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RESUMO 

 

LUNA, D.M.N. Desenvolvimento de biossensores eletroquímicos para glicoproteínas de 

interesse clínico a partir de filmes mistos de fosfolipídios e lectinas depositados em 

substratos sólidos. 2015. 136f. Tese (Doutorado). Universidade Federal de Pernambuco, 

Recife, Pernambuco, Brasil. 

 
 
 

A imobilização de lipídios em substratos sólidos tem sido amplamente utilizada no 

desenvolvimento de biossensores visando a uma alternativa simples e de baixo custo. Dessa 

forma, um ambiente favorável à imobilização de proteínas pode ser criado o que viabiliza a 

utilização destas moléculas como elemento de biorreconhecimento molecular. A finalidade 

deste estudo consiste em imobilizar a lectina Concanavalina A, em uma plataforma 

nanostruturada contendo moléculas fosfolipídicas a fim de identificar glicoproteínas 

presentes no soro contaminado com dengue (DENV-1, DENV-2 e DENV-3). A resposta foi 

avaliada por técnicas eletroquímica (Espectroscopia de Impedância Eletroquímica [EIE] e 

Voltametria Cíclica [VC]) e piezoelétrica (Microbalança de Cristal de Quartzo [QCM]). O 

biossensor eletroquímico apresentou maior resposta para DENV-3 (RCT = 180%) em 

relação aos DENV-1 (RCT = 60%) e DENV-2 (RCT = 80%). Por outro lado, o biossensor 

piezoelétrico identificou de forma qualitativa da presença do DENV. Com o objetivo de 

aumentar a especificidade na identificação do DENV, quatro imunossensores eletroquímicos 

constituídos por camada auto-organizada de cisteína, nanopartícula de ouro e anticorpo 

monoclonal (Anti-DENV-1, Anti-DENV-2, Anti-DENV-3 e Anti-DENV-4) foram desenvolvidos 

e avaliados após exposição ao vírus da dengue DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4. Os 

imunossensores demonstraram eficácia, linearidade e especificidade para todos os sorotipos 

analisados. Além disso, técnicas de microscopia de força atômica e microscopia eletrônica de 

varredura caracterizaram satisfatoriamente a imobilização na superfície de todos os 

biossensores desenvolvidos. 

 
 

Palavras-chave: Lectina. Glicoproteína. Dengue. Eletroquímica. Microbalança de Cristal de 

Quartzo. 
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ABSTRACT 

 

LUNA, D.M.N. Desenvolvimento de biossensores eletroquímicos para glicoproteínas de 

interesse clínico a partir de filmes mistos de fosfolipídios e lectinas depositados em 

substratos sólidos. 2015. 136f. Tese (Doutorado). Universidade Federal de Pernambuco, 

Recife, Pernambuco, Brasil. 

 
 

Immobilization of lipids on solid substrates has been extensively used in the development of 

biosensors, aiming a simple and low-cost alternative. Thus, a favorable environment for 

immobilization of proteins can be obtained and these molecules can be used as a molecular 

element for biorecognition. The purpose of this study is to conduct the immobilization of the 

Concanavalin A lectin on a nanostrutured platform containing phospholipid molecules with 

the aim of identify serum infected with dengue virus (DENV-1, DENV-2 and DENV- 3). The 

response was evaluated by electrochemical technique (Electrochemical Impedance 

Spectroscopy [EIS] and Cyclic Voltammetry [CV]) and piezoelectric technique (Quartz 

Crystal Microbalance [QCM]). The electrochemical biosensor showed greater response for 

DENV-3 (RCT = 180%) compared to DENV-1 (RCT = 60%) and DENV-2 (RCT = 80%). 

Moreover, piezoelectric technique identified qualitatively the presence of DENV. In order to 

increase the specificity in the identification of DENV, four electrochemical immunosensors 

based on self-organized layer of cysteine, gold nanoparticles and monoclonal antibody (Anti-

DENV-1, Anti-DENV-2, Anti-DENV-3 e Anti-DENV-4) were developed and evaluated after 

exposure to dengue virus (DENV- 1, DENV-2, DENV-3 and DENV-4). The immunosensors 

demonstrated efficacy, linearity and specificity for all serotypes analyzed. In addition, atomic 

force microscopy and scanning electron microscopy techniques, satisfactorily characterized 

the immobilization on the surface of all developed biosensors. 

 
 
 
 

Keywords: Lectin. Glycoprotein. Dengue. Electrochemistry. Quartz Crystal Microbalance. 
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Capítulo 1. Introdução 
 
 
 
 

1.1. Dengue 

 

A dengue representa um problema de saúde pública mundial. Estima-se que 50-

100 milhões de casos ocorram anualmente e que aproximadamente 40% da população 

mundial encontra-se em risco de contrair a infecção (WHO, 2014). Transmitida 

principalmente por mosquitos Aedes aegypti e Aedes albopictus, a dengue acomete as 

regiões tropicais e subtropicais do globo, como demonstrado na figura 1, e os quatro 

sorotipos do vírus (DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4) são responsáveis pelas mesmas 

manifestações clínicas da doença. Em 2013 foi descoberto um novo sorotipo (DENV-5), 

confirmado após análise de uma infecção contraída em 2007 na Malásia (MUSTAFA et al., 

2014). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 1. Distribuição geográfica da doença dengue, 2014 (GUZMAN E HARRIS, 2015). 
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Desde a década de 80, quando a primeira epidemia por dengue foi evidenciada no 

Brasil, o país apresenta potencial risco. Os sorotipos DENV-1 e DENV-4 têm sido relatados 

como prevalentes nas primeiras epidemias, seguido pelo DENV-2, na década de 90, DENV-

3 em 2002 e em 2010/2011 as infecções pelo DENV-4 reemergiram no país (TEMPORÃO 

et al., 2011; OSANAI et al., 1983; NOGUEIRA et al., 1999; SIQUEIRA et al., 2005). O Brasil 

representa aproximadamente 71% das ocorrências de dengue registrada nas Américas e 

a co-circulação dos quatro sorotipos no país, aumenta a probabilidade de infecção e 

contribui para as manifestações mais severas da doença, dessa forma, o combate à dengue 

é considerado prioridade nas políticas públicas de saúde (TEIXEIRA et al, 2013; PAHO, 

2014). 

 
O vírus da dengue pertence à família Flaviviridae a qual é responsável por cerca de 

70 viroses distribuídas em três gêneros: Hepacivirus, Pestivirus e Flavivirus. Neste último, 

existem cerca de 53 espécies responsáveis por infecções em humanos, dentre elas, os 

vírus da febre amarela, da encefalite japonesa, da encefalite transmitida por carrapatos, 

do Oeste do Nilo, da encefalite de Saint Louis e da Dengue (GUBLER et al., 2007; GOULD, 

2008). O DENV é um vírus envelopado com um diâmetro entre 45-65nm (Fig.2) contendo 

uma fita simples de RNA 11kilobases (aproximadamente 10.200 nucleotídeos) senso (+), 

ou seja, atua como RNA mensageiro (mRNA) funcional no interior das células infectadas 

codificando uma única proteína que por sua vez é clivada por proteases virais e celulares 

em três proteínas estruturais [Capsídeo (C), Membrana 

 
(M) a qual é expressa como uma proteína precursora de membrana (PrM) e Envelope (E)] 

e sete proteínas não-estruturais (NS1, NS2a, NS2b, NS3, S4a, NS4b e NS5), que regulam 

tanto a transcrição viral quanto a replicação e possuem a função de proteção contra a 

resposta antiviral do hospedeiro (LINDENBACH, THIEL, RICE, 2007). 
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A proteína E, uma glicoproteína de aproximadamente 55 kDa, é considerada o 

maior componente da superfície do vírus, responsável pelo tropismo celular, adesão em 

células-alvo do hospedeiro e indução da endocitose (GUZMAN e KOURI, 2002). Além 

disso, é constituída por um grande fragmento (também conhecido por ectodomínio) o 

qual é subdividido em três domínios (DI, DII e DIII). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figura 2. Representação esquemática da constituição do vírus da dengue 

(adaptado de HERRERO et al., 2013). 

 
 
 

A reatividade cruzada de anticorpos alvos do domínio DI e DII da proteína E que 

não foram neutralizados contribuem para o desenvolvimento dos quadros clínicos mais 

severos da doença e ocorre quando existe uma infecção secundária oriunda por um 

sorotipo distinto daquele responsável pela infecção primária; já os anticorpos 
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direcionados para o domínio DIII são neutralizados e específicos para cada sorotipo 

(CRILL e CHANG, 2004). 

 
Por outro lado, a glicoproteína não estrutural NS1, está associada à lise vascular e 

ao extravasamento de plasma nas formas mais severas da doença e atinge altos níveis 

durante a infecção aguda sendo, portanto, considerado um possível marcador para o 

diagnóstico da doença (SHU e HUANG, 2004). 

 
Os sintomas apresentados pelos pacientes na fase aguda da doença são escassos e 

não específicos sendo facilmente confundidos com os de outras viroses e flaviviroses. 

Recentemente a Organização Mundial de Saúde implantou uma nova classificação para os 

sintomas da doença, que consiste em: Dengue, Dengue com sintomas de alarme e Dengue 

grave. No Brasil, esta classificação passou a ser utilizada nos serviços de saúde a partir de 

janeiro de 2014. Os casos suspeitos de dengue ocorrem na presença de febre (2 a 7 dias) 

seguido por dois ou mais sintomas, como por exemplo, náusea, vômitos, exatema, mialgias 

e/ou artralgia, cefaleia e/ou dor retroorbital, petéquias e leucopenia. A dengue com 

sintomas de alarme, por sua vez, ocorre quando, no período de defervescência da febre, o 

paciente apresenta um ou mais dos seguintes sinais, como por exemplo, dor abdominal; 

vômitos persistentes; acumulação de líquidos, sangramento de mucosas, letargia ou 

irritabilidade, hipotensão postural, hepatomegalia maior do que 2 cm e aumento 

progressivo do hematócrito. Por fim, os casos suspeitos de dengue grave abrangem os 

casos da doença que apresente um ou mais dos seguintes resultados: choque, 

sangramento grave (segundo a avaliação do médico) e comprometimentos graves de 

órgãos (BRASIL, 2013). 

 
Apesar de todo o esforço para se traçar um perfil de patogenicidade do vírus da 

dengue, sabe-se que a sua intensidade vai depender de um conjunto de fatores que 
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incluem a virulência do sorotipo, genótipo do vírus, a presença de anticorpos pré-

existentes e a espécie do vetor. Desta forma, cada sorotipo pode ser considerado uma 

entidade filogeneticamente distinta e com características distintas in vivo (WHITEHORN 

e SIMMONS, 2011). 

 
As formas mais severas da doença ocorrem na infecção secundária devido à 

presença de anticorpos decorrentes da infecção primária os quais formam complexos 

vírus-imunoglobulina G que, uma vez ligados a receptores Fc-γ presentes em monócitos e 

células Natural Killer, são internalizados e aumentam a replicação viral. Este aumento da 

replicação viral é diretamente proporcional à quantidade de vírus no sangue (AN et al., 

2004). 

 
Compreender a patogenia do vírus da dengue tem sido extremamente difícil, 

porque só os seres humanos desenvolvem naturalmente esta doença (SIMMONS et al., 

2012). Este fato aliado os fato de que, não existe atualmente vacina eficaz ou medicação 

específica para a dengue, faz da prevenção o foco das políticas públicas. Contudo, esta 

prática, por sua vez, também apresenta algumas limitações tanto de caráter econômico 

quanto da necessidade de vigilância e cooperação da população. Diante da problemática 

supracitada, o diagnóstico da infecção pelo vírus da dengue na fase aguda tem sido uma 

das principais preocupações da saúde pública mundial, a fim de que sejam tomadas 

medidas eficazes de ação o mais precoce possível, e de contribuir para a identificação das 

áreas de risco. 

