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Introducéo

Um genossensor € um biossensor modificado com
DNA como elemento de reconhecimento, sendo
utilizado em eletroanalitica como forte candidato a
investigacbes e  diagndsticos  genéticos®. A
construcdo de um genossensor eletroquimico envolve
trés passos, sendo: imobilizacdo do DNA,
hibridizacdo e investigacdo eletroanalitica 2% Os
eletrodos de ouro tém monitorado o sinal da oxidagao
direta da guanina em potenciais proximos de + 0,7 V
(vs Ag/AgCIl) apls periodos de pré-polarizagdo do
eletrodo 3. O presente trabalho objetivou estudos
iniciais de caracterizacdo da modificacdo do eletrodo
de trabalho (ouro) modificado com oligonucleotideos
de gendtipo do tipo 1 do virus da hepatite C. Utilizou-
se os eletrodos de Ag/AgCl e Pt, como eletrodos de
referéncia e auxiliar, respectivamente. Para deteccao
de sinal eletroanalitico foi utilizada a técnica da
voltametria de pulso diferencial. Apés pré-tratamento
da superficie, a modificagdo do detrodo de trabalho
consistiu da formacdo de uma monocamada auto-
organizada de &cido mercaptopropidnico (MPA),
seguido de acoplamento de estreptavidina, bloqueio
da superficie ndo modificada com soro albumina
bovina e posterior ligagdo com sonda de
oligonucletideo, biotinilada na extremidade 5°do DNA
de fita simples. Todas as etapas de modificacdo
foram monitoradas.

Resultados e Discussao

Foram avaliados os efeitos de cinco tampbes
biolégicos como sinal de base. O tamp&o citrato-
fosfato foi selecionado devido ao deslocamento da
regido de formacao dos 6xidos para potenciais mais
positivos. Em baixos valores de pH, a transferéncia
elétrica aumenta nas monocamadas de MPA em ouro
e valores mais elevados podem oferecer repulsdo para
espécies em solugdo, por isto o pH = 6,0 foi
escolhido.

Tampéo citrato-fosfato

25x1('{ ==Ccitrato mm 2500

ananan T oidtidocesido 20u0.

]
< 1800
< isao <
. 7 0ad
......
N spar
wxw'
m—
o
! —
O pes oo

E/\/ Ag/AgC\

28%Reunifo Anual da Sociedade Brasileira de Quimica

Figura 1 Estudo de efeito de diferentes tampdes
bioldgicos.

Um pico em valores de potencial préximos de + 0,7
V foi evidenciado, quando o eletrodo modificado foi
avaliado frente ao tampdao citrato-fosfato pH 6,0
indicando a oxidacdo dos residuos de guanina do
material genético que compde o eletrodo modificado.
Como o processo de oxidacdo desta base
nitrogenada é irreversivel, um decréscimo no sinal é
observado para as medidas subseqientes, devido a
inativacdo da superficie do eletrodo pela forte
adsorcdo dos produtos de oxidacdo do material
genético imobilizado.
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Figura 2 Polarografia de pulso diferencial: tamp&o citrato-
fosfato pH 6,0 (-); eletrodo modificado e bloqueado ¢);
probe de HCV.

Foram investigadas as etapas de modificagcdo do
eletrodo, indicando que nenhuma delas apresentou
sinal interferente na regiao do potencial trabalhada.

Conclusdes

A metodologia de imobilizacéo foi satisfatéria para a

orientacdo da fita simples de DNA no eletrodo de
trabalho. Verificou-se um pico caracteristico de
oxidagdo da guanina em potencial + 0,7 V, sem o
uso de mediadores ou marcadores eletroguimicos,
bem como sem etapa de pré-polarizacdo, processos
estes apresentados na literatura. Estudos futuros em
termos de repetitividade de sinal eletroanalitico e
confrmacdo de processos de hibridizacdo via
amostras amplificadas estdo sendo avaliados visando
o0 aprimoramento do genossensor, que ainda se
apresenta em etapas iniciais de construgao.
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