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RESUMO

SILVA, Ellen Kassia Souza. Levantamento do Estado da Arte do uso de
Genossensores para a deteccao de patégenos. Macaé, 2023. Monografia
(Bacharelado em Farmacia) - Instituto de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade
Federal do Rio de Janeiro, Macaé, 2023.

Introdugéo: A nanotecnologia € uma area bem estabelecida e fornece cada vez mais
novos materiais na solugdo de problemas analiticos e bioanaliticos, incluindo
especificidade, estabilidade e sensibilidade. Sensores eletroquimicos nos quais um
eletrodo é usado como elemento de transducédo sdo uma subclasse importante dos
sensores quimicos. Os sensores eletroquimicos ocupam uma posigao de lideranga
entre os sensores atualmente disponiveis que atingiram o estagio comercial e que
encontraram uma vasta gama de aplicagbes importantes nas areas de analises
clinicas, farmacéuticas, ambientais e agricolas. Apesar de sensores enzimaticos
bem estabelecidos, a seletividades das interagcbes de afinidade, como as de
antigeno-anticorpo ou hibridizagdo de acido nucléico, é explorada para o respectivo
desenvolvimento de promissores imunoensaios e experimentos com 4acidos
nucléicos. Objetivos: avaliar o estado da arte das pesquisas envolvendo a
construcao de genossensores para deteccdo de patdogenos. Metodologia: Para a
revisdo dos dados disponiveis na literatura sobre genossensores, foi utilizada a
ferramenta de pesquisa avangada da base de dados Web of Science. A analise das
pesquisas permitiu a construgdo de um repositério de dados, contendo
informagdes-chave, que viabilizou o cruzamento dessas informagdes para avaliagao
critica sobre o cenario dessa tecnologia. Resultados e Discussdes: As pesquisas
realizadas retornaram 314.106 publicagbes para o titulo “sensor”. Para o titulo
“‘genosensor” retornaram 196 publicagdes, sendo destas, 102 artigos para a
detecgdo de patdogenos. O numero de publicagdes manteve-se razoavelmente
constante, o que sugeriu um aumento recente do interesse cientifico pelo uso de
técnicas eletroanaliticas que envolvam genossensores para buscar atender as
necessidades da tecnologia moderna. Além disso, Ira, india, Espanha e Brasil foram
0s paises que mais apresentaram publicagdes referentes ao titulo genossensor,
sendo 32, 27, 27 e 25, respectivamente. Em 2020 foi o ano marcado pelo maior
numero de publicagdes no decorrer dos anos, totalizando 19. A Espanha foi o
primeiro pais a publicar sobre a utilizagdo de técnicas eletroanaliticas aplicadas aos
genossensores para a detecgdo do sequenciamento do virus SARS (sindrome
respiratoria aguda grave), em 2005. Em 2021, foi publicado um artigo pelo Ird onde
abordava sobre o emprego do genossensor como potencial ferramenta de
diagndstico precoce de COVID-19 pela determinagdo da sequéncia de RNA
polimerase dependente de RNA (RdRP) como um alvo especifico do novo
coronavirus, o SARS-CoV-2. Além deste patdgeno, foi possivel identificar a busca
por novas ferramentas de diagndstico para diferentes microrganismos e outras
doencas, como cancer. Conclusdo: Com as informacdes obtidas por todas as
tendéncias observadas, foi possivel avaliar de forma criteriosa o estado da arte do
uso de genossensores para a deteccdo de patdogenos de modo a evidenciar
possibilidades de melhoria e desenvolvimento de estudos futuros. Principalmente
devido a alta taxa de infeccdo pelo virus da Covid-19 e, consequentemente, a
necessidade de testes confidveis e acessiveis para a detecgao desse patégeno.
Perspectivas: Fica claro a importancia e aplicabilidade das técnicas eletroanaliticas
através de uma crescente constante no cenario global, o que abre margem para



muitas outras pesquisas, como uma metanalise, que pode ser realizada de forma
especifica para diferentes tematicas.

Palavras-chave: Nanotecnologia. Técnicas Eletroquimicas. Eletrodo.
Genossensores. Hibridizagdo. Deteccédo de Patdgenos.



ABSTRACT

SILVA, Ellen Kassia Souza. Levantamento do Estado da Arte do uso de
Genossensores para a deteccao de patégenos. Macaé, 2023. Monografia
(Bacharelado em Farmacia) - Instituto de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade
Federal do Rio de Janeiro, Macaé, 2023.

Introduction: Nanotechnology is a well-established area and increasingly provides
new materials in solving analytical and bioanalytical problems, including specificity,
stability and sensitivity. Electrochemical sensors in which an electrode is used as the
transducing element are an important subclass of chemical sensors. Electrochemical
sensors occupy a leading position among currently available sensors that have
reached the commercial stage and have found a wide range of important applications
in the areas of clinical, pharmaceutical, environmental and agricultural analysis.
Despite well-established enzymatic sensors, the selectivity of affinity interactions,
such as antigen-antibody or nucleic acid hybridization, is exploited for the respective
development of promising immunoassays and experiments with nucleic acids.
Objectives: to evaluate the state of the art of research involving the construction of
genosensors for detecting pathogens. Methodology: For the review of data available
in the literature on genosensors, the advanced search tool of the Web of Science
database was used. The analysis of the research allowed the construction of a data
repository, containing key information, which enabled the crossing of this information
for a critical evaluation of the scenario of this technology. Results and Discussion:
The searches carried out returned 314,106 publications for the title “sensor”. For the
title “genosensor”, 196 publications were returned, of these, 102 articles for the
detection of pathogens. The number of publications remained fairly constant, which
suggested a recent increase in scientific interest in the use of electroanalytical
techniques involving genosensors for seek to meet the needs of modern technology.
In addition, Iran, India, Spain and Brazil were the countries that most presented
publications referring to the genosensor title, being 32, 27, 27 and 25, respectively.
2020 was the year marked by the highest number of publications over the years,
totaling 19. Spain was the first country to publish on the use of electroanalytical
techniques applied to genosensors for the detection of the sequencing of the SARS
virus (severe acute respiratory syndrome), in 2005. In 2021, an article was published
by Iran in which it addressed the use of the genosensor as a potential tool for the
early diagnosis of COVID-19 by determining the sequence of RNA-dependent RNA
polymerase (RdRP) as a specific target of the new coronavirus, the SARS-CoV-2. In
addition to this pathogen, it was possible to identify the search for new diagnostic
tools for different microorganisms and other diseases, such as cancer. Conclusion:
With the information obtained from all observed trends, it was possible to carefully
assess the state of the art in the use of genosensors for detecting pathogens in order
to highlight possibilities for improvement and development of future studies. Mainly
due to the high rate of infection by the Covid-19 virus and, consequently, the need for
reliable and accessible tests for the detection of this pathogen. Perspectives: The
importance and applicability of electroanalytical techniques is clear through a
constant increase in the global scenario, which opens the door for many other studies
that can be carried out specifically for different themes.

Keywords: Nanotechnology. Electrochemical Techniques. Electrode. Genosensors.
Hybridization. Pathogen Detection.
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1 INTRODUGAO

Os sensores eletroquimicos abrangem uma importante &rea da
nanotecnologia que possibilita o controle da matéria em nanoescala, escala atbmica
e molecular. Sdo0 empregados com o intuito de solucionar problemas analiticos e
bioanaliticos, possibilitando alcancar uma maior especificidade, estabilidade e
sensibilidade no momento de detecgcdo. Nos sensores eletroquimicos um eletrodo é
utilizado como transdutor para transformar a energia resultante da interagdo do
eletrodo com o analito em sinal elétrico apds uma determinada excitagao.

Durante a interagdo do eletrodo com o analito ocorre a captagao do analito na
superficie do eletrodo e um processo redox € gerado, o que faz com que ocorra uma
troca de elétrons e, consequentemente, um sinal pode ser visualizado no
equipamento. Ou seja, o analito sera capaz de fornecer um sinal ou elétron,
podendo também receber elétron do préprio eletrodo. Desta forma, acontecera uma
mudanga de potencial que resultara no sinal esperado.

Os sensores eletroquimicos sdo muito comercializados devido ao seu design
e ao desenvolvimento continuo de novos materiais que sempre buscam atender as
necessidades da tecnologia moderna. Além da possibilidade de miniaturizagao, eles
possuem vantagens quando comparados com as técnicas moleculares
convencionais, como PCR (Reac&o da Cadeia Polimerase) e FISH (Hibridacdo in
situ por Fluorescéncia) devido ao baixo custo de operagdo, mecanismo de detecgao
simples, sistema semiautomatizado, facil portabilidade e capacidade de realizar
analises simultdneas, que contribuem para uma deteccdo utilizando baixas
concentragdes do analito com alta sensibilidade e precisao.

