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Modifica¢des especificas de superficie de eletrodo sdo importantes, uma vez que promovem
um alto grau de seletividade possibilitando o desenvolvimento de sensores de facil manipulagdo e
construgio, baixo custo, potencial de miniaturizagdo e deteccdo rapida’. Desta forma, a utilizagio de
agentes modificadores representa uma alternativa aos eletrodos cldssicos. Um exemplo de eletrodo
quimicamente modificado € o biossensor. O biossensor pode ser definido como um sensor que utiliza
um material bioldgico (enzimas, anticorpos, antigenos, organismos, tecido animal e vegetal, células,
organelas, etc.) imobilizado junto a um transdutor adequado (dispositivo capaz de transformar um tipo
de sinal em outro) o qual converte um sinal biolégico em sinal elétrico’.

No desenvolvimento de novos métodos analiticos e no melhoramento/adaptacdo dos métodos
j4 estabelecidos, estudam-se fatores que exibem efeitos significativos sobre a resposta do sistema e
que podem ser ajustados para melhorar os resultados do método, por exemplo, aumentar a
sensibilidade, diminuir reagdes paralelas e melhorar separacdes entre sinais analiticos. Técnicas
envolvendo a otimiza¢do multivariada, atualmente vém sendo aplicadas em quimica analitica por
permitirem, dentre outras vantagens, a otimizacdo simultinea de todos os fatores envolvidos no
sistema com menor nimero de experimentos, maior rapidez e principalmente maior eficiéncia. Entre
os métodos de planejamento experimental disponiveis na literatura, o mais recomendado é o
planejamento fatorial. O planejamento fatorial € classificado como um método simultineo, no qual as
variaveis de interesse que realmente apresentam influéncias significativas na resposta sdo avaliadas ao
mesmo tempo.

De um modo geral, o planejamento fatorial pode ser representado por b*, onde “k” é o nimero
de fatores e “b” é o nimero de niveis escolhidos’. Planejamentos fatoriais do tipo 2" sdo os mais
comuns’. O nimero de ensaios necessdrio para a execuc¢io de um planejamento fatorial completo 2
aumenta rapidamente com k, o nimero total de fatores investigados. Deste modo, pode-se aplicar um
planejamento fatorial fracionado, fazendo-se um nimero de ensaios bem menor, correspondente a uma
fracdo do niimero de ensaios do planejamento completo. Neste caso, utiliza-se um planejamento 27,
em que k é o nimero de varidveis e p € o tamanho da frac3o.

A imobilizacdo de DNA em superficies sélidas é de grande interesse em aplicagcdes
biotecnoldgicas e biologia molecular. Diferentes suportes s6lidos, como vidro, cerdmicas, silicio,
pérolas magnéticas, nylon, polimeros e membranas sdo de interesse para a constru¢cdo de formatos
miniaturizados. Biossensores de DNA tém sido desenvolvidos para andlise e determinacdo de
seqiiéncias de bases de DNA com o intuito de diagndsticos de doengas, sendo que no presente trabalho
desenvolveu-se um biossensor para detec¢do do virus da Hepatite C.

Para obtencdo das medidas eletroquimicas, empregou-se um Potenciostato-Galvanostato
EG&G modelo 263. Uma célula eletroquimica de compartimento tnico de volume de 5 mL foi
utilizada para as medidas, juntamente com um sistema de trés eletrodos: eletrodo de trabalho (grafite
modificado, perfazendo uma drea de 0,00318 cm’), eletrodo de referéncia (Ag/AgCl) e o eletrodo
auxiliar (Pt, drea de 1 cm?). A técnica utilizada foi a amperometria a potencial controlado.

Os eletrodos de grafite foram modificados de acordo com a seqiiéncia: 1) deposicdo de filmes
sol-gel por método dip-coating; 2) adsor¢cdo da proteina estreptavidina (STA); 3) bloqueio da
superficie eletrédica com albumina de soro bovino (BSA); 4) imobilizacdo das sondas de DNA
biotinilados especificas para Hepatite C (b-DNA); 5) reacdo de hibridizagdo com amostras de soro de
pacientes positivos para Hepatite C (c-DNA) ; 6) adsor¢do do conjugado avidina-peroxidase (A-HRP),
marcador da reacdo de hibridizag3o.

