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RESUMO

A utilizacdo de nanomateriais, em especial o grafeno, tem recebido especial atencdo devido a suas extraordinarias
propriedades de transporte elétrico e estrutural além da alta biocompatibilidade e elevada area superficial que
potencializam sua aplicacdo como biossensores ultrassensiveis e seletivos. Avancos cientificos no desenvolvimento
de estratégias de conjugacdo de aptdmeros (fragmentos de anticorpos de alta especificidade para deteccdo de uma
molécula alvo) e grafeno também v&m contribuindo para o desenvolvimento de aptasensores capazes de aumentar a
imobilizacdo de espécies eletroativas, enzimas ou moléculas de reconhecimento. Neste artigo, uma pequena reviséo é
apresentada sobre conceitos, fundamentos e potencialidade de aplicacdo de diferentes tipos de biossensores a base de
grafeno obtidos a partir de estratégias de apta-sensoriamento (aptasensores) para diagnéstico e deteccdo de doencas.
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GRAPHENE-BASED APTASENSORS FOR BIOMEDICAL DIAGNOSTIC AND
THERAPY APPLICATIONS

ABSTRACT

The use of nanomaterials, especially graphene, has received special attention due to its extraordinary structural and
electrical properties as well as biocompatibility and high surface area that potentiate its application as ultrasensitive
and selective biosensors. Scientific advances in the development of strategies for the conjugation of aptamers (high
specificity antibody fragments for the detection of a target molecule) and graphene have also contributed to the
development of aptasensors capable of increasing the immobilization of electroactive species, enzymes or
recognition molecules. In this article, a small review is presented on the concepts, fundamentals and application of
different types of graphene-based biosensors using apta-sensing strategies (aptasensors) for diagnosis and detection
of diseases.

Key-words: Graphene, Aptasensor, Antibody, Enzyme.

APTASENSORES A BASE DE GRAFENO PARA APLICACIONES BIOMEDICAS EN
DIAGNOSTICO Y TERAPIA

RESUMEN

La utilizacion de nanomateriales, en especial el grafeno, ha recibido especial atencion debido a sus extraordinarias
propiedades de transporte eléctrico y estructural, biocompatibilidad y elevada area superficial que potencian su
aplicacion como biosensores ultrasensibles y selectivos. Los avances cientificos en el desarrollo de estrategias de
conjugacion de aptameros (fragmentos de anticuerpos de alta especificidad para la deteccion de una molécula
especifica) y grafeno también han motivado al desarrollo de aptasensores capaces de aumentar la inmovilizacion de
especies electroactivas, enzimas o moléculas de reconocimiento. En este articulo, una pequena revision se presenta
sobre conceptos, fundamentos y potencialidad de aplicacion de diferentes tipos de biosensores a base de grafeno
utilizando estrategias de apta-sensorizacion (aptasensores) para diagnéstico y deteccion de enfermedades.
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Palabras-clave: Grafeno, Aptasensor, Anticuerpo, Enzima.

INTRODUCAO

Biossensores sdo dispositivos constituidos por um elemento ativo sensitivo (sensor
seletivo de alta especificidade) e um transdutor (conversor do sinal de leitura) que gera sinais
elétricos, 6pticos, térmicos ou magnéticos quando um determinado composto é identificado™.
Esses dispositivos possibilitam a detec¢do qualitativa ou quantitativa de substancias ou moléculas
associadas a processos biolégicos e organismos vivos em tempo real, possibilitando
diagndstico 2° e tratamento de doencas " .

Dentro desse contexto, estudos importantes vém sendo realizados na obtencdo de
fragmentos de anticorpos de alta especificidade para uma molécula alvo conhecidos como
aptameros. Esses fragmentos de anticorpos sdo oligonucleotideos simples obtidos por processo de
selecdo in vitro™ capazes de se ligar fortemente a uma grande variedade de moléculas-alvo com
elevada especificidade e afinidade, conferindo-lhes propriedades para aplicacdes em diagnostico
e terapia de doencas ****. Além disso, apresentam um consideravel nimero de vantagens em
relagdo aos anticorpos comuns incluindo modificagdo e sintese simples, baixo custo e
estabilidade térmica. Aptdmeros podem ser conjugados a diferentes tipos de nanomateriais, como
o grafeno **°, para o desenvolvimento de apta-sensores (sensores a base de aptameros) que além
de serem mais simples em relacdo aos biossensores convencionais, apresentam uma maior
sensibilidade e maior poder de detecgdo ‘®*". A biocompatibilidade e elevada area superficial s&o
também fatores motivadores para a utilizacdo do grafeno para sensoriamento quimico e
bioldgico™. Além disso, a conjugacdo entre o grafeno e aptdmeros possibilita a criacdo de
estratégias inovadoras para aplicacdes em aptasensoriamento **%.

