Biosenssores de Grafeno para detec¢ao do SARS-CoV-2 e outros virus, tempo
de resposta em 110s e sistema portatil.

A doencga intitulada COVID pelo Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV) é causada
pelo virus SARS-CoV-2, membro de uma familia de virus caracterizados pelos fortes sintomas
respiratorios causou o atual cendrio da pandemia que aponta os estudos na area de biotecnologia
como cada vez mais cruciais.

O diagnéstico da presenca do virus SARS-CoV-2 é geralmente realizado a partir de amostras
de secrecdo nasal e orofaringea coletado pelo swab ou pela prépria saliva do paciente que seguem o
protocolo de extragdo do RNA e amplamente diagnosticada pela metodologia RT-qPCR (do inglés,
Reverse Transcriptase Quantitative Polymerase Chain Reaction) mas que fazem uso de diversos
reagentes, precisa de profissionais laboratoriais para a execug¢do e possui um tempo aproximado de
no minimo 24 horas para a devolugdo do resultado, muitas vezes chegando a mais. Este contexto abre
espacgo para que técnicas mais rapidas e eficientes se desenvolvam diagndsticos com maior facilidade
tais como a utilizagdo de tecnologias de biossensoriamento.

Os biosenssores podem ser definidos como dispositivos analiticos que combinam um
componente bioldgico com um detector fisico-quimico a fim de promover a identificacdo de uma
substancia quimica [1,4]. No intuito de aumentar a eficiéncia dos biosenssores, a nanociéncia se
apresenta como uma ferramenta na busca de nanomateriais que potencializam a eficiéncia dos
mesmos e sejam biocompativeis para as mais amplas aplicagdes na area da saude.

Nesse sentido, materiais a base de carbono, como o grafeno, ganham destaque. Trata-se de
uma estrutura bidimensional conhecida dentro da nanotecnologia, sintetizada pela primeira vez em
laboratério em 2004. O grafeno, por ser um material bidimensional, apresenta excelentes
propriedades tais como alta condutividade térmica, elétrica e alta resisténcia mecanica [5]. Dentre os
tipos de grafeno, destacam-se os dxidos de grafeno (GO) e os éxidos de grafeno reduzido (RGO), que
sdo duas variagGes obtidas pela oxidacdo do grafite. O primeiro é obtido pelo chamado método de
Hummers-Offerman [6, 7], o segundo é feito mediante um processo de reducdo, que é
fundamentalmente a eliminacdo parcial dos grupos funcionais que contém oxigénio. Esses 6xidos de
grafeno apresentam biocompatibilidade e, no caso do RGO, propriedades elétricas interessantes, o
que faz dos materiais de grafeno ferramentas promissoras para aplicagdes em dispositivos
nanoeletrénicos [5] e de biosensoriamento [8-11].

Neste sentido, nosso Laboratdrio de Novos Materiais de Carbono: Grafeno coordenado pela
Profa. Dra. Ana Champi encontra-se liderando pesquisas de ponta neste material, trabalhando nas
aplicagOes eletronicas e de bioengenharia. Na equipe estdo os estudantes Larissa Akashi, mestranda
em Biossistemas/UFABC, Ronaldo Challhua, mestrando em Ciéncia e Engenharia de Materiais/UFABC,
José Zuiiiga, mestrando em Ciéncia e Engenharia de Materiais/UFABC e o Engenheiro Francisco José
Obelenis, pesquisador colaborador e ex aluno da UFABC. Particularmente, em parceria com a 2Ml e
VRS Pesquisa e Desenvolvimento Eireli foi desenvolvido o biossensor de Grafeno com plataforma
microfluidica para a detecgdo de interacdes entre o RNA e o c-DNA do virus SARS-CoV-2 com o tempo
de deteccdo do teste de apenas 110 segundos. O biosenssor consiste em uma mini célula
eletroquimica onde o eletrodo de trabalho é baseado em Grafeno, este projeto faz parte do Edital n2
48/2020-REIT de Pesquisas de Enfrentamento a Pandemia de COVID-19-UFABC e foi registrado como
patente nimero de Processo INPI BR 10 2021 013981 1, titulo “ELETRODOS BASEADOS EM OXIDOS DE
GRAFENO REDUZIDO PARA APLICACOES EM DETECCAO VIRAL” [12]. A principio sdo utilizadas



amostras de RNA extraidos, mas o grupo também comprovou a interagdo com amostras diretamente
da saliva, dispensando todo o incdbmodo dos testes por swab. Os testes foram realizados em parceria
com o Instituto Adolfo Lutz e com o Instituto de Biologia Molecular do Parand (IBMP) em Curitiba, com
material de RNA e saliva negativos e positivos de Sars covid 2 via PCR. Primeiramente calibramos
nosso biossensor e apds estes procedimentos selecionamos os pulsos eletroquimicos que separam
positivos dos negativos, desta forma eletronicamente associamos um led vermelho e verde para as
respectivas respostas.