E possivel encontrar os sensores eletroquimicos em diferentes areas, como
analises clinicas, farmacéuticas, ambientais e agricolas. Nessa mesma vertente, os
biossensores entram como uma excelente proposta para o desenvolvimento de
dispositivos que apresentem rapidez, facil manuseio e capacidade de identificagao
de diferentes analitos alvo. Sendo assim, o elemento biolégico pode ser incorporado
ao sensor e produzir sinais mensuraveis quando ocorrer a hibridizagdo do material
biolégico com o transdutor que sera responsavel por converter este evento em sinal

elétrico. Para a consolidacdo deste evento sdo empregadas estratégias com a
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aplicacdo de nanomateriais como marcadores que se ligam as biomoléculas de
reconhecimento, como enzimas, anticorpos e oligonucleotideos.

Os genossensores sao caracterizados como uma alternativa atraente e
promissora para a deteccdo de sequéncias de acidos nucleicos, pois existem cada
vez mais a crescente demanda por testes rapidos, simples, baratos e portateis
quando comparado aos métodos caros e demorados para a deteccéo especifica de
acidos nucleicos. Sendo assim, 0s genossensores apresentam alta sensibilidade
para a deteccao preliminar de doengas, terapia preventiva de disturbios genéticos e
tratamento de infecgbes causadas por microrganismos. Os genossensores
eletroquimicos de DNA sao constituidos por uma sonda de DNA imobilizada na
superficie do eletrodo que realizara interagcdes especificas com pareamento de
bases com o objetivo de recrutar o DNA alvo para a superficie, evento conhecido
como hibridizagdo e que é responsavel por gerar o sinal elétrico. Sendo assim, a
amplificacdo desse sinal pode ocorrer através de modificacdes que podem ser

realizadas na superficie dos eletrodos.

1.1 OBJETIVOS

Avaliar o estado da arte das pesquisas envolvendo o0 uso de genossensores

para a deteccao de patdgenos, através de uma reviséo sistematica da literatura.

1.2 ESTRUTURA

Esta pesquisa foi dividida em 6 capitulos, sendo o primeiro deles, este, um
capitulo introdutério, onde a tematica dos genossensores é contextualizada e os
objetivos e estrutura do trabalho sdo apresentados. No capitulo 2, é realizada uma
breve revisao bibliografica de modo a alinhar conceitos e estabelecer diretrizes para
o desenvolvimento do trabalho. No capitulo 3 é apresentada a metodologia, onde
sdo descritos os mecanismos e ferramentas utilizados para a coleta e avaliagao dos
dados de interesse da literatura. No capitulo 4, sdo apresentados os resultados da
pesquisa e avaliacdo dos dados disponiveis na literatura sobre o tema, bem como as
discussodes suscitadas por eles. O capitulo 5 apresenta as principais conclusdes do
trabalho realizado e sugestdes para as pesquisas realizadas futuramente. No

capitulo 6 sao listadas as referéncias.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 SENSORES E BIOSSENSORES

Sensores sao definidos por Ronkainen, Halsall, Heineman [1], como
dispositivos capazes de registrar uma mudancga fisica, quimica ou biologica e a
converterem em um sinal mensuravel. O sensor contém um elemento de
reconhecimento que permite a resposta seletiva a um determinado analito ou a um
grupo de analitos, minimizando assim as interferéncias de outros componentes da
amostra. Ainda segundo os autores, outro componente importante de um sensor é o
transdutor ou o dispositivo detector responsavel por produzir um sinal. Este sinal é
captado por um processador, onde ocorre a amplificacdo e exibicdo do sinal.

Nesta mesma vertente, os biossensores tornaram-se foco de diferentes
estudos através da adigcdo de materiais biolégicos aos sensores com o objetivo de
realizar analises clinicas, ambientais e alimenticias [2]. Stetter, Penrose, Yao [3],
definem biossensores como um subconjunto de sensores quimicos que possuem
como alvo uma biomolécula de interesse para medigdo. Ja Flauzino et al. [4],
caracteriza biossensores como dispositivos analiticos que incorporam algum
elemento biologico, capaz de produzir sinais mensuraveis que se relacionam com a
concentracdo do analito de interesse pela combinagcdo de um sistema de
reconhecimento bioquimico com um transdutor que converte este evento de

reconhecimento em um sinal mensuravel.

2.2 TECNICAS ELETROANALITICAS

Pacheco et al. [5] descrevem que os estudos sobre a Eletroquimica foram
introduzidos na ltalia, ao final do século XVIII (1791), através da descoberta de
fendmenos elétricos associados aos seres vivos. Ao dissecar uma R&, Luigi
Galvani  (1737— 1798) notou a contracdo muscular apds tocar com laminas
metalicas nas terminacdes nervosas, o que deu inicio aos estudos posteriores. Estes
estudos ganharam cada vez mais seu espago de visibilidade devido as diferentes
contribuicdes nos avangos da quimica, eletrbnica e nanotecnologia. Suas principais

vantagens incluem a possibilidade de miniaturizagdo, robustez e versatilidade, que
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resulta na transformacido de sistemas complexos em equipamentos portateis e de
facil utilizacao.

O campo da eletroquimica abrange uma enorme variedade de diferentes
fendbmenos como eletroforese e corrosao, dispositivos (visores eletrocrémicos,
sensores eletroanaliticos, baterias e células de combustivel) e tecnologias
(galvanizagdo de metais e a produgcédo em larga escala de aluminio e cloro). Seu
interesse pode estar na obtencdo de dados termodindmicos sobre uma reacéo,
analise de ions metalicos ou de espécies organicas em solugao [6].

Para que as técnicas eletroquimicas sejam aplicadas € imprescindivel uma
compreensao dos principios fundamentais das reacdes de eletrodos e das
propriedades elétricas das interfaces eletrodo-solucdo [6]. Sendo assim, séao
utilizadas propriedades elétricas mensuraveis, como por exemplo, corrente elétrica,
diferengas de potencial e acumulo interfaciais de carga a partir de fenébmenos onde
uma espécie redox interage fisica e/ou quimicamente com demais componentes do
meio, ou mesmo com interfaces [5].

A reacdo eletroquimica monitorada normalmente gera uma corrente
mensuravel (amperometria), um acumulo de carga mensuravel ou potencial
(potenciometria) ou altera as propriedades condutivas do meio entre os eletrodos
(condutometria). Além disso, também é comum a utilizagdo da espectroscopia de
impedancia eletroquimica monitorando a resisténcia e a reaténcia no biossensor.
Sendo assim, as técnicas eletroquimicas comumente sdo organizadas em trés
categorias principais de medigdo: corrente, potencial e impedancia, sendo a
categoria de corrente a mais utilizadas em biossensores [1].

A voltametria é definida por Aleixo [8], como uma técnica eletroquimica onde é
possivel que as informagdes qualitativas e quantitativas de uma espécie quimica
sejam obtidas a partir do registro de curvas corrente-potencial, realizadas durante a
eletrdlise. A corrente é o resultado da eletrolise por meio de uma reducido ou
oxidacao eletroquimica do eletrodo de trabalho e é limitada pela taxa de transporte
de massa das moléculas para o eletrodo [1]. Para isto, uma célula eletroquimica é
constituida de pelo menos dois eletrodos, sendo um deles o eletrodo de trabalho e
um eletrodo de superficie, conhecido como eletrodo de referéncia. Um terceiro
eletrodo, o contra-eletrodo, € empregado com o objetivo de evitar possiveis
disturbios causados no eletrodo de referéncia, podendo ser de platina, ouro, carbono

vitreo, dentre outros (Figura 1). Ele foi introduzido na célula voltamétrica para
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assegurar o sistema potenciostatico. Assim, apos a aplicagdo de uma diferenga de
potencial entre o eletrodo de trabalho e o eletrodo de referéncia, a resisténcia
do eletrodo de referéncia aumentara e a do contra-eletrodo diminuira, permitindo a

passagem de corrente entre o eletrodo de trabalho e o auxiliar [5].

Figura 1 - Configuragdo de um sistema eletroanalitico envolvendo trés eletrodos.

eletrodo de trabalho

bk pressag

[ |
Entre eletrodo Entre eletrodo . i_.f ” ;” ‘

de trabalfic e II' de trabalhio e
de referéncia i contra-efetrodo " —
o potencial é ohserva-se o 'II -'I,' eletiodn de releréncia
mantido fluxo de '
corstante eléfrons nivel da salugSo

I=— placas porosas
% |

bamra magnetica - aglacin
Fonte: Pacheco et al. [5].

O termo voltametria € utilizado para as técnicas nas quais o potencial é
varrido em uma faixa de potencial definida. A resposta geralmente ocorre através de
um pico ou um platd que é proporcional a concentragao do analito. Os métodos
voltamétricos incluem voltametria de varredura linear, voltametria ciclica, voltametria
hidrodindmica, voltametria de pulso diferencial, voltametria de onda quadrada,
polarografia e voltametria de decapagem. Os métodos eletroanaliticos voltamétricos
sdo empregados em diferentes tipos de analises como técnicas alternativas ou
complementares as outras técnicas devido a sua boa sensibilidade, alta frequéncia
analitica, redugcdo no consumo de solventes e baixo custo operacional quando
comparada com outros procedimentos analiticos [1,7].