Dentro dessa perspectiva promissora, este artigo apresenta uma pequena revisdo sobre
conceitos, fundamentos e aplicacbes de diferentes tipos de aptasensores a base de grafeno
incluindo modelos eletroquimicos fluorescentes #** e de transistor de efeito de campo .

GRAFENO

O grafeno é uma forma alotropica do carbono cuja estrutura cristalina € composta de uma
monocamada plana de atomos de carbono organizados sob a forma uma rede hexagonal
semelhante ao padrdo de favo de mel (Figura 1), com &tomos hibridizados na forma sp? 2. Este
material pode ter aplicagdes diversas principalmente como sensores quimicos e bioldgicos 18-28
sequenciamento de &cido desoxirribonucleico (DNA) de materiais hibridos®!, dispositivos
eletronicos®, armazenamento e conversdo de energia®, baterias®, células combustiveis **3¢ e
solares®, além de utilidade biotecnolégica®’. Devido & sua elevada area superficial, excelentes
condutividades elétrica e térmica, boa transparéncia e resisténcia mecanica, flexibilidade inerente
e propriedades notaveis como extensa janela de potencial eletroquimico e baixa taxa de
transferéncia eletronica®®®, eletrodos a base de grafeno sdo extremamente mais sensiveis a
qualquer perturbacdo molecular podendo ser assim utilizados como componente na producdo de
biossensores de elevado poder de deteccdo’” 2% %" %, Além disso, o grafeno pode ser combinado
ou funcionalizado, por processos de adsorcdo fisica ou quimica, com nanoparticulas metalicas™
como 0 ouro, a prata e a platina para imobilizacdo direta e altamente especifica de vérios
compostos bioldgicos na superficie do transdutor. O processo de funcionalizacdo minimiza a
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introducdo de defeitos na estrutura do grafeno e a presenca de ligagdes ndo especificas na
superficie do eletrodo e consequentemente, as propriedades de transporte elétrico sdo menos
afetadas permitindo uma maior sensibilidade e deteccdo direta e especifica da molécula alvo de
interesse.

Folhas ou filmes grafeno de boa qualidade podem ser sintetizados por diferentes
métodos™, dentre eles a esfoliacdo mecanica do grafite*!, a deposicéo quimica por vapor “** e o
crescimento epitaxial sobre superficies isoladas eletricamente como o carbeto de silicio (SiC) *.

Figura 1 - Estrutura cristalina do grafeno®.

A técnica por esfoliacdo mecanica do grafite consiste primeiramente em esfoliar repetidas
vezes, utilizando-se uma fita adesiva (método “scotch tape”), pequenas placas de grafite pirolitico
(1 mm) altamente orientado** para a obtencéo de folhas (filmes) de grafeno. Em seguida a fita é
pressionada contra o substrato desejado para aderéncia superficial dos filmes. Quando a fita é
removida cuidadosamente, uma nova esfoliacdo pode ser feita de forma a deixar o filme de
grafeno ainda mais fino no substrato. A figura 2 ilustra esquematicamente este processo de
esfoliacdo. Embora este método produza amostras de folhas de grafeno praticamente livres de
defeitos cristalinos, o processo é pouco viavel para a producdo em massa.