 
Atualmente, o diagnóstico da dengue pode ser realizado por uma variedade de 

testes laboratoriais, tais como o isolamento e identificação do DENV em amostras de 

sangue (soro ou plasma), detecção do ácido nucléico viral (RNA) utilizando a reação em 

cadeia da polimerase via transcriptase reversa (RT-PCR- Reverse Transcriptase- 
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Polymerase Chain Reaction), e detecção de anticorpos IgM/IgG ELISA (Enzyme Linked 

Immunoassay) (GUZMAN e KOURI, 2004). 

 
O método de isolamento do vírus necessita de que a amostra seja coletada 

preferencialmente na fase aguda (entre cinco a seis dias após do aparecimento dos 

sintomas) e apresenta como desvantagem a dificuldade na propagação do vírus in vitro, o 

elevado tempo e a necessidade de posteriormente realizar a confirmação do isolamento 

viral. Geralmente para este fim, se utiliza a técnica da imunofluorescência indireta 

(GUZMÁN E KOURÍ, 2004). 

 
A técnica do RT-PCR é capaz de detectar vírus ligados a anticorpos neutralizantes, 

identificar o sorotipo, apresenta alta sensibilidade, rapidez do método e pode ser utilizada 

em uma ampla variedade de amostra (de PAULA e FONSECA, 2004). Contudo, apesar 

dessas vantagens, apresenta certas limitações, como por exemplo, a possibilidade de 

contaminação da amostra, necessidade de alta tecnologia, falta de padronização do 

método, possibilidade de resultado falso negativo, necessidade de etapas experimentais 

adicionais e operador especializado (GUZMÁN E KOURÍ et al., 2004). 

 
Em relação aos testes sorológicos, o ELISA é o mais utilizado. Esta técnica viabiliza 

a identificação de anticorpos originados tanto de uma infecção primária (IgM) 

 
quanto de uma infecção secundária (IgG). A utilização do MAC-ELISA (IgM Antibody- 

 

Capture enzyme-Linked Immunosorbent Assay) na identificação de IgM é o método mais 

utilizado atualmente, porém, necessita de pelo menos cinco a dez dias do aparecimento 

dos sintomas para a detecção da infecção primária e cerca de quatro a cinco dias para a 

 
identificação da infecção secundária (GUBLER e MELTZER, 1999). De uma forma geral, 

o ELISA apresenta a desvantagem da possibilidade de reação cruzada com outras 

flaviviroses e não é confiável na fase aguda, isto porque, existe uma dificuldade na 
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identificação da doença na presença de anticorpos neutralizantes presentes nos primeiros 

dias da infecção. Desta forma, se faz necessário a utilização de amostras tanto na fase 

aguda quanto na fase tardia (TELES, PRAZERES, LIMA-FILHO, 2005; KLUNGTHONG et al., 

2007). Resultados mais confiáveis podem ser alcançados com a combinação de técnicas, 

RT-PCR nos primeiros dias de infecção e MAC-ELISA em períodos mais tardios (POERSCH 

et al., 2005). 

 
Atualmente espera-se que o diagnóstico da dengue seja rápido, portátil, com alta 

sensibilidade, seletividade, de baixo custo e de fácil uso. Estes fatores em conjunto, 

contribuem para a identificação da doença em estágios iniciais e para a maior 

acessibilidade destes métodos pela a população. Neste contexto, biossensores podem ser 

considerados uma alternativa promissora tanto para o diagnóstico quanto para o 

mapeamento das áreas de risco e em tempo real. 

 

 

1.2. Biossensores 
 

 

Os sensores são dispositivos que respondem a estímulos físicos ou químicos, 

produzindo uma resposta proporcional à quantidade da substância detectada e quando 

possuem um sistema de detecção constituído por moléculas biológicas são conhecidos por 

biossensores (MALHOTRA et al., 2006). Assim, a IUPAC (International Union of Pure and 

Applied Chemistry) define biossensor como um dispositivo capaz de fornecer informação 

analítica específica, quantitativa ou semi-quantitativa utilizando um elemento de 

reconhecimento biológico como receptor bioquímico, o qual está em contato direto com 

um elemento de transdução. 

 
Após o uso de um biossensor desenvolvido por Clark e Lyons (1962) na 

identificação da glicose no sangue, houve um impulso tanto na tecnologia envolvendo a 
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sua constituição quanto na variabilidade de suas aplicações. Na área de saúde, mais 

especificamente no diagnóstico, biossensores tem sido utilizado na identificação de 

bactérias, fungos, vírus (CAYGILL, BLAIR, MILLNER, 2010; WARK et al., 2010) e inclusive 

na identificação do DENV (TELES, 2011). 

 
A estrutura dos biossensores é composta por três componentes essenciais que são: 

Detector, transdutor e sistema de saída. O detector ou biorreceptor é responsável pelo 

reconhecimento molecular de alterações no meio e/ou de moléculas específicas 

contribuindo para a alta seletividade e sensibilidade destes biodispositivos. Os analitos 

alvos podem ser componentes antigênicos de vírus, ácidos nucléicos ou anticorpos 

específicos produzidos pelo organismo em resposta à infecção. A interação entre o analito 

e biorreceptor resulta em alterações físico-químicas que serão captadas pelo transdutor 

e transformadas em um sinal. Finalmente, o sinal elétrico produzido será captado por um 

sistema de saída de dados que modela os sinais eletrônicos do transdutor para apresentá-

los em um medidor, um display ou tela de computador e armazená-los (MALHOTRA et al., 

2006). 

 
De acordo com o tipo de transdutor podemos classificar os biossensores em 

eletroquímicos, óticos, magnéticos ou piezoelétricos. Os biossensores eletroquímicos têm 

sido extensivamente utilizados e o seu princípio de funcionamento baseia-se na reação 

redox, que acontece na interface eletrodo/analito. Os biossensores podem ainda ser 

classificados em relação ao elemento de reconhecimento biológico (biorreceptor) em: 

Imunossensores, quando o biorreceptor usa interações como antígeno-anticorpo; 

genossensor, quando é constituído por DNA/RNA e enzimático quando a interação ocorre 

entre enzima-substrato. 
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O uso de biossensores proporciona uma variedade de benefícios quando 

comparados com os métodos atuais de diagnóstico, dentre eles podemos citar a 

simplicidade operacional, seletividade, especificidade, rapidez, baixo custo, potencial uso 

como dispositivos portáteis, capacidade de monitoramento em tempo real e o fato de não 

necessitar de marcadores, da preparação prévia da amostra e de operadores 

especializados. O seu desenvolvimento pode diminuir as taxas de morbi/mortalidade 

além de beneficiar políticas públicas de saúde ou mesmo aumentar a abrangência dos 

serviços de diagnóstico (WARK et al., 2010; YUN et al., 2009). 

 
Com o objetivo de aumentar a aplicabilidade e a eficiência do sistema sensor e de 

eliminar eventuais limitações, tem se tornado frequente a utilização de eletrodos 

quimicamente modificados (PEREIRA et al., 2002). Existe atualmente uma gama de 

possibilidades na modificação da superfície e dentre elas podemos citar a utilização de 

monocamadas auto-organizadas (SAM) de moléculas anfóteras as quais proporciona 

homogeneidade, reduzem as correntes residuais não faradáicas e também a acumulação 

de espécies indesejadas sobre a superfície do eletrodo (passivação). 

 
Entre as estratégias usualmente encontradas na obtenção de SAM e objetivando o 

desenvolvimento de biossensor biológico destaca-se o uso das nanopartículas de ouro a 

qual proporciona amplificação de resposta; do aminoácido cisteína, devido à presença a 

do grupo tiol e de anticorpos via imobilização da fração Fc no transdutor, dessa forma, o 

fragmento F(ab) do anticorpo fica livre para interagir com o antígeno presente na amostra 

a ser analisada (YANG et. al., 2001; QINGWEN et al., 2001; KERMAN et al., 2008; RICCARDI 

et al., 2002). 
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1.2.1. Biossensores Eletroquímicos 

 

Os biossensores eletroquímicos são atualmente utilizados na detecção de 

patógenos incluindo vírus do Epstein-Barr, Citomegalovírus, Herpes simplex e vírus da 

hepatite B (DING, 2008). Comparada com outras técnicas analíticas, a técnica 

eletroquímica apresenta a vantagem do baixo custo e facilidade operacional (HAHN; 

MERGENTHALER; ZIMMERMANN, 2005). A transdução do sinal pode ser do tipo 

amperométrica, potenciométrica, condutométrica e impedanciométrica. 

 
Na detecção amperométrica, aplica-se um potencial ou rampa de potencial e a 

corrente gerada pela reação de oxirredução é mensurada. Na detecção potenciométrica a 

diferença de potencial é medida após a aplicação de valores distintos de correntes. A 

detecção condutométrica, por sua vez, mede a variação da condutância e a detecção 

impedanciométrica, a impedância em função da frequência (STRADIOTTO, NYAMANAKA, 

ZAONI, 2003). 

 
Na voltametria cíclica verificamos a variação da corrente em relação ao potencial 

aplicado e ocorre em uma célula eletroquímica constituída por um eletrodo de trabalho, 

onde vai ocorrer a reação, um contra-eletrodo e um eletrodo de referência. O contra-

eletrodo fornece a corrente ao eletrodo de trabalho e evita que ocorra distúrbios no 

eletrodo de referência o que garante a função do eletrodo de referência que é manter o 

seu potencial constante durante as medidas. O eletrodo de referência regula o potencial 

aplicado no eletrodo de trabalho, pelo fato de a área do eletrodo de trabalho ser menor, 

este assume o potencial recebido. O potencial é repetido ciclicamente entre valores 

extremos de potencial aplicado, partindo de um potencial inicial (E1) até atingir o 

 
potencial máximo (Emax) decrescendo até o valor de potencial final (Ef) como 

 

demonstrado na figura 3 (DENARO, 1974). 
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Figura 3. Variação do potencial em função do tempo (esquerda) e obtenção de um 

voltamograma cíclico (direita). E1, Emax, Emin, Ef, correspondem aos potenciais inicial, 

 
máximo, mínimo e final respectivamente (SOARES, 2011). 
 
 
 
 

Em termos de corrente estão presentes dois componentes que são o componente 

capacitivo (decorrente da redistribuição das cargas e de espécies polarizadas na 

superfície do eletrodo, sendo um processo não-faradáico) e um componente resultante da 

troca de elétrons entre o eletrodo e as espécies redox imobilizadas na superfície do 

eletrodo ou livres na solução (processo faradáico). 

 
A técnica de Espectroscopia de impedância Eletroquímica (EIS, do inglês 

 

Electrochemical Impedance Spectroscopy) consiste em uma medida de caracterização 

elétrica também muito utilizada para o desenvolvimento dos biossensores. A análise 

impedimétrica pode ser aplicada para observar a deposição de membranas sobre a 

superfície de eletrodos e se obter informações a respeito da capacitância e resistência 
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com o objetivo de detectar eventos de biorreconhecimento (GUAN, MIAO, ZHANG, 2004). 