Na amperometria, as mudangas na corrente gerada pela oxidagcédo ou redugao
eletroquimica sdo monitoradas diretamente com o tempo, enquanto um potencial
constante € mantido no eletrodo de trabalho em relacdo a um eletrodo de referéncia.
E exatamente a auséncia de um potencial de varredura que distingue a
amperometria da voltametria. Esta técnica € implementada aumentando o potencial
diretamente para o valor desejado. Sendo assim, a corrente € proporcional a
concentracido das espécies eletroativas na amostra. Ja na deteccdo condutométrica,

ocorre 0 monitoramento das mudangas na condutividade elétrica da solugcdo da
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amostra, ou um meio como nanofios, conforme a composi¢cao da solugado/meio muda
no curso da reagdo quimica. Os biossensores condutimétricos geralmente incluem
enzimas cujos produtos carregados resultam em mudangas na forga ibnica e,

portanto, aumento da condutividade [1,6].
2.3 SENSORES E BIOSSENSORES ELETROANALITICOS

Um dos maiores desafios enfrentados na atualidade é a busca por novos
métodos de anadlises rapidas. Além disso, esses métodos precisam demonstrar
sensibilidade, precisdo e uma significativa capacidade em determinar diversas
substancias com diferentes composigdes. Como uma alternativa a esta
problematica, os sensores eletroquimicos apresentam caracteristicas promissoras
para novas aplicagdes devido a alta sensibilidade e seletividade, tamanho portatil,
rapidez de resposta e baixo custo. Esse novo conceito de utilizacido de sensores
eletroquimicos para determinar substancias e outros paradmetros de interesse
bioldgico resultou na crescente expansao de novas pesquisas cientificas [1,9].

Para que seja possivel obter a resposta analitica, & extremamente importante
que a membrana aderida na extremidade do dispositivo seja capaz de reconhecer a
espécie de interesse de forma seletiva. Para esta imobilizacdo, existem diferentes
estratégias e, além disso, é necessario que ocorra algum processo quimico para
possibilitar a transdugao deste sinal para o detector [10]. A figura 2 apresenta o

esquema geral dos principais componentes de um sensor quimico.

Figura 2 - Esquema geral dos principais componentes de um sensor quimico.
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Fonte: Lowinsohn; Bertotti [10].

Wang et al. [9] e Rasooly [11], descreveram que em 1962, Clark e Lyons

foram os responsaveis pela primeira criacdo de um biossensor eletroquimico,
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conhecido como eletrodo enzimatico, onde foi utilizado a enzima glicose oxidase
(GOx) a um eletrodo amperométrico para oxigénio dissolvido.

Os biossensores eletroquimicos, pertencentes a uma subclasse de sensores
quimicos, combinam a sensibilidade, conforme for indicado pelos baixos limites de
detecgao, dos transdutores eletroquimicos com a alta especificidade dos processos
de reconhecimento bioldgico. Estes dispositivos contém um agente biolégico como
elemento de reconhecimento, como, enzimas, proteinas, anticorpos, &acidos
nucleicos, células, tecidos ou receptores [1,12]. O principal requisito consiste em
projetar uma superficie de deteccdo ideal que possa estabilizar moléculas de
reconhecimento biolégico e realizar a interface com transdutores fisicos que
convertam o bioreconhecimento em um sinal quantificavel. Diferentes materiais tém
sido utilizados para criar essa interface, incluindo diferentes formas de carbono,
metais e Oxidos metalicos [12]. A figura 3 apresenta o esquema de um biossensor

com transdutor eletroquimico.

Figura 3 - Esquema ilustrativo de um biossensor com transdutor eletroquimico.
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Fonte: Ronkainen; Halsall; Heineman [1].

Os biossensores tornaram-se uma area muito importante e de grande
diferencial da Quimica Analitica, uma vez que a maioria dos requisitos analiticos
atuais e futuros estdo sendo resolvidos por dispositivos simples e sensiveis. Além
dos sensores enzimaticos bem estabelecidos, as interacdes de afinidade como as de
hibridizagdo antigeno-anticorpo ou acido nucléico sao exploradas para o

desenvolvimento de biossensores que podem oferecer uma grande seletividade [13].

2.4 GENOSSENSORES
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Os dispositivos eletroquimicos tém recebido consideravel atencdo no
desenvolvimento de biossensores que utilizam a hibridizagdo de DNA. A alta
sensibilidade ja descrita dos transdutores eletroquimicos, juntamente a sua
compatibilidade com as modernas tecnologias de microfabricagdo, miniaturizagao e
baixo custo tornam esses dispositivos excelentes candidatos para diagnosticos
baseados em DNA [14]. Sendo assim, a analise de acidos nucléicos possui grande
importancia em diversas areas, com aplicagbes que vao desde a detecgao de
doencas humanas e animais, contaminagdes de alimentos por bactérias e pesquisas
forenses e ambientais [15].

Para que seja possivel estruturar um projeto de genossensor eletroquimico é

importante seguir algumas etapas:

1. Imobilizacdo da sonda de DNA;
2. Hibridizacdo com sequéncia complementar;

3. Marcacgao e investigagao eletroquimica da superficie.

A etapa de imobilizagdo da sonda apresenta um papel importante na
determinacdo do desempenho geral do biossensor de DNA e diferentes estratégias
para a imobilizacdo da sonda de DNA nas superficies de eletrodos foram estudadas.
Dentre elas, a adsorgdo em potencial controlado é o método mais simples para
imobilizar a sonda de DNA em superficies de eletrodos. Além disso, a possibilidade
da automontagem fornece uma das abordagens mais refinadas para obter
superficies bem definidas e organizadas que podem ser uma excelente plataforma
para aplicagdes de biossensores [15].

O mercado em expansao para analises de DNA tem auxiliado muito o uso da
tecnologia de genossensores como uma alternativa analitica barata e facil de usar,
especialmente para aplicagdes industriais. Os genossensores, também conhecidos
como biossensores de DNA, sdo dispositivos que combinam um agente de
reconhecimento bioldgico, como uma sonda de DNA, com um transdutor. O agente
de reconhecimento bioldgico € responsavel por fornecer a seletividade, enquanto o
transdutor é responsavel por fornecer a sensibilidade e a conversao do evento de
reconhecimento (hibridizagdo) em um sinal elétrico mensuravel [16].

Williams et al. [17] descreveram que a possibilidade de utilizar a detecgéo

eletroquimica direta de DNA foi inicialmente proposta por Palecek (1958, 1960),
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onde foi reconhecida a capacidade do DNA e RNA em produzir sinais de redugao e
oxidagdo. Esses avangos responsaveis pela elucidagdo de genes causadores de
diversas doengas patogénicas incentivou o desenvolvimento de pesquisas
relacionadas a detecgao eletroquimica de DNA.

Entre os genossensores descritos na literatura baseados na transducdo
eletroquimica, os que envolvem as técnicas de amperometria demonstraram
vantagens claras, como velocidade, robustez, baixo custo, sensibilidade, potencial
para produgdo em massa e miniaturizagao da instrumentagcdo. Estes dispositivos
eletroquimicos s&o baseados em indicadores eletroativos e em sinais de
oxidagao-redugdo de DNA livre de marcadores da base guanina. Além disso,
técnicas de marcagcdo enzimatica foram descritas objetivando o aumento da
sensibilidade, como sistemas de DNA-biotina / estreptavidina-enzima. As enzimas
possuem grande potencial para a detecgéo elétrica de hibridizagdo de DNA devido a
atividade biocatalitica desses marcadores que fornece a amplificacdo essencial para
monitorar niveis-alvo muito baixos. Isso pode ser realizado combinando a etapa de
hibridizagdo com uma medigao eletroquimica do produto da reagdo enzimatica
[14,15,16].

Paredes et al. [13] descreveram sobre o uso de varios tipos de eletrodos
como transdutores eletroquimicos para sensores de hibridizacdo de DNA. Os
autores destacaram que o ouro sempre foi um material apropriado para a deteccgao
eletroquimica de substancias. Além de permitir diferentes formatos, o ouro também
oferece a possibilidade relevante de criar monocamadas de DNA automontadas
através de grupos tiol devido a forte ligagdo entre enxofre e ouro, que pode ser
considerada covalente. Sendo assim, realizaram um ensaio de hibridizacao de DNA
com deteccao eletroquimica enzimatica em um eletrodo de carbono serigrafado

nanoestruturado de ouro.

2.5 GENOSSENSORES PARA A DETECGAO DE MICRORGANISMOS

A deteccdo de patdgenos através dos biossensores eletroquimicos de DNA
(genossensores) tem demonstrado sua importancia para o diagnoéstico de doengas
virais e bacterianas ao decorrer dos anos. Sua tecnologia promissora para analise
de acidos nucléicos é conferida ao rapido tempo de resposta, alta sensibilidade,

baixo limite de deteccdo, ampla faixa de detecgdo, boa confiabilidade, facil
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manuseio, baixo custo e portabilidade, como ja mencionado anteriormente. Essas
caracteristicas fornecem uma plataforma simples, precisa e rapida para a deteccao
precoce de doengas. Os genossensores, baseiam-se principalmente na afinidade
natural do DNA de fita simples (ssDNA) para sua fita complementar, permitindo a
deteccdo de genes alvo especificos [18,19].