b

—

Figura 2 - llustracdo do processo de esfoliagdo mecanica do grafite. Em (a) a placa de grafite é
colocada sobre a fita adesiva. Em (b) a esfoliacéo é feita repetidas vezes de modo que a espessura
do filme diminua cada vez mais. Em (c) o filme é colocado sobre a superficie do substrato. Em
(d) a fita adesiva é removida deixando apenas uma folha ou filme de grafeno sobre a superficie °.
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O método por deposicdo quimica por vapor permite a deposicdo de filmes finos de varios
materiais em diferentes substratos®, a partir de uma fase gasosa, como resultado de vaérias
reagdes quimicas. O crescimento de filmes de grafeno utilizando esta técnica ocorre em duas
etapas - pirdlise dos precursores até obtencdo do carbono e formacéo da estrutura grafitica através
dos atomos de carbono previamente dissociados, em que filmes de grafeno com alta qualidade
estrutural e em grande escala podem ser preparados sobre superficies metalicas de cobre*® ou
niquel*’, a partir de decomposicao térmica de hidrocarbonetos ou de segregacéo de superficie de
atomos de carbono a partir do metal*® (Figura 3). Filmes de grafeno com elevada é&rea superficial
podem ser utilizados como componentes de biossensores capazes de detectar simultaneamente
vérios tipos de moléculas biolégicas ***°.

Mistura de hidrocarbonetos

Formacgdo do filme metalico
ill¢llllli ¢l¢¢l¢¢i¢l
o Aqueclmentt:
.
IIJIJ'IJIc
Resfriamento Resfriamento Grafeno
lento rapido
Metal + € —- —]
atée 800°C ate TA

Suporte

Figura 3 - Etapas de fabricacdo de grafeno por deposicdo quimica de vapor. Ap6s a formacao do
filme metalico sobre o suporte, este é aquecido e colocado em contato com uma mistura de
hidrocarbonetos (fonte de carbono). O carbono se dissolve no filme metalico formando uma
solucdo solida em altas temperaturas (pirdlise). Com o resfriamento lento, o carbono precipita
formando o filme de grafeno que pode ser removido do suporte apds resfriamento rapido até
temperatura ambiente®®

Filmes finos de grafeno podem também ser obtidos a partir do crescimento epitaxial
sobre superficies de carbeto de silicio - SiC (Figura 4). O processo consiste no aquecimento do
substrato de SiC (1300 °C, sob vacuo) de modo que os atomos de silicio sublimam e a superficie
do substrato se enriqueca em carbono. Por conseguinte, os atomos de carbono comecam a se
rearranjar de acordo com a estrutura cristalina do substrato formando o filme de grafeno.
Entretanto, este método exige um rigoroso controle das condi¢Ges de sublimagédo para a obtengédo
de amostras de boa qualidade®. O elevado custo, o pequeno niimero de amostras obtidas e a
dificuldade de transferéncia do filme formado para outros substratos sdo as principais
desvantagens deste método.

Outras técnicas de processamento envolvendo a oxidacdo do grafite e redugdo do 6xido de
grafite tém sido propostas como alternativas mais interessantes para a producdo de grafeno em
larga escala®. Nos métodos de oxidagdo do grafite®® sdo utilizados acidos e oxidantes fortes,
como por exemplo, permanganato de potéssio e acido sulfurico. Defeitos pontuais presentes na
estrutura do grafite podem atuar como iniciadores do processo de oxidacgdo, de modo a favorecer
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a obtencéo de folhas empacotadas de grafeno oxidado®. A etapa de reducéo do 6xido de grafite,
por sua vez, pode ser realizada utilizando agentes redutores®® ou tratamentos térmicos >*.
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Figura 4 - Crescimento epitaxial de filmes finos de grafenos sobre substrato de SiC. Atomos de
silicio presentes na superficie do substrato sublimam a temperaturas elevadas, formando uma
camada superficial rica em atomos de carbono, que se rearranjam para 0 crescimento de uma
monocamada de grafeno *.