 
Na EIS surge uma corrente de natureza senoidal como resultado da aplicação de 

um potencial senoidal ao sistema e, desta forma, é possível a investigação de fenômenos 

eletroquímicos próximos ao estado de equilíbrio. Convencionalmente a espectroscopia de 

impedância consiste em medidas de impedância (Z) em função da frequência do sinal 

 
(ƒ) ou da frequência angular (ω) (ω = 2ƒ), sobre um amplo intervalo de frequência. A 

representação esquemática mais comum consiste no diagrama de Nyquist (Fig 4). Nesta 

representação a região de altas frequências está relacionada com a resistência da solução 

eletrolítica. As regiões intermediárias estão associadas com a cinética de transferência de 

carga a qual também pode representar a resistência à transferência de elétrons (RCT) e a 

parte linear em baixas frequências corresponde à contribuição da 

 
difusão para o processo eletroquímico. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figura 4. Representação esquemática do diagrama de Nyquist. 
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1.2.2. Biossensores Piezoelétricos 
 
 

 

O termo piezoeletricidade descreve a relação entre o comportamento mecânico e 

elétrico de um material. Em 1880, Jacques e Pierre Currie constataram que ao aplicar uma 

pressão mecânica na superfície de alguns cristais gerava-se um potencial elétrico nas 

faces opostas à deformação, proporcional à intensidade da força aplicada, este fenômeno 

ficou conhecido como efeito piezoelétrico (Fig. 5) (CURIE, 1980). A técnica da 

Microbalança de Cristal de Quartzo (QCM, do inglês Quartz Crystal Microbalance) é 

bastante utilizada na obtenção de biossensores piezoelétricos e está relacionada à 

detecção da variação de massa em nanoescala. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 5. Representação esquemática do efeito piezelétrico reverso, onde a aplicação de 

um potencial induz uma reorientação das cargas na superfície e consequentemente uma 

deformação. 

 

 

Além disso, apresenta as vantagens de facilidade operacional, baixo custo, 

possibilidade de detecção em tempo real e sem a necessidade de marcadores (label-free) 

o que a torna uma poderosa ferramenta no estudo de interações biológicas. Neste 
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contexto, a QCM tem sido utilizada para as mais diversas aplicações incluindo o estudo de 

adsorção de proteínas, diagnóstico de patologias, imunoensaios, biorreconhecimento de 

moléculas específicas e no estudo in situ da hibridação de DNA/RNA (COOPER E 

SINGLETON, 2007; JANSHOFF; GALLA; STEINEM, 2000). A utilização de QCM na 

identificação de vírus tem sido relatada na literatura (SKLADAL et al., 2004; DELL’ATTI et 

al., 2007; YAO et al., 2008) assim como a identificação do vírus da dengue (SU et al., 2003; 

TAI et al., 2006). 

 
Na QCM é utilizado um disco de quartzo coberto com uma fina camada de ouro 

acoplado a um circuito oscilador, o qual aplica uma corrente alternada no cristal, 

provocando uma deformação via efeito piezoelétrico reverso, dessa forma, ocorre um 

rearranjo de cargas e formação de dipolo. O quartzo é muito utilizado por possuir uma 

deformação elástica, ou seja, a polaridade no sentido oposto é observada de forma 

idêntica na outra face do cristal (BUTTY, WARD, 1992). Diretamente acoplado a este 

circuito oscilador existe um medidor da frequência. Quando uma massa é depositada na 

superfície do cristal ocorre a redução da amplitude de onda acústica que se propaga 

através do filme depositado sobre o cristal e consequentemente diminuição da frequência 

de ressonância do quartzo. Tal relação pode ser descrita pela expressão de Sauerbrey (Eq. 

1)(Sauerbrey,1959): 

 

Eq. (1) 
 
 
 

 

Em que, ∆ƒ é a variação de frequência (Hz), ƒ é a frequência fundamental de oscilação do 

cristal de quartzo, ∆m é a variação da massa, A é a área ativa da superfície do cristal de 
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quartzo, μq é o módulo de cisalhamento do quartzo e ρq a densidade de massa do quartzo 

 

que é específica para cada tipo de corte do cristal. 

 

De acordo com a equação todos os elementos podem ser considerados constantes 

e, desta forma, a variação de frequência apresenta uma relação direta com a variação da 

massa. A equação foi desenvolvida para experimentos envolvendo gases e em condições 

especiais (vácuo). Para estudos em soluções aquosas e não aquosas algumas variáveis 

devem ser levadas em consideração tais como a viscosidade, densidade do meio, pressão 

hidrostática, rugosidade da superfície, hidrofobicidade da superfície e a temperatura 

(STEINEM e JANSHOFF, 2007). Em solução, a onda acústica é propagada através do meio 

gerando alta energia de dissipação a qual exerce influência na variação de frequência. 

Dessa forma, outra teoria que relaciona a frequência de ressonância do cristal de quartzo 

em ambiente líquido foi proposta por Kanazawa e Gordon (1985) e expressa na eq. (2). 

 
 
 

 

Eq. 2 
 
 

 

Em que, η1 e ρ1 são a viscosidade e a densidade do líquido respectivamente. 
 
 

 

1.2.3. Caracterização morfológica da superfície sensora - AFM 
 

 

O microscópio de força atômica (AFM, do inglês Atomic Force Microscopy) foi 

desenvolvida por Binning et al. (1986), é constituído basicamente por uma sonda sensora, 

cerâmicas piezoelétricas, circuitos de realimentação e um computador (Fig. 6). O AFM usa 

interação entre as forças sonda-amostra para traçar o mapa da superfície de 
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amostras não condutoras e condutoras (BINNING et al., 1986; HOWLAND; BENATAR, 

1996; PAIVA, 2003). 

 
O princípio de funcionamento do AFM baseia-se na varredura da superfície da 

amostra por uma ponta piramidal de alguns micrometros de comprimento (100 a 200 

 
μm) e geralmente com menos de vinte nanômetros de diâmetro, integrada a um suporte 

flexível (cantilever) denominado de sonda, para alcançar resolução atômica, a ponta 

termina em um conjunto de átomos. 

 
A força entre a ponta e a superfície da amostra faz com que o cantilever se aproxime 

ou se afaste por interação interatômica, sendo essa deflexão proporcional à força de 

interação. A força de interação que a amostra exerce sobre a ponteira é determinada pela 

deflexão do cantilever, dada pela lei de Hooke (F = -kx), sendo k a constante de mola ou 

constante elástica do braço, que depende da geometria e do material de fabricação e x o 

deslocamento do cantilever, pela deflexão provocada pela interação. 

 
As deflexões são mensuradas com o uso de um laser, focalizada na parte superior 

da extremidade livre do braço, que é refletida e incide sobre um fotodetector (fotodiodo) 

de quatro quadrantes, que mede as variações de posição e de intensidade da luz 

produzidas pelas deflexões do cantilever. À medida que a ponta varre a amostra ou a 

amostra é deslocada sob a ponta, os diferentes tipos de “acidentes geográficos” 

encontrados sobre a superfície provocam alteração na sua posição. As variações das 

interações são os fatores que provocam diferentes deflexões. Essas diferenças, captadas 

no detector, são armazenadas e processadas por um computador, que as transformam em 

imagens topográficas 2D e 3D da superfície. A força mais comumente associada no 
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AFM durante a deflexão do cantilever é a força de van der Waals (FREIRE-NORDI; TACIRO, 

2004; MENGUI, 2006). 

 
O AFM proporciona uma alta resolução espacial, tanto lateral como vertical, na 

visualização de superfícies em nível atômico de diferentes naturezas (metais, películas 

orgânicas, polímeros, amostras biológicas em sistemas condutores e isolantes) e em 

diversos meios (vácuo, pressão atmosférica, meios líquidos) (MENGUI, 2006). 

 
Durante a varredura da amostra podem atuar forças de atração ou repulsão, que 

variam em função da distância entre o cantilever e a amostra. Forças de atração podem 

ter origem tanto em fatores físicos, como a capilaridade, ou químicos como as forças de 

van der Waals, esta atração aumenta até que, quando a ponteira aproxima-se muito da 

amostra, os átomos de ambas estão tão próximos que seus orbitais eletrônicos começam 

a se repelir. A força de repulsão se deve a interação coulombiana (BERNARDES FILHO; 

MATTOSO, 2003; MENGUI, 2006). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6. Representação esquemática do princípio de funcionamento do microscópio de 

força atômica. 
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1.2.4. Caracterização morfológica da superfície sensora- MEV 
 

O microscópio eletrônico de varredura (MEV) possibilita a visualização de 

 

imagens com alta magnificação (> 100.000 ) e representa a transcodificação da energia 

emitida pelos elétrons ao interagir com a amostra. Neste equipamento, existe uma 

diferença de potencial entre o eletrodo negativo (cátodo) e o eletrodo positivo (ânodo 

aterrado) na ordem de 0,5 a 30 KV, este eletrodo atrai fortemente os elétrons gerados, 

resultando numa aceleração em direção ao eletrodo positivo. As fontes de elétrons pode 

ser constituídas por tungstênio ou hexaboreto de lantânio (LaB6). O tungstênio é 

 
comumente utilizado por ser, entre os metais na forma pura, o que apresenta maior ponto 

de fusão (3422 °C), menor coeficiente de expansão térmica e maior resistência à tração.. 

O feixe de elétrons, apresenta uma energia que vai desde algumas centenas de 1 eV até 

100 keV. A correção do percurso dos feixes é realizada pelas lentes condensadoras, que 

reduzem o diâmetro do feixe de elétrons a aproximadamente 100 Å em direção à abertura 

da objetiva. A objetiva ajusta o foco dos feixes de elétrons, deflete o feixe horizontal e 

verticalmente para que ele varra uma área retangular da superfície da amostra. 

 
Quando o feixe primário interage com a amostra, resulta entre outros efeitos, 

emissão de elétrons secundários, uma corrente de elétrons refletidos, condução induzida 

pelo feixe e frequentemente catodoluminescência, raios-x e elétrons transmitidos cada 

tipo de sinal, varia de acordo com a energia dos elétrons, do número atômico dos átomos 

da amostra e da densidade da amostra e comumente é utilizado na obtenção da imagem 

de forma qualitativa da morfologia e topografia da amostra (DEDAVID; GOMES; 

MACHADO, 2007). 
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Quando ocorre a formação de elétrons secundários, o elétron primário interage 

elasticamente (sem perda de energia) com os átomos mais externos do material, mas o 

campo inerente dos átomos da amostra causa uma troca de momento do elétron incidente, 

fazendo com que ele seja refletido para fora da amostra, porém, com a mesma energia 

incidente. Já no caso da formação de elétrons refletidos, o elétron primário interage não 

elasticamente (com perda de energia) ao interagir com o átomo da amostra e é refletido 

com energia inferior àquela incidente e vai perdendo energia cinética através do processo 

de ionização por impacto até esta energia não ser suficiente para causar mais ionização 

(THORNTON, 1968). A figura 7. ilustra o princípio de funcionamento do microscópio 

eletrônico de varredura. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 7. Ilustração esquemática do princípio de funcionamento do microscópio 

eletrônico de varredura (Adaptado de http://www.purdue.edu/ehps/rem/rs/sem.htm). 
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1.2.4. Utilização de camadas lipídicas estruturadas em sistemas sensores 

 

Membranas lipídicas têm sido utilizadas na imobilização de moléculas biológicas 

uma vez que criam ambiente natural favorável à imobilização de compostos orgânicos e 

principalmente pela possibilidade de incorporação de proteínas ativas (PUU e GUSTAFSO, 

1995). Existe uma variedade de métodos descritos na literatura para a obtenção de 

biomembranas em suportes sólidos tais como a transferência de lipídios pela técnica de 

Langmuir-Blodgett, automontagem (self-assembly) de lipídios/tióis em superfície de ouro 

e fusão (coalescência) de lipossomas (COOPER, 2004). 