Eletrodo de Oxido
de Grafeno
Reduzido (sGO)

Figura 1 - Biossensor de grafeno desenvolvido no Laboratério de Novos Materiais de Carbono: Grafeno, Lab.
708- bloco L. Do lado direito a caixa de leitura aberta mostrando os circuitos, mini potenciostato e duas baterias
de 3V cada, com o qual nosso sistema é portatil.

Os eletrodos sdo confeccionados sobre placas de fenolites cobreadas nas quais aplicamos
processos de litografia dptica e depositamos Au pela técnica de sputtering, desta forma ja partimos
de um substrato de baixo custo. O Au permite eliminar a formacao de dxidos de Cu e é biocompativel
com fluido bioldgico que passard pelos trés eletrodos: referéncia (ER), controle (EC) e trabalho (ET).
Especificamente sobre o ET/Au uma camada fina de multicamadas de RGO estabilizado e sensibilizado
com o material genético de c-DNA viral. Desta forma, o RGO que possui as vantagens de apresentar
condutividade elétrica, biocompatibilidade e capacidade de adsorcdo de material genético [12]
permite a interacdo do c-DNA com o RNAs virais presentes na saliva.

Os eletrodos de RGO sdo fabricados em nosso Lab; 708- bloco L e o canal microfluidico é
fabricado utilizando PDMS e impressao 3D para os moldes. Desta forma, temos o biossensor o qual
serd inserido num leitor de medidas que utiliza um mini potenciostato previamente calibrado, como
podemos visualizar na fig. 1. O funcionamento do protdtipo pode ser observado no video disponivel
em: https://youtu.be/cikXRALh a0. A técnica consiste basicamente em identificar a alteracdo de uma

variavel elétrica baseada em uma resposta eletroquimica, utilizando um transdutor de sinal para a
deteccdo de biomoléculas. Por esse sinal, é possivel monitorar sinais de potencial ou corrente
mensurdveis registrados durante a ligacdo do estimulo da interacdo das moléculas e gerados por
reacOes de oxidacdo e reducdo que ocorrem devido a resposta do evento, causando alteracdes locais
nas propriedades elétricas [13,14]. Essa alteracdo por sua vez é traduzida em intervalos de
comportamentos caracteristicos que diferenciam uma amostra positiva e negativa que é manifestada


https://youtu.be/cikXRALh_a0

pelo piscar dos LEDs no qual, ao acender LED vermelho, indica uma amostra positiva para a presenca
de material genético do SARS-CoV-2, e, ao acender o LED verde, indica uma amostra negativa, livre
material genético do SARS-CoV-2, como mostramos nas figuras 2 e 3.

Resultado Positivo - LED vermelho

Figura 2 - Diagndstico resultado positivo LED vermelho.

offe]

Resultado Negativo - LED verde

Figura 3 - Diagndstico resultado negativo LED verde.

Link do funcionamento do nosso biosenssor: https://youtu.be/cikXRALh a0



https://youtu.be/cikXRALh_a0

Os biossensores de Grafeno apresentam assim diversas vantagens tais como ser um método
portatil de instrumentacado simples, tempo de resposta rapido, alta sensibilidade, alta relacdo sinal-
ruido e biocompatibilidade com as amostras. Além disso, os testes no biossensor de grafeno
dispensam a utilizacdo de reagentes e a necessidade de clinicas laboratoriais, sendo uma alternativa
vidvel para qualquer pessoa testar em lugares publicos ou até mesmo em casa. O grupo ja realizou a
expansao dos principios do biossensor de grafeno para outras doengas, tais como a Raiva (RABV) e a
Influenza (HIN1). Finalmente, temos desenvolvido ndo apenas um biossensor para detec¢do da covid,
mas também para outros tipos de virus, prévia calibracdo e estudo, seja utilizando c-DNA ou
anticorpos para uma interacdo com o virus. Desta forma, temos uma plataforma que pode ser aplicado
a detecgdo de sistemas bioldgicos como detecgdo de tecidos cancerigenos em diversos estdgios,
detec¢do de bactérias e doengas. Devido ao uso do Grafeno o qual nos permite a interagdo com
sistemas bioldgicos, estamos entrando numa ampla e nova area biomédica de detec¢do nao invasiva
e rapida se incorporado Inteligéncia Artificial (1A), como ja vem sendo estudo pelo mestrando da
bioengenharia Lucas Salvino, o qual nos permitird desenvolver ferramentas de detecgdo em estagios
inicias ajudando notavelmente no tratamento de doengas precoces.
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