APTASENSORES DE GRAFENO

Um avango importante na pesquisa e desenvolvimento de biossensores tem sido a
producdo de aptdmeros, ou seja, oligonucleotideos de alta especificidade para ligacdo a uma
molécula alvo de interesse. Esses pequenos fragmentos de cadeia simples de acido nucléico
(DNA ou RNA) aumentam a imobilizacdo e promovem uma maior seletividade j& que eles
mantém a especificidade bioldgica desejada, além de serem menores e mais simétricos do que 0s
anticorpos convencionais*? ligando-se a seus alvos com alta afinidade e especificidade,
semelhantemente ao anticorpo, para reconhecimento molecular*®. As moléculas-alvo variam
desde pequenas moléculas organicas, ions metalicos, proteinas, microrganismos e de células
bioldgicas a estruturas teciduais ** °>°. As elevadas especificidade e afinidade possibilitam que o
aptamero se ligue apenas a molécula alvo de interesse para a qual foi projetado com facilidade e
rapidez, sem qualquer interferéncia no sistema imunoldgico, tornando-o uma op¢do interessante
para o diagnéstico e tratamento de doencas **%. Eles ainda podem ser utilizados para analisar o
processo natural de reconhecimento de &cidos nucléicos-proteinas, para gerar inibidores de
enzimas, hormonios e toxinas com potencial uso farmacolégico, exibindo caracteristicas Unicas
sobre os antibiéticos >, O interesse em se utilizar aptameros como agentes ligantes especificos
a uma molécula-alvo para aplicagdes em diagndstico e tratamento de doencas se deve a sua
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relativa facilidade de obtencdo, sem necessidade de uma modelagem estrutural dos sitios
receptores para a selecdo in vitro em larga escala.

A Figura 5 apresenta um esquema da tecnologia SELEX (Systematic Evolution of
Ligands by Exponential Enrichment) utilizada para a selecdo de aptameros em larga escala®. O
processo de selecdo consiste inicialmente, na elaboracdo de uma biblioteca aleatéria de aptameros
segundo uma sequencia de &cidos nucleicos previamente definidos. Em seguida, estes acidos
nucléicos passam por uma matriz de separacdo que, inclui o substrato alvo, de modo que aqueles
que apresentam afinidade com o substrato s&o ligados a esta matriz. Uma mistura de &cidos
nucleicos com afinidades variaveis ao alvo (aptameros) é obtida por amplificacédo pela técnica de
PCR (Reagdo em Cadeia da Polimerase). A repeticdo sucessiva do processo leva ao
enriquecimento da mistura de &cidos nucleicos que revelam alta afinidade pelo substrato.
Aptameros de alta afinidade para um dado alvo especifico podem ser obtidos ap6s 8 a 15 ciclos
de separacao e amplificacéo.

Selecao de Aptameros ii

Remocio de sequéncias de
” aptimeros que nio se ligam
imobilizado
para matriz
R i) Incubar a biblioteca de
Ofy. « aptameros com o alvo
8oy - imobilizado
8 Lavar amostra para
remover sequéncias que
nao se ligam
Eluir aptameros ligados
do alvo
PCR de aptameros
selecionados
Incubar aptameros
selecionados com alvo
Depois de n +1 rodadas,
aptameros selecionados
sao clonados e

Clonagem e sequenciamento sequenciados

Figura 5 - Esquema ilustrativo da selecdo de aptdmeros usando a tecnologia SELEX.
(www.cienciasfarmaceuticas.org.br/pdf/FCE_2017_biologia_sintetica.pdf)

Biossensores que utilizam aptdmeros como elemento de reconhecimento séo
denominados de aptasensores °*!. Aptasensores & base de grafeno vem sendo amplamente
utilizados na deteccdo de varias entidades biologicas incluindo pequenas moléculas bioativas,
peptideos, &cidos nucléicos, proteinas, enzimas e células vivas'” %> 2% % % O principio de
funcionamento desses dispositivos esta apresentado na Figura 6. Ele esta fundamentado na
capacidade da molécula alvo induzir uma alteracdo na estrutura conformacional de um aptamero
de alta afinidade e especificidade, ligado a uma ancora de um pequeno pedaco da fita simples de
DNA complementar que esta imobilizada a estrutura da folha de grafeno (a). A superficie de
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grafeno € entdo incubada com uma solucdo do aptdmero para gerar uma camada hibrida
aptdmero-ancora de DNA (b). Quando exposto a amostra do analito, 0 aptamero liga-se a
molécula alvo formando o complexo aptdmero-molécula alvo, que posteriormente se dobra
segundo uma conformacdo de juncdo em T fechada (c). Essa mudanca na conformacgdo do
aptamero ¢ capaz de libera-lo da ancora de DNA imobilizada na superficie do grafeno (d). Como
o0 aptamero, um fragmento da fita simples de DNA, é altamente carregado, a sua liberacdo pode
induzir alteracGes significativas no comportamento condutor do grafeno. Além disso, uma maior
concentracdo de analito proporciona uma maior oportunidade de ligagcdo, o que provoca uma
liberacdo mais rapida do aptamero da ancora de DNA. Com base neste principio, a determinacéo
de concentracOes de pequenas moléculas alvo de baixa carga esta relacionada ao tempo que o
aptamero leva para ser liberado da estrutura do grafeno.
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Figura 6 - Esquema do principio de funcionamento de um aptasensor a base de grafeno %