 
Lipossomas são vesículas constituídas de uma ou mais bicamadas fosfolipídicas 

orientadas concentricamente em torno de um compartimento aquoso (Fig. 8). Eles podem 

encapsular substâncias hidrofílicas e/ou lipofílicas, sendo que as primeiras ficam no 

compartimento aquoso e as lipofílicas inseridas ou adsorvidas na membrana (BATISTA; 

de CARVALHO; MAGALHÃES, 2007). Os lipossomas podem ser classificados como 

lipossomas unilamelares pequenos (SUV - small unilamellar vesicles) (20-150 nm), 

lipossomas unilamelares grandes (LUV - large unilamellar vesicles) (200- 500 nm) e 

lipossomas multilamelares (MLV - multilamellar vesicles) os quais apresentam bicamadas 

concêntricas e com tamanho relativamente grande (200-1000 nm) (BASER e 

BUCHBAUER, 2010). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 8. Representação esquemática da constituição de lipossomas (LIRA,2007). 
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Quando camadas lipídicas se encontram em contato com a superfície hidrofóbica, 

as cadeias hidrocarbonadas interagem com esta superfície enquanto que as cabeças 

polares se encontram em contato com a solução, como resultado pode ocorrer: (A) Adesão 

de vesículas na superfície e (B) Fusão de vesículas, com consequente formação de 

monocamadas ou bicamadas lipídicas (Fig. 9). A força motriz para a organização é 

originada de interação hidrofóbica como, por exemplo, van der Waals. A maioria das 

superfícies hidrofílicas promove a formação de bicamadas lipídicas, sendo geralmente 

utilizadas SUV (WENG et al., 2006). Estudos envolvendo proteínas e lipídios marcados 

mostrou que proteínas imobilizadas em superfícies lipídicas permanecem com a 

capacidade de interação (FREIRE et al., 2003). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 9. Adsorção de lipossomas em substrato hidrofóbico com formação de 

monocamada (NASCIMENTO et al., 2011). 

 
 
 

Estudos teóricos sugerem que, a depender da interação entre o lipídio e o 

substrato, ocorre uma progressão de vesícula até a sua ruptura que dependerá 

principalmente da interação hidrofóbica e eletrostática, além disso, existem a hidratação 

repulsiva e a entropia (LIPOWSKY e SACKMANN, 1995). A utilização de lipídios em 

biossensores foi inicialmente utilizada por reduzir a interferência de espécies eletroativas 

(TANG et al, 1990). Monocamadas lipídicas são altamente homogêneas, 
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possuem poucos defeitos de superfície e apresentam resistência à ligação por proteínas 

não-específicas como por exemplo (BSA) (TERRETTAZ et al., 1993; PLANT, 1999; PLANT 

et al., 1995; COOPER et al., 1998). 

 

 

1.3. O papel da glicobiologia no diagnóstico da dengue 

 

Os carboidratos são as moléculas orgânicas mais abundantes na natureza, quase 

todos os organismos sintetizam e metabolizam carboidratos. O termo carboidrato surgiu 

pelo fato de que a maioria dos açúcares simples possuem a fórmula empírica CnH2nOn, 

 
onde n  3, ou seja, em sua constituição os átomos de carbono estão combinados com 

moléculas de água (WADE, 1999). Os hidratos de carbono desempenham um papel vital 

por estar relacionados a uma grande quantidade de fenômenos biológicos: interações 

célula-célula, apoptose, transdução de sinal, processos inflamatórios, metástase, infecções 

bacterianas e virais, adesão, diferenciação e proliferação celular, fertilização e resposta 

imune. Além disso, servem como fontes de energia (amido e glicogênio) e são 

constituintes de coenzimas e de ácidos nucleicos (SAFINA, 2012). 

 
As lectinas são definidas como proteínas que reconhecem e se ligam 

preferencialmente a carboidratos. O termo lectina é derivado da palavra latina legere que 

significa “escolher'' ou'' selecionar'' (SHARON e LIS, 2004). As lectinas são de origem não 

imunológica, sendo encontradas nos mais variados microorganismos desde vírus e 

bactérias até plantas e animais, sendo que as lectinas provenientes de plantas são as mais 

comumente caracterizadas (PESQUERO et al., 2008). A interação entre lectinas e 

carboidratos pode ser tão específica quanto a interação entre antígeno e anticorpo ou 

substrato e enzima (MINKO, 2004). 



24 
 
 

 

A lectina Concanavalina A (Con A) obtida da Canavalia ensiformis (feijão de porco) 

é uma das primeiras lectinas a ser caracterizada, purificada e estudada em relação a sua 

estrutura tridimensional e química. Entre pH 2 e 5,5, ConA existe como um dímero de duas 

subunidades ligadas covalentemente, com um peso molecular de aproximadamente 55 

kDa. Em valores de pH acima de 5,5 a ConA existe como tetrâmero com um peso molecular 

predominante de 110 kDa, o contato dímero-dímero na estrutura tetramérica é 

estabilizada por ligações de hidrogênio e seis pontes salinas entre dímeros (AGRAWAL e 

GOLDSTEIN, 1965, 1967; SMITH e TGOLDSTEIN, 1970; MCKENZIE et al, 1972; 

GOLDSTEIN, 1976; REEKE et al, 1975). 

 
A ConA possui em cada subunidade, um sítio para ligação a resíduos α-D-manose 

e α-D-glicose, um sítio para ligações a cátions cálcio e manganês os quais são importantes 

para a estabilizar a conformação da proteína e para ativar a ligação à carboidratos e um 

terceiro sítio que é responsável pelo reconhecimento hidrofóbico (Fig. 10) (ZENG, 2012; 

LIU et al., 2007). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figura 10. Características estruturais da Concanavalina no formato de tetrâmero (Fonte: 

www.rcsb.org / PDB). 

 
Carboidratos podem ser utilizados como biomarcadores de patologias e, desta 

forma, as lectinas têm contribuído na identificação de carboidratos específicos 

(GHAZARIAN; IDONI; OPPENHEIMER, 2011). A glicobiologia tem proporcionado novas 
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perspectivas na obtenção de alternativas terapêuticas para o tratamento e prevenção de 

doenças. Com relação à doença dengue, sabe-se que o aumento de glicoproteínas no soro 

do paciente infectado tanto pode ocorrer pela presença de partículas virais, as quais se 

apresentam constituídas por glicoproteínas, (por exemplo, a proteína E e NS1), quanto 

devido à própria resposta imunológica do hospedeiro, vários estudos têm indicado 

concentrações aumentadas de IL-2, G-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-13, IL-18, MCP-1, MIF, 

 
TNF, e IFN- (WAN, 2013). 

 

Além disso, a infecção pelo vírus da dengue é mediada pela interação lectina-

carboidrato. De fato, a interação da glicoproteína E com o hospedeiro se dá através de 

receptores lectínicos tipo C (CD209/DC-SIGN) em célula dentríticas (GREEN E ROTHMAN, 

2006; POKIDYSHEVA et al., 2006) e receptor de manose (MR; CD206) presente em 

macrófagos (MILLER et al., 2008). O vírus da dengue apresenta dois potenciais sítios de 

N-glicosilação N67 e N-153, enquanto que a maioria das outras flaviviroses apresenta 

apenas um sítio de N-glicosilação em N154 (CHAMBERS, MCCOURT, RICE, 1990; HEINZ e 

ALLISON, 2003). 

 
Diversos métodos têm sidos descritos na literatura para a identificação de 

carboidratos, tais como a cromatografia, eletroforese e espectrometria de massa. Estas 

técnicas são muito sensíveis, no entanto, apresentam a desvantagem do alto consumo de 

tempo e de muitas vezes necessitar de marcadores. A utilização de biossensores para esta 

finalidade, além de apresentar a vantagem de não necessitar de marcação, ainda 

possibilita a identificação em tempo real (SAFINA de 2012). Estudos tem relatado o uso 

de lectinas no desenvolvimento de biossensores com a finalidade de identificar resíduos 

glicídicos em infecções (PEREIRA et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2011; OLIVEIRA et al, 2009; 

ZENG, 2012). 
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Capítulo 2. Objetivos 
 
 
 

2.1. Objetivo Geral 
 

 

Desenvolver biossensores para a detecção de glicoproteínas presentes no soro de 

 

pacientes contaminados com dengue e detecção direta do vírus da dengue 
 
 

 

2.2. Objetivos Específicos 
 
 
 
• Avaliar a adsorção de lipídios e sistemas mistos de lectinas-membrana lipídica (Lec-ML) 

sobre substrato sólido (eletrodo de trabalho) via técnicas eletroquímicas (EIE e VC) e via 

técnica piezoelétrica (QCM);  

 
 
 
• Avaliar o perfil de interação do biossensor eletroquímico e piezoelétrico com as 

glicoproteínas presentes no soro de pacientes contaminados por DENV-1, DENV-2, DENV-

3 e soro na ausência da infecção via EIE e VC;  

 
 
 
• Determinar a variação da resistência à transferência de carga (Rct) das diferentes etapas 

de construção do biossensor e após a interação com diferentes sorotipos do DENV, 

utilizando modelos de circuito equivalentes extraído dos resultados experimentais 

obtidos com a técnica da espectroscopia de impedância eletroquímica;  

 
 
 
• Obter a impedância acústica imaginária do biossensor piezoelétrico após exposição ao 

soro infectado e controle utilizando modelos teóricos;  
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• Sintetizar nanopartículas de ouro e realizar sua caracterização pela determinação do 

tamanho de partícula e potencial zeta antes e após a modificação com ácido 

mercaptobenzóico;  

 
 
 
• Obter um imunossensor eletroquímico constituído por nanopartícula de ouro 

modificada com ácido mercaptobenzóico (NPsAu-AMB) e Anti-DENV (1-4);  

 
 
 
• Avaliar a resposta eletroquímica de cada imunossensor após exposição ao DENV-1; 

DENV-2; DENV-3; DENV-4 e Vírus da febre amarela (Controle);  

 
 
 
• Determinar o grau de recobrimento de diferentes diluições do DENV-1, DENV-2, DENV-

3 e DENV-4 na superfície do imunossensor.  

 
 
 
• Caracterizar estrutural e morfologicamente o sistema sensor utilizando microscopia de 

força atômica e de varredura;  
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Capítulo 3. OBTENÇÃO DE BIOSSENSOR ELETROQUÍMICO E PIEZOELÉTRICO PARA A 
DETECÇÃO DE GLICOPROTEÍNAS PRESENTES NO SORO DE PACIENTES 
CONTAMINADOS POR DENGUE 
 

 

3.1. Introdução 

 

Neste capítulo abordaremos o desenvolvimento de biossensores eletroquímicos e 

outro piezoelétricos, objetivando a identificação de glicoproteínas presentes no soro de 

pacientes infectados com DENV-1, DENV-2 e DEN-3. Para isto, a resposta eletroquímica 

do sistema sensor foi avaliado em diferentes diluições do soro oriundo de pacientes 

infectados (1:10, 1:250, 1:500, 1:1000, 1:1500 e 1:2000) e da diluição 1:10 do soro do 

paciente na ausência da infecção (amostra controle). A resposta do biossensor 

piezoelétrico, por sua vez, foi avaliada por seis injeções consecutivas da diluição 1:1000 

tanto do soro do paciente infectado quando do soro controle. 

 
A plataforma nanoestruturada de ambos os biossensores consiste na imobilização 

de camadas auto-organizadas de lipossomas sobre a superfície do eletrodo de ouro, 

seguida pela imobilização de Concanavalina A (camada de biorreconhecimento 

molecular). A técnica de microscopia de força atômica foi utilizada para a caracterização 

morfológica da superfície. 

 

3.2. Material e métodos 
 

 

3.2.1. Material 
 

O fosfolipídio 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DPPC), o 3-

mercaptopropil-trimetoxisilano (MPTS) e a lectina Concanavalina A foram obtidos da 

Sigma Chemical Co. (St. Louis, USA). O soro dos pacientes contaminados com dengue 
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sorotipos 1, 2, e 3 (três pacientes de cada sorotipo) e o soro controle (três pacientes) 

foram cedidos pelo laboratório de virologia da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto 

(FAMERP). Todos os soros foram previamente caracterizados utilizando a técnica do RT-

PCR (MONDINI et al., 2007). Tampão fosfato salino (PBS) (pH 7.4) contendo 0.1M CaCl2 e 

 
0.1M MnCl2 foram utilizados para preparar as soluções da Con A. A água ultrapura foi 

 

obtida do sistema de purificação Millipore-Synergy. Todos os produtos químicos e 

solventes fora de grau analítico e usados como recebidos, sem purificação prévia. 