Painel et al. [19] discorreram que embora a maioria desses microrganismos
exerca atividades essenciais nos ecossistemas, alguns deles sao potencialmente
prejudiciais. As bactérias mais comuns responsaveis por surtos em todo o mundo
sdo Escherichia coli, Salmonella spp., Shigella spp., Vibrio spp., Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Clostridium perfringens,
Campylobacter jejuni, e Legionella spp. Esses patdogenos podem levar a
consequéncias na economia e na saude humana devido a sua natureza infecciosa.
Além disso, sdo necessarios 2 a 3 dias para obter os resultados iniciais dos testes
tradicionais utilizados.

A transducao eletroquimica € amplamente utilizada no projeto de construgéo
dos genossensores devido ao processo de biointeragdo, onde espécies
eletroquimicas podem ser consumidas ou geradas, dando origem ao sinal
eletroquimico mensuravel. Esta técnica utiliza sequéncias de DNA imobilizadas na
superficie do sensor e eventos de hibridizacdo de sequéncia especifica séo
convertidos em um sinal eletrénico. Este sinal pode ser direto, produzido pela
oxidagao de nucleotideos, ou indiretamente, através de um indicador eletroquimico
para o processo de hibridizagdo. Para a detecgdo indireta, compostos orgéanicos
aromaticos planares, que também incluem brometo de etidio, sdo marcadores
redox-ativos usados neste tipo de sensores [18].

Castro et al. [18] descreveram um genossensor para a deteccao de Neisseria
meningitidis, o principal agente etiolégico da meningite, onde um alvo especifico foi
monitorado utilizando técnicas eletroanaliticas. Além disso, demonstraram que o
polimero poli (4-aminofenol) foi eficiente como plataforma para a construgdo de
biossensores de DNA. O sistema desenvolvido apresentou excelente estabilidade,
seletividade, especificidade, repetibilidade, potencial de miniaturizagdo e diagnéstico
point-of-care.

Abdalhai et al. [20] apresentaram um genossensor eletroquimico altamente
sensivel para a deteccado rapida de E. coli. Neste estudo, foi utilizado sondas

complementares para construir uma estrutura sanduiche de nanoparticulas de
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sulfeto de cadmio (CdSNPs) e eletrodo de carbono vitreo com nanotubos de carbono
de paredes multiplas (MWCNT).

A figura 4 apresenta a preparacao da estrutura sanduiche em uma superficie
em eletrodo de carbono vitreo e descreve a detecgdo eletroquimica de DNA

utilizando rétulos de nanoparticulas de sulfeto de cadmio (CASNPs).

Figura 4 — Fluxo da detecgao eletroquimica de DNA alvo com base em sondas de DNA de
oligonucleotideos marcados com CdSNPs.
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Além dos genossensores para a detecgao de bactérias, a literatura apresenta
inumeros estudos para a detecg¢ao de virus, como os da hepatite A, B e C, descritos
por Yea et al. [21], Ariksoysal et al. [22] e Uliana; Riccardi; Yamanaka [23],
respectivamente. O genossensor apresentado para a hepatite A foi capaz de
trabalhar tanto para cDNA quanto para RNA com uma relagdo sinal/ruido
relativamente grande e uma boa sensibilidade. Uma excelente especificidade
também foi confirmada pela triagem com uma ampla gama de outras amostras de
patdogenos e o método das sondas de acido nucleico foi validado por PCR e qPCR
[21]. Ariksoysal et al. [22] descreveram pela primeira vez, em 2005, um genossensor
de DNA eletroquimico para a deteccdo de HBYV utilizando o sinal de oxidagado da
guanina e um eletrodo de grafite. Ja em 2014, Uliana; Riccardi; Yamanaka [23]
apresentaram uma outra problematica envolvendo a saude global, a chegada do
HCV, onde mais uma vez buscavam-se novas técnicas de diagndstico para auxiliar o

manejo clinico.
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Malecka, et al. [24] apresentaram em 2019 um genosensor eletroquimico
ultrassensivel para a deteccéo direta de sequéncias de RNA especificas derivadas
de virus da gripe aviaria presentes em amostras biolégicas. A preparagdo do
biossensor consistiu na modificagdo de eletrodos de ouro com aminoetanotiol,
modificagdo da  monocamada automontada de  aminoetanotiol com
5,6-epoxi-5,6-dihidro-[1,10]-fenantrolina seguida da complexacdo de Ferro (lll). A
imobilizagdo da sonda de amino-DNA de fita simples ocorreu por meio de grupos
epoxi e amino. As interagdes entre a sonda de ssDNA e os alvos de RNA foram
exploradas com a Voltametria de Onda Quadrada.

Os genossensores eletroquimicos também demonstraram sucesso para a
deteccdo do papilomavirus humano (HPV). Lucena et al. [25] descreveram um
estudo realizado no Brasil, em 2021, para a deteccéo de hibridizagcdo HPV — DNA e
comprovaram as vantagens ja citadas das metodologias de voltametria ciclica (CV) e
espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIS). Neste estudo, foram utilizadas
nanofitas de grafeno (GNRs) por serem uma excelente escolha para o projeto de
genossensores nanoestruturados, devido as suas propriedades elétricas e relagdes
comprimento-diametro e superficie-volume notavelmente altas.

A figura 5 apresenta um esquema do processo de construgdo de
genossensores impedimétricos para a detecgao de diferentes amostras de DNA alvo
do HPV.
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Figura 5 - Processo de construgdo de genossensores impedimétricos para a detecgéo de diferentes
amostras de DNA alvo do HPV. (A) eletrodo de ouro; (B) imobilizagao covalente de nanofitas de
grafeno tioladas (GNRsTh) com grupos COOH e SH; (C) imobilizagdo da sonda de sequéncia
gendmica (MY11) com grupos NH2 via solugdo EDC — NHS (1:1); (D) processo de hibridizagdo com
amostra de cDNA do HPV.
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Fonte: Lucena et al. [25].

Embora os métodos microbiolégicos tradicionais estejam disponiveis,
evolugdes recentes da biotecnologia, nanotecnologia e quimica de superficie criaram
a possibilidade de desenvolver novos elementos para auxiliar no diagndéstico precoce
de doencas. Muitos esforgcos tém sido dedicados ao desenvolvimento desses
biossensores utilizando o acido nucleico como elemento de bioreconhecimento [19].
Os acidos nucleicos surgiram como elementos de reconhecimento promissores para
aplicagdes analiticas, por permitirem a detec¢cdo da sequéncia especifica de DNA,

garantindo a identificagao precisa de diferentes patégenos [26].

2.6 GENOSSENSORES APLICADOS A DETECCAO DE CANCER

A tecnologia do biossensor para sequenciamento de DNA e analise de
amostras de DNA tornaram-se cada vez mais importantes na medicina e no
diagndstico molecular, tanto para tratamento de infecgbes bacterianas e virais,
quanto para terapia preventiva de disturbios genéticos, progndstico de cancer e
terapia pos-citotoxica [27]. Alguns dos possiveis marcadores de interesse envolvem
os miRNAs, que apresentam sequéncias com um comprimento aproximado de 22
nucleotideos atuantes como RNAs n&o codificantes reguladores. O papel dos

miRNAs no controle de diversos processos fisioldgicos e patolégicos faz com que
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essas moléculas sejam caracterizadas como moléculas biolégicas e permitem a
utilizacdo como marcadores em varias doencas, como cancer, doengas virais,
doencgas reumaticas, disturbios cardiovasculares e neurologicos [27, 28].

Salahandish et al. [28] descreveram o projeto de um biossensor eletroquimico
com alta sensibilidade e seletividade para a detecgdo de miRNA-21 em uma leitura
direta de amostras de sangue. O miRNA-21 € um dos miRNAs mais importantes no
diagndstico, prognostico e terapia do cancer de mama. Neste estudo, o
nano-biossensor foi baseado em nanoparticulas de prata (AgNPs) enxertadas em
um filme nanocompdsito de grafeno funcionalizado e polianilina nanoestruturada
(PANI). Um nanocompésito funcionalizado de trés camadas foi depositado na
superficie do eletrodo, seguido pela imobilizagado do DNA seletivo de fita simples
(ss-DNA) como uma sonda complementar do miRNA-21. O genossensor apresentou
um alto desempenho para a deteccdo rapida, quantitativa e altamente sensivel e
seletiva de biomarcadores de cancer miRNA-21.

Outro estudo envolvendo a utilizagdo do biomarcadores foi demonstrado por
Salcedo, et al. [29], onde apresentaram o desenvolvimento de um genossensor
eletroquimico duplo para diagnostico precoce do céncer de prostata através da
deteccdo de RNAs longos n&o codificantes (IncCRNAs). Esses RNAs longos nao
codificantes s&o liberados do tecido tumoral para a urina e apresentam grande
potencial para melhorar a especificidade no diagnéstico. Este trabalho demonstrou
boa sensibilidade no ensaio de hibridizagdo tipo sanduiche para detectar tanto o
biomarcador urinario antigeno 3 do cancer de prostata (PCA3) quanto um controle
endoégeno, o mMRNA do PSA.