A cada etapa, os eletrodos foram lavados por imersdo em solugdo tampao fosfato pH 7,0. O
monitoramento da atividade da enzima HRP, marcadora da reagdo de hibridizagdo, foi realizado
empregando-se perdxido de hidrogénio (H,O,) e 4cido 5-aminossalicilico (5-ASA), sendo que as
solugdes foram preparadas, imediatamente antes do uso, em dgua deionizada, nas concentragcdes
de 0,07 e 0,001 mol L™, respectivamente. O sistema operou a -0150V vs. Ag/AgCl.



Estudos preliminares estabeleceram alguns dos parametros como: tempo de incubacdo dos
eletrodos em solugdo de STA 0,01 mg mL em pH 7,0 por 1 hora; bloqueio da superficie eletrédica
com BSA 1,0% por 30 minutos. Deste modo, as varidveis a serem definidas compreendem: a dilui¢ao
e tempo de incubacio das sondas de DNA biotinilado especificas para Hepatite C; dilui¢do e tempo de
incubagdo da amostra positiva de VHC e, diluicdo e tempo de incubagdo do conjugado avidina-
peroxidase.

Sendo seis as varidveis a serem otimizadas, compreendendo dois niveis para cada uma, um
planejamento fatorial completo constaria de 2° experimentos, ou seja, 64 experimentos. Dai a
necessidade de se realizar um planejamento fatorial fracionado, optando-se pelo 2%, ou seja, oito
experimentos, que ¢ o nimero minimo de experimentos a serem realizados. A Tabela 1 mostra os
niveis alto e baixo para as diferentes varidveis. Estes valores foram escolhidos tendo como base o0s
estudos prévios realizados em outro projeto de biossensor para detec¢do da Hepatite C.

Tabela 1: Planejamento Fatorial de seis variaveis e dois niveis

Variavel Nivel alto Nivel baixo
Diluicao b-DNA 1:40 1:80
tincubacio D-DNA 30 minutos 15 minutos
Diluicido c-DNA 1:4 1:8
tincubacio C-DNA 60 minutos 30 minutos
Diluicao A-HRP 1:100 1:1000
tincubacio A-HRP 30 minutos 15 minutos

Obtidas as combinagdes entre os niveis, os experimentos foram realizados, obtendo-se as
intensidades de corrente. Por meio do programa computacional Minitab™ Statistical Software foi
possivel verificar os efeitos de cada termo, que podem ser observados no Grafico de Pareto (Fig. 1).
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Figura 1: Grifico de Pareto: influéncia dos pardmetros no sistema do genossensor para
Hepatite C.

O parametro mais importante, ou seja, que exerce maior influéncia sobre o sistema, € o tempo
de incubacdo dos eletrodos na solucdo das amostras positivas de Hepatite C, seguido pela diluicdo do
conjugado avidina-peroxidase e dilui¢do da sonda de DNA biotinilado.

Foi possivel determinar também as influéncias dos niveis alto e baixo de cada varidvel. As
retas apresentadas na Fig.2 expressam a tendéncia em termos de intensidade de corrente quando altera-
se o parametro do nivel baixo para o alto. A varidvel ‘tempo de incubacdo do c-DNA’, por exemplo,
tende a resultar em maior I quando t;,.,, = 60 min. Quanto mais inclinada for a reta, maior a influéncia
do pardmetro sobre o sistema. Desta maneira, confirma-se que o tempo de incubacdo dos eletrodos na
solucdo das amostras positivas de Hepatite C, dilui¢do do conjugado avidina-peroxidase e dilui¢do da
sonda de DNA biotinilado sdo os parimetros mais importantes e deverdo ser estudados mais
profundamente. As demais varidveis, por terem menor influéncia sobre o sistema, foram assim
fixadas: tincubacso D-DNA = 15 minutos; dilui¢do c-DNA = 1:4; tiycupacao A-HRP = 15 minutos.
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Figura 2: Tendéncia da intensidade de corrente para os niveis alto e baixo para cada varidvel.

Por meio do planejamento fatorial aplicado aos experimentos de otimizagcdo das etapas de
constru¢do do biossensor para Hepatite C, pode-se observar a influéncia de cada varidvel sobre o
sistema. Os parametros com menores influéncias foram fixados de acordo com a melhor resposta em
termos de intensidade de corrente e os pardmetros que sdo mais importantes serdo analisados mais
profundamente em estudos posteriores. Os resultados mostraram-se promissores, indicando que a
aplicacdo de planejamento fatorial € importante no desenvolvimento de biossensores.
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