 
 
 
3.2.2. Obtenção de vesículas lipídicas e caracterização por tamanho de partícula e 
potencial zeta(ζ) 
 

Os lipossomas foram preparados usando uma versão modificada do método de 

Amselen et al. (1990) o qual utiliza filme lipídico formado a partir da evaporação de 

solventes. Sendo assim, vesículas lipídicas foram preparadas utilizando 1 mM de 

fosfatidilcolina dissolvido em solução de clorofórmio/metanol 3:1 (v/v) sob agitação 

magnética (150 rpm/min, 15min). Em seguida, a solução orgânica foi submetida a 

evaporação sob pressão reduzida (25 min a 40 ± 1 °C) e agitação a 120 rpm a fim de 

evaporar os solventes. Após a formação de um filme de lipídio, este foi hidratado por 

adição de 1 mL de solução PBS 0,2 M (pH 7,4). A suspensão foi mantida sob agitação 

magnética por 40 min e em seguida armazenada a 4 °C. A obtenção do tamanho de 

partícula e potencial zeta foi realizada por espalhamento de luz dinâmico a um ângulo de 

 
90°C no qual o efeito de reflexão é minimizado, com um laser de He-Ne operando a = 

633 nm e utilizando o equipamento Zetasizer Nano ZS90 (Malvern Instruments, UK). 
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3.2.3. Biossensor Eletroquímico 
 

A superfície do eletrodo de ouro foi previamente polida com pasta de óxido de 

 

alumínioAl2O3 (0,05 µm), lavados vigorosamente com água ultrapura e em seguida 

 

submetidos à sonicação em ultrassom com água deionizada por 5 min. Após esta etapa, 
 

5L de lipossomas foram imobilizados na superfície do eletrodo pelo método drop 

 

coating por 15 min e a 25◦C. Após a primeira etapa, o eletrodo modificado foi lavado com 
 

água para remover os lipídios não-adsorvidos e em seguida, 1 mL de ConA (50g/mL) em 

PBS 10 mM (pH 7,4) foi incubado durante 15 min e lavado com água para remover o 

 
excesso de ConA. Finalmente, o eletrodo modificado com lipídio/Con A foi exposto a 2L 

de soro negativo ou igual volume do soro de pacientes infectados pelo DENV-1, DENV-2 e 

DENV-3 diluído em solução de PBS (pH 7,4) 10 mM durante 20 min à temperatura 

ambiente. As diluições de soro utilizadas neste estudo foram 1:10, 1:250, 1:500, 1:1000, 

1:1500 e 1:2000. Na Figura 11 é apresentada uma ilustração esquemática das etapas de 

obtenção do biossensor eletroquímico. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 11. Ilustração esquemática da obtenção do biossensor eletroquímico. 
 
 
 
 

As medidas eletroquímicas foram realizadas utilizando um sistema de três 

eletrodos: eletrodo de referência contendo Ag/AgCl, um eletrodo de platina como contra 
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eletrodo e um eletrodo de ouro como o eletrodo de trabalho ( = 2 mm). Todos os 

experimentos foram realizados em uma potenciostato PGSTAT 128N (Autolab, Eco 

Chemie, The Netherlands), em interface com um analisador. Os espectros de impedância 

foram obtidos na faixa de frequência 100 MHz a 100 kHz. A amplitude do potencial de 

onda senoidal (SWP) foi de 10 mV, enquanto o potencial de corrente contínua (DC) foi 

limitado ao circuito aberto mensurado antes da aplicação do SWP. As medidas de CV 

foram realizadas com um potencial de varredura entre -0,2 a 0,7 V a uma taxa de 

varredura de 50 mV s-1. As medidas CV e EIS foram realizados utilizando 10 mM de sonda 

redox de K4 [Fe (CN) 6] 4- / K3 [Fe (CN) 6]3- (1: 1) em PBS (pH 7,4). Todas as 

 
medições electroquímicas foram realizadas em triplicata, de pelo menos três medidas 

diferentes, à temperatura ambiente e dentro de uma gaiola de Faraday. 

 
Análises morfológicas da superfície foram realizadas na presença da camada 

lipídica, camada lipídica com lectina e posteriormente na presença dos soros, através da 

microscopia de força atômica (AFM, PicoSPM II, Molecular Imaging, EUA). Cantilevers com 

uma sonda de silício (Multi 75AL, NCHR, frequência ressonante = 75 kHz, a constante de 

força = 3 Nm-1) foram utilizados em modo não-contato no ar e à 

temperatura ambiente (cerca de 25 ◦C). A resolução lateral foi fixada em 512 × 512 
 

pixels em uma área de varredura de 5 × 5 m. As imagens foram obtidas a partir de, pelo 

menos, três zonas macroscopicamente separadas para assegurar uma boa distribuição e 

analisadas utilizando o software Gwyddion (Necas et al., 2008). 

 

 

3.2.4. Biossensor piezoelétrico 
 

As medidas de QCM foram realizadas utilizando um controlador QCM200 QCM, 
 

um oscilador QCM25, um suporte do cristal com uma célula de fluxo axial (150 L de 
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volume) e vazão de 100 L/min (Stanford Research Systems Co. CA, EUA). Cristal de 

quartzo polido, corte AT-cut, 5 MHz de frequência de ressonância (Stanford Research 

Systems Co. CA, EUA) foi utilizado neste estudo. As medidas foram realizadas quando a 

freqüência de ressonância apresentou-se estável (linha de base <0,2 Hz). Os dados 

experimentais foram salvos em tempo real utilizando um software QCM200. A mudança 

de frequência (∆f) foi obtida pela diferença entre as frequências do QCM medidas durante 

cada etapa de obtenção do biossensor e durante a exposição do mesmo ao soro. Os 

resultados foram realizados em triplicata e estão sendo representados como a média, o 

desvio padrão 5% para todos os experimentos (N=3). 

 
Cristais de quartzo foram previamente limpos em banho de ultrassom utilizando 

acetona e em seguida etanol (três minutos em cada solvente) e secados em atmosfera de 

nitrogênio. Os cristais de quartzo limpos foram então imersos durante 30 minutos em 

uma solução 0,1 mM de MPTS em etanol à temperatura ambiente, após a quimissorção de 

MPTS, lavados com etanol para remover o excesso de MPTS que não reagiu e finalmente 

incubados durante 1h a 40°C (PIWONSKI et al., 2005). Na superfície de 

 
modificada com MPTS foi adicionado um volume constante da vesícula lipídica (25L), 

incubadas durante 1 h em temperatura ambiente. Em seguida os cristais modificados com 

MPTS-lipídios foram acoplados ao QCM sob fluxo contínuo de uma solução de PBS 

 
(pH 7.4) a uma razão de 100 L/min até a estabilização da frequência. Após este processo, 

a camada de biorreconhecimento foi otimizada através do estudo da 

 
saturação, dessa forma, 500 l de diferentes concentrações de Con A (2,7; 5,4; 8,1; 20,8; 

13,5; 16,2; 18,9 e 21,6 ) foram injetados no sistema e fluxo por 30min (estabilização da 

frequência de ressonância). A fim de avaliar a eficácia de reconhecimento da ConA por 

glicoconjugados, o eletrodo modificado contendo MPTS-DPPC-ConA foi submetido a seis 
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adições sucessivas de 300 L solução de ovalbumina (0,5 M) em PBS e a constante de 

afinidade aparente foi mensurada. Depois disso, foi feito o estudo do eletrodo 

 
modificado por MPTS-DPPC-ConA após a exposição a 300 L da solução de 1: 1000 do soro 

contaminado com DENV-1, -2, -3 e soro negativo. Após a estabilização da frequência 

 
foram feitas um total de seis adições sucessivas do volume a 300 L da solução de 1: 1000 

do soro contaminado para cada tipo de soro, a fim de avaliar a resposta do sensor com o 

aumento do número de camadas. A ilustração esquemática das diferentes etapas da 

construção do biossensor piezoelétrico está sendo apresentada na figura 12. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figura 12. Ilustração esquemática da obtenção do biossensor piezoelétrico. 
 
 

 

3.3. Resultados e Discussão 
 

 

3.3.1. Caracterização dos lipossomas e da morfologia do filme lipídico 
 

 

Os lipossomas utilizados para a obtenção do filme lipídico na superfície do eletrodo 

apresentaram diâmetro médio de 440 nm (PDI= 0,85), tanto com relação à intensidade de 

luz dispersa quando ao volume (Fig. 13a e 13b). O potencial zeta, medido 
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através da técnica de mobilidade eletroforética, demonstrou que os lipossomas 

apresentaram um potencial zeta (ζ ) de -3,2 ±0,3 mV (Fig. 13c). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figura 13. Distribuição do tamanho de partículas do lipossoma em função da intensidade 

(a), em função do volume (b) e potencial zeta (c). 
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A morfologia do filme lipídico e sua associação com a lectina ConA foi estudada por 

meio da técnica de AFM. A Figura 14 mostra as imagens topográficas de AFM obtidas para 

a camada lipídica de DPPC (a), DPPC-ConA (b), DENV-1 (c), DENV-2 (d) e DENV-3 

 
(e) e as suas correspondentes secções transversais. Na Fig. 14a observamos que o filme 

lipídico depositado apresenta uma distribuição não-uniforme na superfície do eletrodo, 

com uma altura média de (30 ± 4,2) nm. As imagens de AFM mostram também a 

coexistência de domínios fluído e gel na camada lipídica estando de acordo com a 

literatura (GIOCONDI et al., 2008). Além disso, após a adsorção da lectina ConA na camada 

lipídica, foi possível observar a presença de estruturas globulares relativamente grandes 

(com altura média de 42 ± 3,6 nm) distribuídos entre os domínios fluido e gel da camada 

lipídica. Estudos realizados por Giocondi et al. (2008) confirmaram que proteínas tendem 

a localizar-se preferencialmente nas delimitações entre os domínios da fase fluída e gel de 

cadeias lipídicas. Além disso, nossos resultados estão de acordo com estudos anteriores 

que determinaram uma altura de aproximadamente 12 nm para o tetrâmero ConA 

(BOUCKAERT et al., 1996). Após a interação de diferentes sorotipos com a camada 

sensora de DPPC-ConA, foi observada uma variação de altura em torno de 54,2 ± 5,1 nm 

para o DENV-1, 60.6 ± 4.8 nm para o DENV-2 e 68.4 ± 3.9 nm para o DENV-3 (Fig.14c-e) o 

que corresponde a diferentes especificidades da ConA pelas glicoproteínas presentes no 

soro infectado com o DENV. 