Li et al. [30] também realizaram estudos utilizando IncRNAs através de um
genossensor de gene3 expresso maternalmente (MEG3) baseado para a deteccao
simultdnea de duas sequéncias alvo especificas de diferentes estagios (T1 e T2)
deduzido de MEG3. Foram combinadas estratégias de reciclagem de alvo assistida
por RNase A e HCR para estimular a sensibilidade, e dois marcadores de ferroceno
(Fc) e azul de metileno (MB) com potenciais eletroquimicos distintos foram usados
para fornecer a leitura do sinal de T1.

Um estudo de 2019, descrito por Carr, et al. [31] apresentou um genossensor
para detectar a metilacdo do DNA do gene MGMT em linhagens celulares de cancer
de cabeca e pescocgo. Essa metilagdo do DNA é conhecida por estar envolvida na

oncogénese do carcinoma espinocelular de cabecga e pesco¢o e pode ser usada
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para deteccao precoce do cancer para aumentar as chances de cura, principalmente
devido ao diagnostico ser geralmente feito em fases tardias da doenga. A sonda
utilizada para MGMT foi imobilizada em eletrodos de ouro modificados com
monocamadas automontadas (SAM) de acido 11-mercaptoundecandico (11-MUA). A
detecgao foi realizada com espectroscopia de impedancia eletroquimica, com clara
distincdo entre DNA metilado e ndo metilado de linhagens celulares de cabecga e
pescoco.

Demonstradas diferentes formas de projecao dos genossensores, para que
seja possivel aumentar a capacidade de deteccdo de sinais de sensores
eletroquimicos, pesquisadores propuseram o uso de moléculas eletroativas com a
capacidade de serem intercaladas no DNA, incluindo complexos catidnicos
metalicos, ou compostos organicos, sendo estes ultimos o que apresentaram uma
relagdo mais especifica de hibridizagdo-sinal. O aspecto critico no projeto e
construcdo de genossensores esta relacionado com a descoberta de compostos
com capacidade de formar monocamadas estaveis, compactas e nano-ordenadas,
permitindo evitar a corrente elétrica de fundo, inibir a corrosao e resistir a penetragao
de ions. Assim, atuando como barreiras efetivas contra a transferéncia de elétrons
[32].

2.7 GENOSSENSORES APLICADOS A DETECGAO DE CORONAVIRUS

O coronavirus € uma doencga causada pelo virus SARS-coV, responsavel por
causar a sindrome respiratoria aguda grave. O mundo tem presenciado a terceira
pandemia em grande escala nas ultimas duas décadas, apos a sindrome respiratoria
aguda grave (SARS) em 2003 e a sindrome respiratéria do Oriente Médio (MERS)
em 2012. A nova pandemia, conhecida como COVID-19, é causada pelo virus
extremamente contagioso da sindrome respiratoria aguda grave, o coronavirus-2
(SARS-CoV-2). Diante da rapida disseminagao global da COVID-19, a detecgao
rapida e precisa de virus ou doenga € cada vez mais vital para controlar as fontes de
infeccdo e impedir a ampla disseminacdo da doenca. Estudos envolvendo os
genossensores para a deteccao do SARS-CoV-2 tém surgido e é notavelmente mais
falado entre a comunidade cientifica [33].

Apenas quatro artigos foram publicados no decorrer dos anos sobre a

aplicacao de genossensores para a detecgdo do virus SARS até fevereiro de 2022.
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A Espanha foi o pais responsavel por trés dessas publicagdes. Valle; Abedul; Garcia
[34] descreveram pela primeira vez em 2004 um genossensor baseado em
hibridizagcdo projetado em um filme de ouro pulverizado de 100 nm, onde uma
sequéncia de 30-mer que codifica uma regiao curta rica em lisina, exclusiva do virus
SARS, foi escolhida como alvo. Uma fita complementar (sonda) marcada com um
grupo tiol foi imobilizada no filme. A hibridizagdo ocorreu e a interagdo com a
estreptavidina marcada com fosfatase alcalina permitiu a detecgdo eletroquimica
indireta amplificada. Utilizando a voltametria de onda quadrada, foi permitido obter
um limite de deteccdao de 6 pM, que até entdo era inferior a qualquer outra
encontrada na bibliografia.

Em 2006, Valle; Abedul; Garcia [35] voltaram a publicar, desta vez, o objetivo
do estudo consistia em melhorar a seletividade do genossensor. Para isto,
desenvolveram um estudo sistematico sobre a seletividade da hibridizagdo de DNA
utilizando um genossensor eletroquimico enzimatico em filmes de ouro abordado no
trabalho anterior. Os estudos de hibridacdo realizados entre cadeias de 30-mer
foram comparados com os de oligonucledtidos de 40-mer. O comprimento da fita
demonstrou influéncia na hibridizagdo. Além disso, experimentos com fitas cruzadas
revelaram a importédncia de uma cauda oligonucleotidica na fita imobilizada para
favorecer a mobilidade e, portanto, a hibridizacao.

Paredes; Gonzalez Garcia; Costa Garcia [13] também realizaram um estudo
sobre a utilizagdo do genossensor para detecgao do virus SARS, em 2008, com
base em eletrodos de carbono impressos em tela nanoestruturada de ouro. Essas
nanoparticulas de ouro tém recebido cada vez mais atencdo devido as suas
propriedades unicas de imobilizagdo de biomoléculas mantendo sua atividade
biolégica, como interfaces condutoras eficientes com capacidade eletrocatalitica e
alta relagao superficie-volume que as torna uma ferramenta poderosa para modificar
materiais de eletrodos e construir biossensores robustos e sensiveis que podem
encontrar aplicagdo em muitos campos de interesse [13,35].

O Ira foi o unico pais a publicar especificamente sobre o SARS-CoV-2, em
2021, quando viviamos elevadas consequéncias desta recente pandemia. Farzin et
al. [33] apresentaram um genossensor voltamétrico desenvolvido para o diagndstico
precoce de COVID-19 pela determinacdo da sequéncia de RNA polimerase
dependente de RNA (RdRP) como um alvo especifico do novo coronavirus. Isto

porque o SARS-CoV-2 utiliza o RdRP para a replicagdo de seu genoma e a
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transcricdo de seus genes. Utilizaram ions de prata (Ag+) na hexatia-18-coroa-6
(HT18C6) pela primeira vez como uma sonda redox. Em seguida, o eletrodo de
carbono incorporado foi modificado com quitosana e pontos quénticos de silicio
revestidos com dendrimero para a imobilizagdo de sequéncias de sonda
(oligonucleotideos aminados). A intensidade de corrente da voltametria de pulso
diferencial utilizando a sonda redox diminuiu com o aumento da concentragdo da
sequéncia alvo. O genossensor proposto exibiu uma boa resposta linear ao
SARS-CoV-2 RdRP na faixa de concentracdo de 1,0 pM-8,0 nM e um limite de
deteccédo (LOD) de 0,3 pM.

3 METODOLOGIA

3.1 LEVANTAMENTO DE DADOS DA LITERATURA

Para a revisdo dos dados disponiveis na literatura sobre genossensores para
a detecgao de patogenos, foi utilizada a ferramenta de pesquisa avangada da base
de dados Web of Science. A pesquisa foi elaborada por tentativa e erro no uso de

descritores, conforme demonstrado na figura 6.

Figura 6 - Processo de busca de pesquisa de publicagdes disponiveis na Web of Science.
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Fonte: elaborado pela autora.

Inicialmente, a fim de se obter o retorno das publicagdes sobre o historico

dos sensores, utilizou-se na busca de pesquisa no campo de titulo a palavra
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“sensores”. Além disso, de modo a avaliar um panorama geral, a pesquisa foi
direcionada para as publicagdes feitas de abril de 1993 a fevereiro de 2022 e,
portanto, inseriu-se o filtro de busca de pesquisa no campo do ano de publicagao
(1993-2022). Para estreitar a pesquisa em torno dos genossensores, inseriu-se no
campo de busca o titulo “genosensor”, que seguiu o padrao de publicagdes feitas de
abril de 1993 a fevereiro de 2022.

3.2 AVALIACAO E SELEGAO DAS PUBLICACOES DISPONIVEIS

As publicagbes resultantes do titulo de “genosensores” foram submetidas a
avaliagcdo de seus resumos, caso a caso, para obtencdo de informagcdes como
suporte utilizado, eletrodo, técnica eletroanalitica, objetivo, matriz, parte do genoma
e limite de detecgdo. Nos casos em que o resumo nao dispunha de todas essas
informagdes, o corpo do artigo foi analisado.

Foram excluidas da listagem de publicagbes a serem avaliadas aquelas de
onde nao fosse possivel obter um numero significativo dessas informagdes (a Unica
falta tolerada foi o limite de detecg¢ao). Além disso, algumas dessas publicagdes nao
tratavam exatamente sobre a detecgdo de patdégenos e essas também foram
excluidas da listagem na etapa de avaliagdo caso a caso.

