao, através de um sinal
eletroquimico mensuravel que indicard a presenca do DNA referente a doenca
pesquisada. O sinal de detec¢do pode ser amplificado através do uso de um indicador ou

intercalador ou outro processo de amplificagao conhecido.

A presente invengdo descreve ainda um produto na forma de uma fita teste
composta por um ou mais eletrodos de trabalho que recebem uma sonda especifica para
cada tipo de doenga a ser testada, um ou mais eletrodos de referéncia € um ou mais
eletrodos auxiliares. A fita teste ¢ desenvolvida pela impressdao de uma tinta e/ou pasta
condutora em um suporte constituido de PVC (polyvinyl chloride), podendo também ser
PVA (polyvinyl acetate), suporte ceramico, vitreo ou outro material inerte ndo condutor.
O eletrodo de trabalho ¢ construido com pasta de carbono, mas pode também ser
constituido de ouro, nanotubos de carbono, grafeno, entre outros compostos capazes de
conduzir corrente elétrica. O eletrodo de referéncia ¢ impresso com um tinta composta
de prata/cloreto de prata (Ag/AgCl), mas pode também ser composto por paladio,
platina ou outro material condutor. O eletrodo auxiliar pode ser composto de platina ou

outro material condutor.

Do ponto de vista de fung¢do, o eletrodo de trabalho ¢ responsavel pela geracao
de um sinal elétrico correspondente a realiza¢do do processo de hibridizagdo. O eletrodo
de referéncia ¢ responsavel pela geragdo de um sinal elétrico correspondente a uma
simples aplicacdo de uma diferenca de potencial. O eletrodo auxiliar tem como funcao
reduzir os ruidos das medidas de corrente geradas a partir dos eletrodos de trabalho e de
referéncia. Em funcionamento, uma diferenga de potencial ¢ aplicada na fita teste
gerando uma corrente que passa pelos eletrodos de referencia, trabalho e auxiliar. A
passagem dessa corrente determinard a geracdo de sinais que em funcdo de sua
magnitude, identificardo a ocorréncia ou nao de hibridizacao no eletrodo de trabalho. A
hibridiza¢do corresponde a identificagdo positiva para a doenga pesquisada, ou seja, o
acido nucléico da doenca investigada ¢ complementar a sonda imobilizada no eletrodo

de trabalho.

Em conjunto o processo e produto acima descrito asseguram que no caso

positivo para hibridiza¢ao, sinais diferentes poderao ser lidos nos eletrodos de trabalho e
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de referéncia, determinando um processo rapido e simples para deteccdo de acidos

nucléicos.

A figura 1 descreve uma fita teste (a) tendo um eletrodo de trabalho (b), um
eletrodo de referéncia (c), duas areas de conato (d) e (e), uma superficie isolante (f) e
uma 4area de reacdo (g). Numa primeira modalidade preferida, a fita teste serd
constituida de um ou mais eletrodos de trabalho em carbono, ¢ um eletrodo de

referéncia em prata/cloreto de prata (Ag/AgCl).

Numa segunda modalidade preferida (Figura 2), a fita teste conterd uma éarea de
reacdo (a) e trés eletrodos: um eletrodo de trabalho (b), um eletrodo de referéncia (c) e
um eletrodo auxiliar (d). Os eletrodos de trabalho e de referéncia sdo tais como descritos
acima, enquanto que o eletrodo auxiliar ¢ feito em platina e tem a fun¢do de reduzir
ruidos elétricos gerados na reagdo eletroquimica, permitindo que o eletrodo de

referéncia mantenha um potencial constante.

Numa terceira modalidade preferida (Figura 3), a fita teste ¢ composta por uma
area de reagdo (a), de dois ou mais eletrodos de trabalho (b), um eletrodo de referencia
(c) e um eletrodo auxiliar (d). Essa modalidade visa a deteccdo simultanea de dois ou

mais acidos nucléicos diferentes, a partir do mesmo processo descrito acima.