A adsorcdo fisica € um metodo de funcionalizagdo da folha de grafeno muito utilizado
para a imobilizacdo de aptdmeros em sua superficie, tendo em vista as caracteristicas favoraveis
da interacdo de empilhamento entre as bases puricas (adenina e guanina) e pirimidicas (timina e
citosina) dos aptameros e as células hexagonais do grafeno *"°%. Além da adsorcdo fisica, a
adsorcéo eletrostatica também pode ser utilizada na montagem de aptdmeros em transdutores.
Neste caso, 0s aptameros carregados negativamente podem ser adsorvidos eletrostaticamente em
transdutores de grafeno. A estrutura do grafeno, por sua vez, pode ser ainda funcionalizada com
nanoparticulas metalicas (como o ouro) para aumentar o sinal de transducdo ou a éarea de
superficie especifica para imobilizacéo adequada dos aptameros *"®,

A fluorescéncia € um mecanismo de transducdo de sinal comumente utilizado em
aptasensores tendo em vista a sua sensibilidade e conveniéncia, uma vez que o0s aptdmeros podem
ser facilmente marcados com varios fluoréforos como corantes organicos e nanomateriais®*. O
fluoréforo é um componente de uma molécula que faz com que esta seja fluorescente, ou seja,
gque a mesma absorva energia em um dado comprimento de onda e posteriormente a emita em
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outro comprimento de onda maior. A sensibilidade pela mudanca na intensidade fluorescente
ocorre por um processo ndo radioativo conhecido como transferéncia de energia ressonante
fluorescente ou FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer), em que um o fluoroforo
(doador de eletron) no estado excitado transfere energia para um inibidor (receptor de elétron) no
estado fundamental. Aptasensores fluorescentes a base de grafeno vém encontrado ampla
aplicacéo para deteccéo de entidades bioldgicas e quimicas®*? tendo em vista principalmente, a
habilidade do grafeno para agir como uma especie inibidora fluorescente. Moléculas de
aptameros marcadas com um fluoréforo podem entdo, se ligar fortemente a estrutura do grafeno
em decorréncia das interacfes entre as bases de nucleotideos presentes no aptamentro e o
grafeno, seguido da inibi¢do do fluor6foro pelo grafeno (Figura 7). A ligacdo a molécula alvo
provoca uma mudanca conformacional na estrutura do aptdmero de modo que complexo
aptamero-alvo é liberado da superficie do grafeno e como consequéncia, a fluorescéncia do
fluoréforo é novamente restaurada’’. Essas interaces ndo s6 protegem os aptameros da clivagem
por acdo de enzimas de nuclease, mas também favorecem a emissdo de sinais fluorescentes
homogéneos em funcdo da excelente capacidade das folhas de grafeno em propiciar o processo
de transferéncia eletronica. Entretanto, a sensibilidade de deteccdo € extremamente limitada
porque um Unico aptamero se liga apenas a uma molécula alvo. Uma estratégia para minimizar
esta limitacdo envolve a incorporacéo de nucleases, como a desoxiribonuclease | (DNase 1), no
processo de deteccdo. Como a superficie das folhas de grafeno pode proteger as moléculas de
aptameros marcadas com o fluor6foro adsorvidas em sua superficie da digestdo enzimatica,
moléculas de nucleases podem entdo ser utilizadas para clivar aquelas moléculas de aptameros
que ainda ndo foram adsorvidas®™. Outra abordagem para melhorar a sensibilidade e o poder de
deteccdo do sinal consiste no ajuste e controle da distancia entre o fluoréforo e a superficie da
folha de grafeno ®®°.