 
Sabe-se que o vírus da dengue apresenta dois potenciais sítios para ligação com 

carboidratos, sítios N-67 e N-153, os quais apresentam resíduos glicídicos ricos em 

manose e representam um papel relevante para a adesão viral e resposta imunológica 

(HACKER et al., 2009; ZHANG et al., 2004). Tem sido reportada também, ausência de 

ligação a carboidrato em N-153 para DENV2 (JOHNSON et al. 1994). De acordo com 
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Pereira et al. (2008), a ligação de partículas virais com a lectina ConA é provavelmente 

governada por ligação a manose. No entanto, as diferenças no número e tipo de 

carboidrato nas proteínas de superfície do vírion correlacionadas com o sorotipo e a 

resposta com o hospedeiro continuam mal compreendidas (HERRERO et al., 2013). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figura14. Imagem topográfica por AFM da camada de DPPC (a), DPPC/ConA (b), 

DPPC/ConA/DENV-1 (c), DPPC/ConA/DENV-2 (d) e DPPC/ConA/DENV-3 (e) com suas 

 
correspondentes secções transversais. Área de varredura de 5m × 5m. 
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3.3.2. Caracterização eletroquímica do sistema sensor Lec-ML-eletrodo de ouro 
 
 
 

Na Figura 15 demonstra a caracterização por VC e EIE tanto da camada lipídica 

quando da camada ConA-Lip-eletrodo de ouro. Utilizamos a sonda redox K4[Fe(CN)6] 4- 

 

/K3[Fe(CN)6]3- (1:1) para todos os experimentos envolvendo a técnica eletroquímica. De 
 
acordo com a Figura 15a o eletrodo de ouro apresentou picos de oxirredução bem 

definidos, típico de um processo reverso. Após cada etapa de construção do biossensor, a 

passagem da corrente de elétrons diminui devido ao aumento da propriedade de barreira 

à cinética de transferência de elétrons que ocorre na interface eletrodo/eletrólito (BARD 

e FAULKNER, 2001). A formação de camada lipídica na superfície do eletrodo de ouro 

promove uma diminuição na corrente de pico redox, este fenômeno se repete após a 

imobilização da lectina ConA na superfície lipídica para cerca de -8 e 16 mA. A presença 

da ConA dificulta a difusão de íons tais como os ânions da sonda redox o que também 

indica sucesso na obtenção destas etapas de construção do biossensor. 

 
A Fig. 15b mostra o diagrama de Nyquist durante as etapas de construção do 

biossensor. O eletrodo por ser um metal condutor, apresenta uma resistência 

praticamente nula, contudo, este fato acorre apenas em teoria, na prática, observamos que 

mesmo sendo um condutor o eletrodo apresenta pequena impedância como demonstrado 

no surgimento de um pequeno arco e predominância do efeito difusivo dos íons da sonda 

redox para a superfície do eletrodo. Após cada etapa de modificação observa-se aumento 

gradual do diâmetro do semicírculo - aumento da resistência à transferência de íons da 

sonda redox para a superfície do eletrodo - o que se deve à adsorção de biomoléculas na 

superfície (BARD; FAULKNER, 2001). 
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Figura 15. Voltamograma cíclico (a) e diagrama de Nyquist (b) das etapas de construção 

do biossensor. 

 
 
 

Tanto a escolha do tempo de exposição dos lipossomas na superfície do eletrodo 

quanto a determinação da concentração de ConA, a ser imobilizada da camada lipídica, 
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foram realizadas previamente através de um estudo de otimização. Isto porque, é de 

extrema relevância a obtenção de alto grau de homogeneidade da camada lipídica, a fim 

de diminuir a possibilidade de formação de defeitos na monocamada e, 

consequentemente proporcionar maior quantidade de sítios para a posterior interação 

 
com a lectina. Desta forma, 5L da solução contendo lipossomas foi exposta na superfície 

do eletrodo por incubação nos tempos de 10, 15 e 30min sendo analisado por VC e EIE 

(Fig. 16a e 16b). Podemos observar que com o aumento do tempo de exposição da camada 

lipídica na superfície do eletrodo ocorreu diminuição considerável da distância entre os 

picos de oxidação e redução. 

 
O diagrama de Nyquist revela que a presença do lipídio no tempo de 10 min 

aumentou a resistência à transferência de carga. A partir de 15 min, o aumento da 

resistência à transferência de carga tornou-se pouco expressivo e, desta forma, optou-se 

pela utilização deste tempo nos experimentos subsequentes. Após a otimização do tempo 

de exposição do lipossoma na superfície do eletrodo, iniciamos o estudo da otimização da 

imobilização da lectina Con A sobre a camada lipídica. Dessa forma, 1 mL de ConA diluída 

em PBS 10 mM (pH 7,4) em diferentes concentrações (3,12; 6,25; 12,5; 

 
25 e 50g/mL) foi incubada durante 15 min e, posteriormente, as respostas por EIE e VC 

foram analisadas. 
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b 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 16. Voltamograma cíclico (a) e diagrama de Nyquist (b) da variação do tempo de 
 

exposição dos lipossomas na superfície do eletrodo. 
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De acordo com a Figura 17a e 17b, observa-se que o aumento na concentração de 

ConA é proporcional ao aumento da imobilização sobre a camada lipídica. A maior 

 
concentração analisada (50g/mL) proporcionou uma redução acentuada das correntes 

de pico de oxi-redução, correspondendo a uma diminuição da corrente de pico de 

 

oxidação de 2,8410-5 (inicialmente) para 1,4410-5 e uma diminuição da corrente de 
 

pico de redução de -2,2410-5 para -1,5710-5. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 17. Voltametria cíclica (a) e Diagrama de Nyquist (b) da variação da concentração 

de ConA na superfície do eletrodo modificado com a membrana lipídica. 
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3.3.3. Detecção eletroquímica de glicoproteínas presentes no soro 
 

 

A Fig. 18a-c demonstra a resposta por VC do sistema sensor lipídio-ConA após a 

exposição a seis diluições diferentes de cada sorotipo (1:10, 1:250, 1:500, 1:1000, 1:1500 

e 1:2000). Observa-se uma diminuição gradual da corrente em função do aumento da 

concentração de soro de dengue. Uma redução mais expressiva na resposta 

amperométrica ocorreu para o soro infectado com dengue DENV2 e DENV3. A redução da 

corrente está correlacionada com a intensidade do complexo que se forma entre ConA-

glicoproteína na superfície do transdutor. A Fig. 19a-c exibe as impedâncias real e 

imaginária do biossensor em diferentes diluições do soro. Os resultados estão de acordo 

com análise de VC e apresentaram maiores valores de resistência à transferência de carga 

para os sorotipos DENV-2 e DENV-3 em comparação com DENV-1. 
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Figura 18. Voltametria cíclica do sistema lipídio-ConA após a exposição de diferentes 

diluições do soro DENV-1 (a), DENV-2 (b) e DENV-3 (c). 

 
 
 

A Figura 20a apresenta os resultados do CV da resposta do sistema sensor após 

exposição à diluição 1:10 do soro contaminado com diferentes sorotipos incluindo a 

resposta do soro na ausência de infecção, a fim de avaliar a especificidade do biossensor. 

Observa-se uma redução expressiva do pico anódico e catódico na presença do soro 

infectado e que esta redução é mais notável para a infecção pelo sorotipo DENV-3. A razão 

pela qual ocorre redução do pico anódico e catódico reside no fato de o complexo lectina-

glicoproteína agir como uma camada bloqueadora à transferência de carga o que dificulta 

a difusão de íons da sonda redox para a superfície do eletrodo. 
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Figura 19. Diagrama de Nyquist do sistema lipídio-ConA após a exposição de diferentes 

diluições do soro DENV-1 (a), DENV-2 (b) e DENV-3 (c). 

 
 
 

Dessa forma, o biossensor lipídio-ConA-Au apresentou a capacidade reconhecer 

glicoproteínas no soro infectado por DENV-1, DENV-2 e DENV-3 na seguinte intensidade 

de resposta DENV3 > DENV2 > DENV1. 
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Figura 20. Voltametria cíclica (a) e Diagrama de Nyquist (b) da interação do biossensor 

com o DENV-1, DENV-2, DENV-3 e soro negativo. Diluição dos soros (1:10). Circuito 

equivalente utilizado para o ajuste das medidas de impedância (c). 

 

A Figura 20b mostra o diagrama de Nyquist e os correspondentes ajustes obtidos 

a partir do circuito equivalente (Fig. 20c). O aumento no Rct foi observado após a 

 
exposição do sensor aos soros contaminados com DENV-1, DENV-2 e DENV-3. O elemento 

Rct neste estudo serve como um parâmetro da resposta sensora na detecção da 

 
presença de infecção por dengue. O circuito equivalente está representado pela 

resistência da solução (RΩ), a resistência à transferência de elétrons (RCT) e a 

 
impedância de Warburg (W) como os principais elementos. Além disso, a capacitância da 

dupla camada (Cdl), a resistência da camada de lectina (R) e capacitância da membrana 

lipídica (Cm) também foram levados em consideração. O RCT depende da 

 
característica dielétrica da interface eletrodo/solução, por outro lado a W e RΩ 
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representam as propriedades da solução eletrolítica. O RCT representa a cinética de 

 

transferência de carga da sonda redox na superfície do eletrodo e altos valores de RCT 

 

estão associados com bloqueio na superfície do eletrodo. Em nosso estudo, as mudanças 

na RCT foram mais relevantes quando comparada com os outros componentes da 

 
impedância. A Tabela 1 demonstra os elementos do circuito equivalente tanto nas etapas 

de preparação de biossensor como em sua subsequente interação com glicoproteínas do 

soro presente em pacientes infectados com dengue (sorotipos 1, 2 e 3). Nossos resultados 

revelaram diferentes respostas para cada sorotipo. Os maiores valores de RCT 

 
foram obtidos para DENV3 possivelmente devido a maior indução na expressão de 

glicoproteínas no soro de pacientes contaminados por dengue permitindo, desta forma, 

um maior número de moléculas ligadas a ConA 
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Tabela1. Valores dos elementos do circuito equivalente originado do ajuste obtido 
 

através dos resultados de impedância do biossensor eletroquímico. 
 
 Camada Cdl (nF) Rct (k) W R() C (nF) R () 
           

 Eletrodo 230 ± 4,31 0,3 ± 0,05 5,66 ± 1,34 77 ± 3,21 11,3 ± 1,32 728 ± 3,54 
 Lipídio (Lip) 1160 ± 11 13 ± 0,94 9,87 ± 1,85 124 ±7,42 9,36 ± 1,27 740 ± 5,32 
 Lip-ConA 906 ± 14 17,5 ± 1,17 27,2 ± 3,05 190 ± 5,93 13,8 ± 2,31 681 ± 6,72 
     Lip-ConA-soroDENV-1       

 Lip-ConA-sDENV-1 (1:10) 775 ± 5,29 30,5 ± 2,74 55,1 ± 4,56 150 ± 4,25 5,32 ± 1,35 782 ± 3,41 
 Lip-ConA-sDENV-1 (1:250) 560 ± 4,75 24,4 ± 3,85 32,2 ± 4,23 208 ± 3,12 6,18 ± 1,56 712 ± 7,64 
 Lip-ConA- sDENV-1 (1:500) 564 ± 5,21 23,3 ± 2,01 32,6 ± 2,40 217 ± 6,23 5,11 ± 1,26 733 ± 9,43 
 Lip-ConA- sDENV-1 (1:1000) 874 ± 6,83 22,7 ± 2,74 35,3 ± 2,57 186 ± 4,72 4,27 ± 1,24 804 ± 5,36 
 Lip-ConA- sDENV-1 (1:1500) 1070 ± 6 20,9 ± 2,54 25,3 ± 2,59 188 ± 5,30 2,98 ± 0,63 687 ± 7,49 
 Lip-ConA- sDENV-1 (1:2000) 1060 ± 8,4 19,7 ± 1,39 29 ± 3,12 120 ± 4,16 13,7 ± 1,64 600 ± 6,28 
     Lip-ConA-soroDENV-2       

 Lip-ConA- sDENV-2 (1:10) 650 ± 6,75 32,3 ± 1,73 56 ± 3,27 151 ± 2,34 5,96 ± 0,74 802 ± 9,42 
 Lip-ConA- sDENV-2 (1:250) 622 ± 9,04 30,8 ± 3,74 44 ± 4,14 235 ± 4,03 5,15 ± 1,15 601 ± 13,75 
 Lip-ConA- sDENV-2 (1:500) 713 ± 8,12 26,3 ± 4,01 36 ± 2,94 336 ± 5,92 6,42 ± 1,64 863 ± 18,39 
 Lip-ConA- sDENV-2 (1:1000) 738 ± 7,55 25,8 ± 3,92 46,1 ± 3,91 311 ± 6,73 9,17 ± 1,73 833 ± 20,34 
 Lip-ConA- sDENV-2 (1:1500) 755 ± 7,46 21,5 ± 2,79 38,2 ± 2,06 302 ± 5,12 11,2 ± 2,27 865 ± 15,57 
 Lip-ConA- sDENV-2 (1:2000) 1340 ± 13 21,1 ± 4,15 22,4 ± 2,78 104 ± 4,39 9,99 ± 2,03 678 ± 5,23 
     Lip-ConA-soroDENV-3       