As informagdes obtidas a partir das publicagcbes que nao foram excluidas
durante o processo de avaliagdo foram utilizadas para a construgcdo de um

repositorio que serviu de base para as analises subsequentes.

3.3 ANALISE DE TENDENCIAS DAS PUBLICACOES

Através da listagem consolidada das publicagdes disponiveis na literatura
sobre inibidores genossensores para a detec¢cdo de patdgenos, inclusive para o
virus SARS-CoV-2, foram tragados graficos de tendéncia das pesquisas nessa area,
0s quais dividem o numero de publicagdes ou de condi¢cdes estudadas em relacéo
aos seguintes parametros:

e ano de publicacao;
e tipo de documento;

e area de pesquisa;



31

e paises publicados.

Por fim, foram avaliadas as publicagdes mais recorrentes nestas publicacbes
em relacdo as particularidades de suas diferentes condicbes de estudo. Com as
informacdes obtidas por todas essas tendéncias, foi possivel avaliar de forma
criteriosa o estado da arte do uso de genossensores para a detecgao de patdogenos
de modo a evidenciar possibilidades de melhoria e desenvolvimento de estudos
futuros. Principalmente devido a alta taxa de infeccdo pelo virus da Covid-19 e,
consequentemente, a necessidade de testes confidveis para a deteccdo desse

patdgeno.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 DADOS DISPONIVEIS NA LITERATURA — WEB OF SCIENCE

As pesquisas realizadas na ferramenta de pesquisa avangada do Web of
Science utilizando os titulos estabelecidos na metodologia retornaram numeros de

publicagdes bastante distintos, como pode ser observado na Figura 7.

Figura 7 - NUumero de publicacdes retornadas pelo Web of Science para cada um dos titulos

analisados.
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Fonte: elaborado pela autora.

Nota-se que o elevado numero de publicagdes relacionadas ao titulo
“sensor’ esta relacionado ao desenvolvimento continuo de novos materiais que

sempre buscam atender as necessidades da tecnologia moderna. Por possuir um
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mecanismo de deteccdo simples, rapido e com um baixo custo, sendo muito visado
pelo mercado. Posteriormente, surgiram os biossensores, onde comegaram a utilizar
0s sensores empregados ao uso de materiais bioldgicos, com o objetivo de melhorar
as técnicas de diagnosticos que podem ser caras e demoradas. Esse historico
justifica a grande diferenga de resultados de publicagdes.

Os resultados expressos pelo grafico da figura 8 permitem algumas
suposic¢oes iniciais sobre a distribuicdo geografica das pesquisas envolvendo as
publicacdes sobre genossensores. Primeiramente, foi surpreendente a colocacéo do
Ird como o principal pais a investir nessas publicacées. Uma das possibilidades pode
se dar ao histérico do pais receber constantemente san¢des seguidas de bloqueios
econdmicos. Além da proépria caracteristica de centralizagao, o que poderia motivar
uma busca interna por desenvolvimento, principalmente através de técnicas
acessiveis, rapidas e eficientes para deteccdo. Em seguida, nota-se a india, o
segundo pais mais populoso do mundo e com grande desigualdade social
acompanhada da Espanha em termos de mesma quantidade de publicacées e em
terceiro o Brasil. Isso indica que esse tipo de estudo possui maior adesdo em paises

com menor indice de Desenvolvimento Humano (IDH).

Figura 8 - Distribuicao das publicagdes encontradas pelas pesquisas realizadas no Web of Science

pela regido geografica dos respectivos centros de pesquisa.
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Fonte: elaborado pela autora.
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4.2. REPOSITORIO DE PUBLICAGCOES DISPONIVEIS NA LITERATURA

Através dos resultados obtidos de acordo com a pesquisa demonstrada na
secao 4.1, aplicados no Web of Science, foi realizada a analise e selegao de todas
as publicacbes a que se teve acesso. Sendo assim, foi construido um repositério de
dados extraidos de cada artigo que serviu de base para a construgdo das analises
subsequentes. A lista construida de publicagbes, juntamente aos seus principais

dados e as respectivas referéncias, € apresentada no quadro 1.



Quadro 1 - Repositorio de informagdes das publicagbes disponiveis na literatura sobre genossensores para a detec¢ao de patégenos.

Ano Titulo Patégeno Pais Referéncia

2022 A sensitive and accurate fluorescent genosensor for Staphylococcus Staphylococcus China [36]
aureus detection aureus

2021 A nanoscale genosensor for early detection of COVID-19 SARS-CoV-2 Ira [33]
by voltammetric determination of RNA-dependent RNA polymerase
(RARP) sequence of SARS-CoV-2 virus

2021  Anovel engineered label-free Zn-based MOF/CMC/AuNPs Haemophilus Influenzae Ira [37]
electrochemical genosensor for highly sensitive determination
of Haemophilus Influenzae in human plasma samples

2021 Designing DNA probe from HPV 18 and 58 in the E6 region Papilomavirus (HPV) Maléasia [38]
for sensing element in the development of genosensor-based
gold nanoparticles

2021 Development of an electrochemical genosensor for detection of viral Virus da Ira [39]
hemorrhagic septicemia virus (VHSV) using glycoprotein (G) gene septicemia hemorragica viral
probe (VHSV)

2021 Development of an ultrasensitive electrochemical genosensor for  Virus da Imunodeficiéncia Ira [40]
detection of HIV-1 pol gene using a gold nanoparticles coated carbon Humana (HIV)
paste electrode impregnated with lead ion-imprinted polymer
nanomaterials as a novel electrochemical probe

2021 Electrochemical genosensor for the detection of Alexandrium Alexandrium minutum Portugal [41]
minutum dinoflagellates

2021  Graphene Oxide Based Electrochemical Genosensor for Label Free  Mycobacterium tuberculosis Paquistao [42]
Detection of Mycobacterium tuberculosis from Raw Clinical Samples

2021 Impedimetric genosensor based on graphene nanoribbons for Papilomavirus humano Brasil [25]
detection and identification of oncogenic types of human (HPV)

papillomavirus
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2021 Ninhydrin as a novel DNA hybridization indicator applied to a highly Candida auris Brasil [26]
reusable electrochemical genosensor for Candida auris

2021 Photo-genosensor for Trichomonas vaginalis based on gold Trichomonas vaginalis Ira [43]
nanoparticles-genomic DNA

2020 A Label-Free Impedimetric Genosensor for the Nucleic Acid Virus da dengue (DENV) China [44]
Amplification-Free Detection of Extracted RNA of Dengue Virus

2020 An impedimetric genosensor for Leishmania infantum based on Leishmania infantum Ira [45]
electrodeposited cadmium sulfide nanosheets

2020 An innovative genosensor for the monitoring of Leishmania spp Leishmania spp Ira [46]
sequence using binding of pDNA to cDNA based on Cit-AgNPs

2020 An OLED-based genosensor for the detection of Hermetia illucens in Hermetia illucens Italia [47]
feeds

2020 Biotin self-assembled monolayer for impedimetric genosensor for  Virus da Imunodeficiéncia Cuba [48]
direct detection of HIV-1 Humana (HIV)

2020 Detection of HPV16 in cell lines deriving from cervical and head and Papilomavirus humano 16 Brasil [49]
neck cancer using a genosensor made with a DNA probe on a (HPV16)
layer-by-layer matrix

2020 Genosensor for rapid, sensitive, specific point-of-care detection of Influenza A (H1N1) india [50]
H1N1 influenza (swine flu)

2020 Graphene-based electrochemical  genosensor  incorporated Mycobacterium Tailandia [51]
loop-mediated isothermal amplification for rapid on-site detection of tuberculosis
Mycobacterium tuberculosis

2020 The sweet detection of rolling circle amplification: Glucose-based Virus Ebola Suécia [52]
electrochemical genosensor for the detection of viral nucleic acid

2019  Acrylic-based genosensor utilizing metal salphen labeling approach Virus da Dengue (DEN-2) Malasia [53]

forreflectometric dengue virus detection
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2019  Amperometric genosensor for culture independent bacterial count Staphylococcus China [54]
aureus ; Escherichia coli

2019 An innovative nucleic acid based biosensor toward detection of Legionella Ira [55]
Legionella pneumophila using DNA immobilization and hybridization: pneumophila
A novel genosensor

2019 Carbon nanomaterial as platform for electrochemical genosensor: A Virus da Hepatite C (HCV) Brasil [56]
system for the diagnosis of the hepatitis C in real sample

2019 Novel electrochemical genosensor for Zika virus based on a Zika virus Brasil [57]
poly-(3-amino-4-hydroxybenzoic  acid)-modified pencil carbon
graphite electrode

2019 Ultrasensitive electrochemical genosensor for direct detection of  Influenza aviaria A (H5N1) Polbnia [24]
specific RNA sequences derived from avian influenza viruses
present in biological samples

2018 A genosensor for detection of HTLV-I based on photoluminescence Virus linfotrépico da célula T Ira [58]
quenching of fuorescent carbon dots in presence of iron magnetic humana (HTLV-1)
nanoparticle-capped Au