Grafeno

- R VAVAR ; |

0 0 oM

Aptamero
Fluoréforo marcado com Molécula alvo

fluoréforo

Figura 7 - Esquema do funcionamento de um aptasensor luminescente a base de grafeno.®

O uso de aptasensores a base de grafeno como dispositivos de transicdo de efeito de
campo vem também despertando grande interesse devido a sua configuracdo miniaturizada®?,
tempo de resposta rapido e integracdo perfeita com processos eletrénicos para a deteccdo de

eventos biologicos, permitindo a realizacdo de analises multiplas e simultaneas com alta
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seletividade, especificidade e precisdo, sem a necessidade de marcacdo prévia do analito. O
processo de detec¢do ocorre a partir de ligagdes especificas entre as biomoléculas alvo carregadas
(analito) e os receptores (aptameros) imobilizados sobre a superficie de uma folha de grafeno
funcionalizada sobre um substrato condutor de silicio/silica (Si/SiO;), conforme apresentado na
Figura 8. O aparecimento de uma diferenca de potencial elétrico entre o substrato e o grafeno
(Figura 8a) gera uma variacdo na densidade de cargas cujo sinal é modulado e amplificado pelo
campo elétrico resultante de modo a liberar as moléculas de aptameros imobilizadas na superficie
do grafeno (Figura 8b) para reconhecimento do analito e medidas de concentragdo (Figura 8c).

Grafeno

i Si
Aptameros
| =
o \‘,\/\\ )
(@) ‘ (b)
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@/
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%
® © ¢
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Analitos (c)

Figura 8 - Esquema de um aptasensor de transicdo de efeito de campo a base de grafeno (a).
Imobilizagdo de moléculas de aptdmeros na estrutura do grafeno (b).
Reconhecimento do analito pelo aptamero para medidas de concentracao.

CONSIDERACOES GERAIS

Avangos significativos em pesquisa para o desenvolvimento de biossensores vém sendo
direcionados a producdo de pequemos fragmentos de DNA ou RNA (aptdmeros) com capacidade
de se ligarem de maneira especifica e seletiva a pequenas moléculas bioativas, ions, proteinas,
microrganismos, células e tecidos bioldgicos. Uma vez que um aptamero se liga somente a
molécula alvo (analito) para a qual foi projetado sem interferir nas funcGes do sistema
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imunolodgico, sua imobilizacdo em superficies de transdutores (componente condutor de um
biossensor) vem sendo uma estratégia atraente e inovadora para reconhecimento de &cidos
nucléicos, proteinas, inibidores de enzimas, hormdnios e toxinas com potencialidade para
aplicacdes em diagndstico e terapia de diferentes tipos de doencas.

Em virtude de suas extraordinarias propriedades elétricas para utilizacdo como
componente de transistores, mas principalmente por apresentar comportamento biocompativel e
elevada area superficial, vém fazendo do grafeno um material extremamente promissor para ser
conjugado a aptaméros possibilitando assim a criacdo de muitas estratégias para aplicacdes em
aptasensoriamento. Os principais métodos de transducdo utilizados no desenvolvimento de
aptasensores a base de grafeno se concentram principalmente em principios de fluorescéncia e
deteccdo eletronica baseada em transistor de efeito de campo.

Entretanto, a comercializacdo de tais dispositivos ainda é incipiente tendo em vista a baixa
disponibilidade de equipamentos reprodutiveis e de elevada especificidade, facil portabilidade e
operacdo, além de um custo-beneficio que sejam atraentes para sua utilizagdo em unidades
hospitalares, aeroportos, postos policiais e de salde. Quando esse panorama for alcancado,
haver4 no mercado aptasensores capazes de realizar testes simples como andlise de glicose e
monitoramento epidemioldgico, bem como exames mais complexos envolvendo diagndsticos
antecipados e especificos de doencas graves como diversos tipos de cancer com maior
probabilidade de sucesso terapéutico.
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