 Lip-ConA- sDENV-3 (1:10) 432 ± 8,01 48,4 ± 2,68 61,4 ± 5,12 118 ± 2,63 10,13 ± 1,86 768 ± 8,43 
 Lip-ConA- sDENV-3 (1:250) 945 ± 9,42 38,3 ± 3,08 40,5 ± 2,01 126 ± 2,74 5,49 ± 1,04 804 ± 13,79 
 Lip-ConA- sDENV-3 (1:500) 699 ± 10 27,5 ± 2,36 52,4 ± 1,98 218 ± 3,65 6,14 ± 1,43 955 ± 17,32 
 Lip-ConA- sDENV-3 (1:1000) 998 ± 9,32 26,1 ± 2,59 45,8 ± 4,35 240 ± 4,95 11,90 ± 2,57 984 ± 7,31 
 Lip-ConA- sDENV-3 (1:1500) 1160 ± 14 25,4 ± 2,77 44 ± 3,64 113 ± 4,54 7,41 ± 1,58 833 ± 7,8 
 Lip-ConA- sDENV-3 (1:2000) 1080 ± 12 22,1 ± 3,05 33,1 ± 2,31 162 ± 4,69 15,96 ± 2,41 643 ± 9,36 
     Lip-ConA-soroNegativo       

 Lip-ConA-sNeg (1:10) 474 ± 5,56 24,4 ± 2,63 87,7 ± 6,34 121 ± 2,54 7,15 ± 1,4 698 ± 4,53 
 Lip-ConA-sNeg(1:250) 987 ± 7,37 24,3 ± 5,04 56,2 ± 2,93 111 ± 3,71 8,95 ± 1,52 744 ± 4,28 
 Lip-ConA-sNeg(1:500) 948 ± 8,77 23,8 ± 4,26 26,1 ± 3,24 115 ± 2,63 7,53 ± 1,36 860 ± 8,54 
 Lip-ConA-sNeg(1:1000) 957 ± 6,93 22,2 ± 3,85 28,9 ± 2,74 117 ± 2,68 7,64 ± 0,93 801 ± 6,04 
 Lip-ConA-sNeg (1:1500) 1070 ± 10 20,1 ± 5,92 29,5 ± 1,49 118 ± 2,57 8,5 ± 1,34 741 ± 2,51 
 Lip-ConA-sNeg (1:2000) 1130 ± 14 18 ± 7,42 30,9 ± 2,59 113 ± 2,65 8,75 ± 1,62 732 ± 5,63 
 
 
 

O desempenho do biossensor na detecção de glicoproteínas de dengue foi 

avaliado através da variação relativa do parâmetro (∆RCT). Esta variação pode ser 

 
calculada de acordo com seguinte expressão: 

 
 
 

 

Eq.3 
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Em que, RCT (ConA) é o valor da resistência a transferência de elétrons do eletrodo 

 

modificado lipídio-ConA-Au. RCT(ConADENVsorotipo) é o valor da resistência a 

 

transferência de elétrons do sistema lipídio-ConA-Au após a exposição ao soro do paciente 

contaminado com dengue 1, 2 e 3. O ∆RCT% claramente aumenta com o 

 
aumento da concentração do soro infectado. A maior resposta ocorreu, em valores 
 

aproximados, na infecção por DENV-3 (RCT = 180%), seguida pelo DENV-2 (RCT = 

 

80%) e DENV-1 (RCT = 60%), estes resultados indicam que a interação entre a lectina 

 

ConA e as glicoproteínas presentes no soro infectado com dengue pode ser detectada pela 

superfície do eletrodo modificado (Fig. 21). Não foram observadas respostas significativas 

diante da exposição ao soro negativo. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 21. ∆RCT% do biossensor após a exposição de diferentes sorotipos (DENV-1, 

DENV-2 e DENV-3) e controle nas diluições 1:10 a 1:2000. 
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Além disso, a reprodutibilidade do sistema biossensor foi avaliada a partir da 

resposta do ∆RCT em três pacientes diferentes para cada sorotipo e cada um foi testado 

 
em um biossensor individualmente (n = 3), valores aceitáveis de R.S.D. (do inglês relative 

standard deviation) foram encontrados (5,73%, 5,43% e 4,89% para DENV-1, DENV-2 e 

DENV-3, respectivamente). 

 
ConA potencialmente de liga às partículas de dengue (DENV-1, DENV-2 e DENV-3) 

no domínio III da proteína E do vírus a qual contém dois potenciais locais de ligação ao 

carboidrato em N-67 e N-153, enquanto a maioria dos outros flavivírus apresenta apenas 

um único local de glicosilação no sítio N154 (CHAMBERS et al, 1990; HEINZ e 

ALLISON,2003). MABALIRAJAN et al. (2005) demonstraram que DENV-1 e DENV-3 estão 

associados à dengue hemorrágica em infecções primárias, enquanto que DENV-2 e DENV-

4 só foram associados com dengue hemorrágica na infecção secundária. Além disso, em 

resposta a infecção por dengue, existe a produção de mediadores inflamatórios que estão 

envolvidos na progressão da doença. Exemplo deste efeito é a ativação do sistema 

complemento (C3 e C5B) envolvidos no aumento da permeabilidade em casos graves de 

dengue. Os níveis dos complementos C3 e C5b, bem como outras glicoproteínas 

plasmáticas, já se encontram aumentados em eventos primários associados com DENV-3. 

Da mesma forma que outras glicoproteínas presentes no soro de pacientes contaminados 

por dengue, C3 contém carboidratos com elevado teor de manose, consequentemente 

apresentam maior interação específica com a lectina ConA (MIKI et al., 1986). 
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3.3.4. Caracterização piezoelétrica do sistema sensor Lec-ML-eletrodo de ouro  
 

Neste estudo, MPTS foi utilizado com o objetivo de criar uma camada altamente  

 

organizada (SAM) e ao mesmo tempo hidrofóbica. Desta forma, quando vesículas 

fosfolipídicas entram em contato ocorre a formação espontânea de monocamada lipídicas 

com as suas cadeias hidrofóbicas em contato com a superfície modificada do SAM e a 

porção hidrofílica em contato com o ar (MEUSE et al., 1998). O estudo da interação entre 

a proteína ConA e lipídios tem sido extensivamente estudada, e inclusive pelo método do 

QCM (PEI et. al., 2005; MORI et al., 2009; PEDROSO et al., 2008). 

 
Na obtenção do biossensor, inicialmente foi realizado o estudo da saturação da 

camada de biorreconhecimendo molecular de Con A (Fig 22.). Os nossos resultados 

revelam uma correlação positiva entre concentração de lectina e a variação da frequência 

de ressonância do cristal de quartzo (∆f) Desta forma, na medida em que a 

 
concentração aumenta de 2,7 a 16,2 M, a variação de frequência aumenta 

progressivamente de 218,21 Hz para 246,09 Hz, a partir de quando permanece 

 
constante com o aumento da concentração. Contudo, a partir de 21,6 M ocorre 

diminuição da variação de frequência para 239,72 Hz. Este fenômeno ocorre 

possivelmente devido ao fato de ocorrer impedimento estérico entre as moléculas de Con 

A alterar a cinética de adsorção, favorecendo a dessorção das moléculas de Con A. 

 
Assim, a concentração de 16,2M corresponde ao estado ideal de equilíbrio nas condições 

analisadas. 
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Figura 22. Estudo da variação da frequência com o aumento da concentração de 

 

Concanavalina A. 
 
 
 
 

Nas condições experimentais, a monocamada constituída por fosfatidilcolina (PC) 

se encontra no estado fluido, uma vez que a sua temperatura de transição de fase (Tm) é 

 

entre -15 e -7 ◦C (NEW, 1990). Neste estado, proteínas ligadas à superfície tendem a 

oferecer resistência ao equilíbrio e consequentemente espera-se que ofereça resistência 

à variação de frequência. No entanto, que houve aumento expressivo da variação de 

frequência na medida em que se aumenta a concentração de Con A, sugerindo a alteração 

na fluidez proporcionada pelas condições experimentais, favorecendo a imobilização da 

proteína. 

 
Apesar da monocamada de lipídio e Con A não ser considerada um filme rígido, de 

acordo com Hook et al. (2001), a equação de Sauerbray (Eq. 4) pode ser utilizada para 

sistemas biomoleculares não-rígidos e inclusive para bicamadas lipídicas. 
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Eq. 4 
 

 

Em que, Cs corresponde ao coeficiente de sensibilidade (17, 7 ng.Hz-1cm-2) para um 

cristal de quartzo de 5MHz e On é o número harmônico. 

 
 
 

Desta forma, relacionando a variação de massa com a concentração de Con A (Fig. 
 

23) podemos observar que a concentração de 2.7 M de Con A induz uma variação de 

 

frequência de oscilação do cristal de quartzo a qual corresponde a 3,86 g.cm-2, já na 
 

saturação este valor aumenta para 4,35 g.cm-2. 
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Figura 23. Variação da massa em função da concentração de Concanavalina A. 



55 
 
 

 

A eficácia do reconhecimento molecular do biossensor MPTS-DPPC-ConA foi 

avaliada por exposição a ovalbumina. Ovalbumina é uma glicoproteína contendo cerca de 

2% da manose (ZHANG et al., 2006) e quatro locais de glicosilação (LIS et al., 1998). 

 
De acordo com a Figura 24 podemos observar que com o aumento da 

 

concentração de ovoalbumina de 0,5 a 3,0 M ocorreu maior variação da frequência de 

ressonância do cristal de quartzo. Tal comportamento é devido à diminuição gradual da 

frequência do mesmo diante da interação entre a proteína Con A e a ovoalbumina, sendo 

que esta variação ocorreu na faixa de 260 Hz a 335 Hz. 
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Figura 24. Variação da frequência em função da concentração de ovoalbumina. 
 
 
 
 

Este comportamento está de acordo com a isoterma de Langmuir. Neste modelo, a 

variação da frequência no equilíbrio está relacionada com a concentração do ligante 



(Equação 5) (PEDROSO, 2008). 
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Eq. 5 
 
 
 
 

onde f é a variação da frequência de equilíbrio, C é a concentração de ConA, Δfmax é a 

mudança de frequência quando a C é infinita e Ka é a constante de afinidade aparente. Ka 

é dada pela relação entre o coeficiente angular e coeficiente linear (PESQUERO et al., 

2008). 

 
A partir da figura 24 é possível traçar uma regressão linear relacionando C/F em 

função de C. Dessa forma, a Ka da interação de ConA-ovalbumina encontrada 

 

corresponde a KA = 2,79 106 M-1. Este resultado está de acordo com a literatura onde 
 

as constantes de afinidade de lectina por polissacarídeos ou glicoconjugados foi 

calculadas por diferentes técnicas encontradas com valores na ordem de 105-107 M-1 

(ZHANG et al., 2006). 
 
 
 
 

3.3.5. Detecção piezoelétrica de glicoproteínas presentes no soro 
 
 
 
 

O reconhecimento de carboidrato tem sido alvo das pesquisas envolvendo 

biossensores (ZENG et al., 2012). Nas fases iniciais da infecção pelo vírus do dengue, há 

um aumento na expressão de glicoproteínas específicas no soro (XU et al., 2006). No 

presente estudo, o biossensor contendo lectina foi exposto a seis injeções sucessivas de 

 
300 L da diluição 1:1000 (v/ v) do soro do paciente infectado com DENV-1, 2, 3 e 

negativo (Figura 25). 
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Figura 25. Variação de frequência do cristal de quartzo após a exposição de diferentes 

 

camadas contendo 300 L da diluição 1:1000 do soro da dengue contaminado com DENV-

1 (a), DENV-2 (b), DENV-3 (c) e Não contaminado (d). 