2018 A new genosensor for meningococcal meningitis diagnosis using Neisseria meningitidis Alemanha [18]
biological samples

2018 A Novel Polymer-Based Genosensor for the Detection and  Streptococcus pneumoniae Brasil [59]
Quantification of Streptococcus pneumoniae in Genomic DNA
Sample

2018 An optical genosensor for Enterococcus faecalis using conjugated Enterococcus faecalis Ira [60]
gold nanoparticles-rRNA oligonucleotide

2018  Electrochemical genosensor based on carboxylated graphene for Escherichia coli india [61]
detection of water-borne pathogen

2018  Microfluidic-Based Genosensor To Detect Human Papillomavirus Papilomavirus humano Brasil [62]

(HPV16) for Head and Neck Cancer

(HPV16)
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2018 Portable bioactive paper based genosensor incorporated with Zn-Ag Herpesvirus humano tipo 5 india [63]
nanoblooms for herpes detection at the point-of-care (HHV-5)

2017 A genosensor for detection of consensus DNA sequence of Dengue Virus da dengue (DENV) india [64]
virus using ZnO/Pt-Pd nanocomposites

2017 A AQuantitative PCR-Electrochemical Genosensor Test for the Virus do mosaico da Espanha [65]
Screening of Biotech Crops couve-flor (CaMV)

2017  Development of a chemiluminescent DNA fibre optic genosensor to Virus da hepatite A (HAV) Singapura [21]
Hepatitis A Virus (HAV)

2017 Impedimetric genosensor for detection of hepatitis C virus (HCV1) Virus da hepatite C (HCV) india [66]
DNA using viral probe on methylene blue doped silica nanoparticles

2017 Impedimetric nanostructured genosensor for detection of Schistosoma mansoni Brasil [67]
schistosomiasis in cerebrospinal fluid and serum samples

2017  Use of magnetically disentangled thiolated carbon nanotubes as a Leishmania Brasil [68]
label-free impedimetric genosensor for detecting canine Leishmania spp.
spp. infection

2016  An electrochemical genosensor for Leishmania major detection Leishmania major Ira [69]
based on dual effect of immobilization and electrocatalysis of
cobalt-zinc ferrite quantum dots

2016  An ultrasensitive electrochemical genosensor for Brucella based on Brucella spp. Ira [70]
palladium nanoparticles

2016  Electrophoretically deposited multiwalled carbon nanotube based Escherichia coli india [71]
amperometric genosensor for E.coli detection

2016 Impedimetric genosensor for ultratrace detection of hepatitis B virus Virus da hepatite B india [72]
DNA in patient samples assisted by zeolites and MWCNT nano- (HBV)
composites

2016 Label-free electrochemical genosensor based on mesoporous silica Escherichia coli Tunisia [73]

thin film

37



2016  Non-protein coding RNA-based genosensor with quantum dots as Vibrio cholerae, Salmonella Malasia [74]

electrochemical labels for attomolar detection of multiple pathogens spp. e
Shigella spp.

2015 A Label-Free Photoluminescence Genosensor Using Nanostructured Vibrio cholerae india [75]
Magnesium Oxide for Cholera Detection

2015 Electrochemical genosensor assay using lyophilized gold nano- Vibrio cholerae Malasia [76]
particles/latex microsphere label for detection of Vibrio cholerae

2015  Electrochemical Genosensor To Detect Pathogenic Bacteria Escherichia coli China [20]
(Escherichia coli O157:H7) As Applied in Real Food Samples (Fresh
Beef) To Improve Food Safety and Quality Control

2015  Electrochemical Label-free and Reagentless Genosensor Based on  Influenza aviaria A (H5N1) Polbnia [77]
an lon Barrier Switch-off System for DNA Sequence-Specific
Detection of the Avian Influenza Virus

2015 Genosensor based on a nanostructured, platinum modified glassy Listeria monocytogenes india [78]
carbon electrode for Listeria detection

2015 New redox-active layer create via epoxy—amine reaction — The base  Influenza aviaria A (H5N1) Polbnia [24]
of genosensor for the detection of specific DNA and RNA sequences
of avian influenza virus H5N1

2014 Diagnostic tests for hepatitis C: recent trends in electrochemical Virus da hepatite C Brasil [23]
immunosensor and genosensor analysis (HCV)

2014 A highly sensitive electrochemical genosensor based on Influenza aviaria A (H5N1) Polbnia [79]
Co-porphyrin-labelled DNA

2014  An electrochemical genosensor for Salmonella typhi on gold Salmonella typhi india [80]
nanoparticles-mercaptosilane modified screen printed electrode

2014  Carbon-Mercaptooctadecane/Carboxylated Multi-walled Carbon Neisseria meningitidis india [81]

Nanotubes Composite Based Genosensor for Detection of Bacterial
Meningitis
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2014  Clinical evaluation of a disposable amperometric  Streptococcus pneumoniae Espanha [82]
magneto-genosensor for the detection and identification of
Streptococcus pneumoniae

2014  Hierarchical cystine flower based electrochemical genosensor for Escherichia coli india [83]
detection of Escherichia coli O157:H7

2014 Ion-Channel Genosensor for the Detection of Specific DNA Plum Pox Virus (PPV) Polénia [84]
Sequences Derived from Plum Pox Virus in Plant Extracts

2014  Preparation of genosensor for detection of specific DNA sequence of Virus da hepatite B Brasil [85]
the hepatitis B virus (HBV)

2014  Self-assembled monolayers of mercaptobenzoic acid and magnetite Mycobacterium tuberculosis Brasil [86]
nanoparticles as an efficient support for development of tuberculosis
genosensor

2013 An Internalin A Probe-Based Genosensor for Listeria Listeria monocytogenes Italia [87]
monocytogenes Detection and Differentiation

2013  Aptasensor and genosensor methods for detection of microbes in  E. coli, Salmonella, Listeria, Franca [19]
real world samples e Campylobacter

2013  Magnesium oxide grafted carbon nanotubes based impedimetric Vibrio cholerae india [88]
genosensor for biomedical application

2013  Multiplex electrochemical genosensor for identifying Vibrio cholerae Malasia [89]
toxigenic Vibrio cholerae serogroups O1 and 0139

2013 Omp85 genosensor for detection of human brain bacterial meningitis Neisseria meningitidis india [90]

2013 rmpM Genosensor for Detection of Human Brain Bacterial Meningitis Neisseria meningitidis india [91]
in Cerebrospinal Fluid

2013  Single Electrode Genosensor for Simultaneous Determination of Influenza aviaria A (H5N1) Polbnia [92]

Sequences Encoding Hemagglutinin and Neuraminidase of Avian
Influenza Virus Type H5N1
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2012  Electrochemical genosensor array for the simultaneous detection of Papilomavirus humano Espanha [93]
multiple high-risk human papillomavirus sequences in clinical (HPV)
samples

2012  Electrochemical genosensor for specific detection of the food-borne Vibrio cholerae Malasia [94]
pathogen, Vibrio cholerae

2012  Fully Integrated Thermoplastic Genosensor for the Highly Sensitive Mpycobacterium tuberculosis EUA [95]
Detection and Identification of Multi-Drug-Resistant Tuberculosis

2011 Electrochemical genosensor based on modified octadecanethiol Escherichia coli india [96]
self-assembled monolayer for Escherichia coli detection

2010 Genosensor for detection of four pneumoniae bacteria using gold Mycoplasma pneumoniae, Espanha [97]
nanostructured screen-printed carbon electrodes as transducers Chlamydophila pneumoniae,

Legionella pneumophila, e
Streptococcus pneumoniae

2009 Genosensor for SARS Virus Detection Based on Gold Virus SARS Espanha [13]
Nanostructured Screen-Printed Carbon Electrodes

2009 Nanostructured zirconium oxide based genosensor for Escherichia Escherichia coli india [98]
coli detection

2008 Enzyme-Linked Amperometric Electrochemical Genosensor Assay Vibrio cholerae Malasia [99]
for the Detection of PCR Amplicons on a Streptavidin-Treated
Screen-Printed Carbon Electrode

2007 A Computational-Experimental Approach to Designing a Escherichia coli Russia [100]
Polyfunctional Genosensor Derived from the Escherichia coli
Gene yfiA Promoter

2007 Disposable electrochemical genosensor for the simultaneous Salmonella spp., Listeria Italia [101]

analysis of different bacterial food contaminants

monocytogenes,
Escherichia coli e
Staphylococcus aureus
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2007 DNA single-base mismatch study with an electrochemical enzymatic Virus SARS Espanha [34]
genosensor

2007  Escherichia coli Genosensor Based on Polyaniline Escherichia coli india [102]

2006 Genosensor on gold films with enzymatic electrochemical detection Virus SARS Espanha [35]
of a SARS virus sequence

2005 Disposable Electrochemical Enzyme-Amplified Genosensor for Salmonella Italia [15]
Salmonella Bacteria Detection

2005 Genosensor Based on a Platinum(ll) Complex as Electrocatalytic ~ Streptococcus pneumoniae Espanha [103]
Label

2005 Label-Free Electrochemical Hybridization Genosensor for the Virus da hepatite B Turquia [22]
Detection of Hepatitis B Virus Genotype on the Development of (HBV)
Lamivudine Resistance

2004 Enzymatic Genosensor on Streptavidin-Modified Screen-Printed  Streptococcus pneumoniae Espanha [14]
Carbon Electrodes

2003 PCR-Genosensor Rapid Test for Detecting Salmonella Salmonella Espanha [16]

2001 Dot-blot amperometric genosensor for detecting a novel Staphylococcus aureus Espanha [104]
determinant of b-lactamase resistance in Staphylococcus aureus

1996 Development of a Genosensor for Mycobacterium tuberculosis Mycobacterium tuberculosis EUA [105]

Fonte: elaborado pela autora.
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4.3 PATOGENOS MAIS RECORRENTES NA LITERATURA

A figura 9 apresenta a recorréncia de cada patégeno descrito no repositério

de dados descritos no quadro 1 na secao 4.2.