A Figura 4 mostra a diferenga de potencial, normalmente na faixa de 0,5 V a 1,2
V, mas nao restrito apenas a esta faixa, sendo aplicada nos eletrodos de trabalho (b) e

referéncia (c) e o fluxo da corrente entre os eletrodos ¢ a area de reagao.

A Figura 5 mostra um grafico dos sinais emitidos pela fita teste onde a curva (a)
representa o sinal referente a sonda imobilizada (sem hibridizacdo) e a curva (b)

representa o sinal referente a hibridizagao no eletrodo de trabalho.
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REIVINDICACOES

1. Processo na forma de biossensor para deteccdo de acidos nucléicos
caracterizado por imobilizar uma fita simples e especifica para cada acido
nucléico alvo de DNA ou PNA e detectar sua hibridizagdo com o DNA ou RNA

alvo em um eletrodo de trabalho incorporado a uma fita teste.

2. Processo na forma de biossensor tal como descrito na reivindicacao 1
caracterizado por conter e utilizar um eletrodo auxiliar como forma de reduzir o

ruido do sinal gerado a partir do eletrodo de trabalho.

3. Um produto na forma de fita teste caracterizado por compreender um
eletrodo de trabalho, um eletrodo de referéncia, um eletrodo auxiliar e uma area

de reacao.

4. Produto tal qual descrito na reivindicag¢do 3 caracterizado por conter uma
fita teste com um fragmento genético 5'- TGG AAA TCT TTT TTT GAA AGG
CTT TGG - 3' obtido através de alinhamento gendmico para deteccdo do

papilomavirus bovino.

5. Produto tal qual descrito na reivindicagao 3 caracterizado por conter uma
fita teste com um fragmento genético 5'- CCA AAG CCT TTC AAA AAA AGA
TTT CCA - 3' obtido através de alinhamento gendmico para detec¢ao do

papilomavirus bovino.

6. Produto tal qual descrito na reivindicagdo 3 caracterizado por conter uma
fita teste com um fragmento genético 5 — CCG CAC ACG GCG TTC ACC
CAA CGC AGG TA — 3’ obtido através de alinhamento gendmico para deteccao

da febre aftosa.

7. Produto tal qual descrito na reivindicag¢do 3 caracterizado por conter uma
fita teste com um fragmento genético 57-
AGGGGAGATTTGTGTGGCTGCAGCCGAGGGAGACCAGGAAGATCTGC
ATGG -3’ obtido através de alinhamento gendmico para detec¢do do cancer de

prostata.
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8. Produto tal qual descrito na reivindicag¢do 3 caracterizado por conter uma
fita teste com um fragmento genético 5’- CCC CGA TCC CGC CGA CCC TGT
C -3’ obtido através de alinhamento gendmico para deteccdo do Leishmania

infantum.

9. Produto tal qual descrito na reivindicagao 3 caracterizado por conter uma
fita teste com um fragmento genético 5’- GTT CCG GCC CCA CGG CAT CAC

C -3’ obtido através de alinhamento gendmico para detec¢do do Leishmania sp.

10. Produto tal qual descrito na reivindicagao 3 caracterizado por conter uma
fita teste com um fragmento genético 5’- ICT TCT CIT TTC ICT TTI AA -3’
obtido através de alinhamento genomico para detec¢do do Leishmania

brasiliensis.

11.  Produto tal qual descrito na reivindicacdo 3 caracterizado por conter uma
fita teste com um fragmento genético 5’- GTT CCG GCC CCA CGG CAT CAC
C -3’ obtido através de alinhamento gendmico para deteccdo do Leishmania

brasiliensis.
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BIOSSENSOR ELETROQUIMICO PARA DETECCAO DE ACIDOS NUCLEICOS
RESUMO

A presente invencao refere-se a um processo eletroquimico para deteccdo de
acidos nucléicos e um produto na forma de fita teste, incorporados em um biossensor

para detec¢ao de DNA e RNA e por conseguinte das doencgas correspondentes.
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