Figura 9 - Recorréncia de cada patégeno descrito no repositério de dados.

Numero de publicapies

Falogens

Fonte: elaborado pela autora.

Através da imagem grafica obtida € possivel notar que os estudos utilizando
genossensores para a detecgao de patdbgenos concentraram sua maior atengao para
a detecgcao da Escherichia coli, uma bactéria Gram-negativa pertencente a familia
das Enterobacteriaceae, com formato bacilar, naturalmente encontrada no trato
gastrointestinal humano. A presencga de Escherichia coli (E. coli) & utilizada como um
marcador potencial para diagnosticos de doengas e de veiculagdo hidrica que
afetam os seres humanos. Alguns patotipos de E. coli podem causar diarreia,
infeccdo do trato urinario, inflamacé&o e peritonite [71]. Além deste, outros patdégenos
como Vibrio cholerae, Salmonella, Streptococcus pneumoniae e o virus da Influenza
A (H5N1) receberam destaque comparado aos outros encontrados.

No quadro 2 € possivel observar o numero de publicagdes obtido para cada

patégeno descrito no repositorio de dados.

Quadro 2 - Numero de publicagbes obtido para cada patégeno descrito no repositorio de dados.

Patégeno Numero de publicagoes

Alexandrium minutum 1

Brucella spp. 1
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Haemophilus Influenzae
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Legionella pneumophila

Legionella pneumophila

Leishmania spp

Listeria monocytogenes

Mycobacterium tuberculosis

Mycoplasma pneumoniae

Neisseria meningitidis

Papilomavirus (HPV)

Plum Pox Virus (PPV)

Salmonella

SARS

SARS-coV-2

Staphylococcus aureus

Schistosoma mansoni
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Trichomonas vaginalis

Vibrio cholerae

N[ loalv]elam|lw|lom|lolrm|lolals]=a]=|lal=]=|=|-

Virus da
septicemia hemorragica viral (VHSV)

Virus da Dengue (DEN-2)

Virus da dengue (DENV)

Virus da hepatite A (HAV)

Virus da hepatite B (HBV)

Virus da Hepatite C (HCV)
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Virus do mosaico da couve-flor (CaMV) 1
Virus Ebola 1
Virus linfotrépico da célula T humana

(HTLV-1) 1
Zika virus 1
Total 102

Fonte: elaborado pela autora.

4.4 TENDENCIAS DAS PESQUISAS SOBRE GENOSSENSORES

4.4.1 Ano de publicagao

A Figura 10 apresenta a distribuicdo do numero de publicagdes ao longo dos

anos (1993-2022) de modo a salientar a tendéncia no decorrer do tempo.

Figura 10 - Distribuigdo do numero de publicagdes retornadas pelo Web of Science sobre

genossensores ao longo dos anos (1993-2022).
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Fonte: elaborado pela autora.

2021
2022

A primeira vista, fica evidente o aumento do nimero de publicacdes sobre o

tema dos genossensores ao longo dos anos, o que pode ser atestado tanto pelo

maior numero de publicacbes apresentado pelos dois ultimos anos mais recentes,

sendo o maior numero de publicagdes em 2020, quanto pela

inexisténcia de

publicacdes sobre esse tema no ano de 2000, onde a publicacao realizada neste
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ano tratava-se de uma revisao bibliografica. De maneira geral, ao longo dos anos, o
numero de publicagdes manteve-se razoavelmente constante, o que sugere um
aumento recente do interesse cientifico pelo uso de técnicas eletroanaliticas que
envolvam genossensores. Um ponto a ser destacado sobre os anos de publicagdes
correspondentes até o més de fevereiro de 2022 é que somente quatro publicacdes
tratavam sobre a utilizagdo de genossensores para a detec¢do do virus SARS. A
Espanha foi o pais responsavel por trés dessas publicagcbes e somente o Ira, em
2021, publicou sobre o novo virus que ocasionou a atual pandemia, o SARS-coV-2.
O baixo volume de artigos relacionado a este patdgeno nos remete a uma escassez
de informacdes na literatura sobre essa aplicacdo especifica, porém com elevado

potencial promissor.

4.3.2 Tipos de documentos

A figura 11 apresenta a distribuicdo dos tipos de documentos durante os
anos de 1993-2022.

Figura 11 - Distribuicao dos tipos de documentos retornados pelo Web of Science sobre
genossensores.

Acesso antecipado
Resumos de reun...

Aﬁigos de confer...

Artigos

@ Arigos @ Artigos de conferéncias Resumos de reunites @ Cormrecdes
@ Acesso antecipado @@ Artigos de revisio

Fonte: elaborado pela autora.
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De acordo com os dados obtidos, pode-se perceber que foram publicados
185 artigos sobre genossensores até fevereiro de 2022, correspondendo a 91,1%. O

unico artigo de revisao foi realizado em 2000.

4.3.3 Areas de pesquisa

A figura 12 apresenta as areas de pesquisas envolvendo os estudos de

genossensores durante os anos de 1993-2022.

Figura 12 - Areas de pesquisas retornados pelo Web of Science sobre genossensores.

Farmacia Farmac...

2 Eletroguimica
Ciéncias Multidisc. ..

Giéncia de Materi...

Engenharia Elétri._. 4

Q_Lu'ﬁ'lica Aplicada

Microbiologia A

MNanociéncia Nan...

Fonte: elaborado pela autora.

A figura 12 classifica os estudos avaliados em categorias de acordo com as
areas de pesquisa. Vale destacar que a area de estudos eletroquimicos representa a
maior categoria. Além disso, € notavel a crescente de estudos envolvendo cada vez
mais a area da saude e crescentes preocupagcdes com novas técnicas de

diagnésticos.
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5 CONCLUSOES E CONSIDERAGOES FINAIS

° Ha poucas pesquisas envolvendo o uso de genossensores para a detecgao
do virus SARS-coV-2. O baixo volume de artigos relacionado a este patégeno nos
remete a uma escassez de informagdes na literatura sobre essa aplicacao

especifica, porém com elevado potencial promissor.

° Estudos envolvendo a utilizagdo de genossensores se apresentaram

majoritariamente em paises com menor IDH;

° Os acidos nucleicos se apresentaram como elementos de reconhecimento
promissores para aplicagdes analiticas, por permitirem a deteccdo da sequéncia

especifica de DNA, garantindo a identificagdo precisa de diferentes patégenos;

° O comprimento da fita de oligonucleotideos demonstrou influéncia durante o
evento de hibridizag&o, afetando a sensibilidade. Além disso, experimentos com fitas
cruzadas revelaram a importancia de uma cauda oligonucleotidica na fita imobilizada

para favorecer a mobilidade;

° As nanoparticulas de ouro demonstraram propriedades Unicas de
imobilizagdo de biomoléculas mantendo sua atividade biolégica, como interfaces
condutoras eficientes com capacidade eletrocataliica e alta relagao
superficie-volume que as torna uma ferramenta poderosa para modificar materiais

de eletrodos e construir novos biossensores;

° O ouro também oferece a possibilidade relevante de criar monocamadas de
DNA automontadas;
° As técnicas eletroanaliticas deveriam ser mais exploradas objetivando um

maior auxilio para as diferentes ferramentas de diagndsticos atualmente disponiveis,

principalmente pensando a nivel global de pandemias;

) Desde 1993 foram publicados 102 artigos para a detecgdo de patdégenos

utilizando genossensores.



48

Tendo em vista o0 numero crescente de publicacbes sobre genossensores, fica
comprovado o potencial e a importancia de novas técnicas eletroanaliticas para a
detecgdo de patogenos, principalmente pela recente problematica causada pela
infeccdo do virus SARS-coV-2, que resultou na terceira pandemia em grande escala
nas Ultimas duas décadas. E de suma importancia que o aprimoramento dos
métodos de diagndsticos e aplicagédo para doengas infecciosas transmissiveis sejam
realizados, a fim de proporcionar maior acesso de diagndsticos precoces a

populagao para diferentes doengas com menor custo e maior confiabilidade.
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