 
 
 

Foi possível observar que com o aumento da quantidade de camadas do soro 

infectado na superfície do cristal ocorreu um aumento na variação da frequência de 

ressonância do cristal piezoelétrico para todos os sorotipos analisados e que esta resposta 

apresentou correlação com o número de camadas do soro em contato com as camadas de 

biorreconhecimento molecular da lectina. No entanto, a análise piezoelétrica refletiu um 

comportamento distinto ao observado na impedância. Podemos destacar que 
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foi observada uma variação de frequência similar para os diferentes sorotipos de dengue 

 

testados, sendo obtida como padrão de resposta a sequência DENV-1 (Fmax = 277 Hz) 

 

> DENV-3 (Fmax = 267) >DENV-2 (Fmax = 260 Hz) com diferença reduzida entre os 

 

sorotipos avaliados, porém, mais elevado quando comparado ao controle Fmax = 251Hz. 

A análise estatística pelo teste t de Student revelou que a resposta de cada biossensor na 

presença do DENV é estatisticamente distinta da resposta na ausência de infecção 

(controle) no intervalo de confiança de 95% (P<0,05). Este dado destaca que o sensor 

piezoelétrico foi capaz de identificar apenas a presença ou ausência na infecção por 

dengue o que reforça a aplicação da ferramenta impedimétrica para investigar a diferença 

de resposta entre DENV-1, DENV-2 e DENV-3. 

 
Quando ocorre interação de moléculas com a superfície do cristal de quartzo 

ocorre uma perturbação mecânica e consequentemente alteração na impedância 

(BANDEY et AL., 1999). O comportamento elétrico do cristal de quartzo (corte AT) 

utilizado em um equipamento de QCM pode ser representado através do modelo elétrico 

de Butterworth-van Dyke (BVD) (KANNISTO et al., 2009) (Fig. 26). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figura 26. Circuito equivalente de Butterworth-van Dyke. 



59 
 
 

 

Onde, C0 corresponde a capacitância estática do cristal; Rm (resistor) a dissipação de 

 

energia devido ao contato do cristal com solução; Cm (condensador) corresponde à 

energia armazenada na oscilação e está relacionada com elasticidade do quartzo e do 

meio circundante; L (indutor) é referente ao componente inerte de oscilação e está 

relacionado com a massa depositada durante a vibração. 

 
De acordo com Luklum et al. (2000) a impedância acústica relaciona-se 

diretamente com a variação de frequência e variação da resistência, como seguem: 

 
 
 
 
 
 
 
 

Eq. 6 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Onde, 
 

∆f = Variação de frequência 

 

f = Frequência de ressonância do cristal 

Im(ZL) = Impedância acústica imaginária 

 

Zeq = Impedância do cristal de quartzo (ρqq)1/2 
 

ρq= Densidade do cristal (2,65 g.cm-3) para cristais de corte AT e f=5MHz; 
 

q = Constante elástica (2,947×1011 g.cm-1.s-2). 
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Figura 27. Impedância acústica imaginária (Im ZL) do sensor após exposição a seis injeções 

consecutivas da diluição 1:1000 dos soros contaminados com DENV-1, DENV-2, DENV-3 e 

controle. 

 

A Figura 27 representa a relação entre a impedância imaginária (ImZL) com a 

 

quantidade de injeções realizadas na diluição 1:1000 dos soros dos pacientes 

contaminados com DENV-1, DENV-2 e DENV-3. A partir da Figura 29 podemos observar 

que o DENV-1 apresentou os maiores valores de impedância imaginária (144 a 155 

Pa.S.m-1) quando comparado ao sorotipo DENV-2 e DENV-3, os quais variaram de 139 a 

144 Pa.S.m-1. Os resultados obtidos demonstram que a resposta do biossensor 

piezoelétrico, após a exposição ao soro de pacientes contaminados com dengue, altera a 

capacitância da dupla camada, quando comparado à exposição do soro na ausência da 

infecção, sendo mais expressivo no soro contaminado com DENV-1. 
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A capacidade de reconhecimento de glicoproteínas pelo sistema sensor em todas 

as amostras do soro contaminado e a sua baixa expressão diante do soro não contaminado 

podem ser explicadas pelo fato de que mesmo em estágios iniciais da doença acorrer o 

aumento destas glicoproteínas quer seja pela própria constituição das partículas virais, 

quer seja pela indução de mediadores inflamatórias (DUSSART at al, 2006). A intensidade 

da resposta imune irá depender de uma variedade de fatores tais como a virulência do 

sorotipo, o genótipo do vírus e a presença de anticorpos pré-existentes, um fator de risco 

para as formas mais severas da doença. Apesar de cada sorotipo DENV ser considerado 

uma entidade filogeneticamente e com características distintas in vivo (SU, 2003), sabe-

se que uma infecção primária dos sorotipos DENV-1 e DENV-3 é em geral mais grave em 

comparação com outros sorotipos DENV-2 e DENV-4 (FERREIRA et al., 2010). Os 

resultados obtidos com o biossensor piezoelétrico reforçam a potencial aplicabilidade de 

um método diagnóstico qualitativo, simples, de baixo custo e em tempo real da infecção 

por dengue. 
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CAPÍTULO 4 – 
 

 

CAPÍTULO 4. DESENVOLVIMENTO DE UMA PLATAFORMA AUTO-ORGANIZADA 
LIVRE DE MARCADORES CONSTITUÍDA POR NANOPARTÍCULAS MODIFICADAS COM 
ÁCIDO MERCAPTOBENZÓCO E ANTICORPO PARA A IDENTIFICAÇÃO DOS 
SOROTIPOS DA DENGUE (DENV-1, DENV-2, DENV-3 E DENV-4 
 

 

4.1. Introdução 
 

Neste capítulo abordaremos o estudo da obtenção de um imunossensor 

eletroquímico específico para cada sorotipo do vírus da dengue (DENV-1, DENV-2, DENV-

3 e DENV-4). Para este fim, monocamadas auto-organizadas de cisteína e nanopartículas 

de ouro modificadas com ácido mercaptobenzóico foram utilizadas na imobilização de 

cada anticorpo sorotipo específico. A sensibilidade foi avaliada por diferentes diluições do 

vírus da dengue (1:10; 1:25; 1:50; 1:75 e 1:100) e a especificidade do imunossensor foi 

investigada através da exposição ao vírus da febre amarela (VFA) como controle negativo, 

uma vez que é um vírus da mesma família do DENV. Análises da morfologia das diferentes 

etapas do biossensor foram obtidas por microscopia de varredura. 

 

 

4.2. Materiais e Métodos 
 

 

4.2.1. Material 
 

Cisteína (Cis), ferriacianeto de potássio (K3[Fe(CN)6]), ferrocianeto de potássio 

 

(K4[Fe(CN)6]),  4-  ácido  mercaptobenzóico  (4-MBA),  citrato  de  sódio,  ácido 
 

tetracloroáurico (HAuCl4),   N-hidroxisulfosuccinimida   (NHS),   1-etil-3-(3- 
 

dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC) foram obtidos da Sigma Chemical Co. (St Louis, 
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USA) e utilizados como recebidos. O vírus da dengue, os anticorpos específicos para cada 

sorotipo e o vírus da febre amarela foram obtidos do departamento de virologia e terapia 

experimental do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhães - Fiocruz (Brazil). Tampão fosfato 

salino (PBS, pH 7.4) foi utilizado para preparar a sonda redox, soluções e diluições. Água 

ultrapura foi obtida do sistema de purificação (Millipore-Synergy). Todos os solventes e 

reagentes químicos foram de grau analítico e utilizados sem purificação prévia. 

 

 

4.2.2.  Preparação  de  nanopartículas  de  ouro  modificadas  com  4-ácido 

 

mercaptobenzóico (NpAu-AMB) 
 

 

Nanopartículas de ouro (NpAu) foram sintetizadas de acordo com a metodologia 

de ZHOU et al. (2011). A metodologia é baseado na diluição de 1mL de ácido cloroáurico 

(HAuCl4 ) em 99 mL de água, seguida pela adição de 4 mL de citrato de sódio 1% e 

 
mantida a 60°C por 35 minutos. Posteriormente, as NpAu foram então diluídas em água 

1:4 (v/v) e depois 0.2 mL de AMB (10-3M) foi adicionado ao sistema que foi mantido sob 

agitação magnética por 2h em temperatura ambiente. O tamanho de partículas e o 

potencial zeta foram avaliados antes e após a modificação química das partículas 

utilizando um equipamento zetasizer Nano ZS90 (Malvern instruments, England). 

 

4.2.3. Obtenção do imunossensor 
 
 

Inicialmente, o eletrodo de trabalho de ouro foi limpo por uma sequencia de 

 

etapas que incluem: polimento com pasta de alumina (-Al2O3, 0,05 m), lavagens com 

 

água ultrapura, seguida por ultrasonicação em água deionizada por 5 min. Após esta 

 

etapa, 5 L de uma solução de cisteína (30mM) foi adsorvida na superfície do eletrodo 
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pelo método drop coating por 15 min e então lavado com PBS a fim de remover as 

moléculas que não adsorveram na superfície. Posteriormente, o grupo funcional amina 

 
da cisteína foi ativado utilizando 2L de uma mistura de EDC 0.4M e NHS 0.1M (1:1, 

 

v/v) em contato com a superfície do eletrodo por 10 min. Em seguida, 5 L de 

nanopartículas de ouro funcionalizadas com ácido mercaptobenzóico (NPAu-AMB) e 

incubadas na superfície do eletrodo por 60 min, novamente ativados com EDC:NHS e 

 
adicionados 2L de anticorpo (1:50) por 40min. A avaliação da resposta do sistema 

 

imunossensor foi realizada por exposição de 2L de diferentes diluições (1:10; 1:25; 

1:50; 1:75 e 1:100) do vírus DENV-1; DENV-2; DENV-3; DENV-4 em PBS, expostos por 

20min. Cada camada do imunossensor foi previamente otimizada em relação ao tempo e 

concentração e todas as medidas foram realizadas em triplicata a temperatura ambiente. 

A Fig. 28 representa a ilustração esquemática da plataforma sensora. 

 
A resposta foi obtida utilizando o potenciostato PGSTAT 128N (Autolab, Eco 

Chemie, The Netherlands), utilizando um sistema de três eletrodos, ou seja o eletrodo de 

trabalho de ouro, eletrodo de platina como contra-eletrodo e um eletrodo de referência 

de Ag/AgCl. Na voltametria cíclica (VC) foi utilizada uma velocidade de varredura 50 

mV.s−1 e potencial variando de -0.2 a 0.7 V. As medidas de impedância foram realizadas 

na faixa de frequência de 100 mHz a 100 kHz e a uma amplitude de onda senoidal de 10 

mV. A sonda redox utilizada foi K4[Fe(CN)6]4-/K3[Fe(CN)6]3− (1:1) em 10 mM em PBS. 

 
Todas as medições foram realizadas em triplicata, a temperatura ambiente e no interior 

de uma gaiola de Faraday. 
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Figura 28. Representação esquemática da construção do imunossensor eletroquímico 

(Fonte: do autor, 2015). 

 

 

4.3. Resultados e Discussão 
 
 

 

4.3.1. Funcionalização da nanopartícula de ouro 

 

A funcionalização das nanopartículas de ouro com o ácido mercaptobenzóico 

(NpAu-AMB) foi avaliada por medida de tamanho de partícula e do potencial zeta. Foram 

investigados tanto antes quanto após a modificação das NpAu (figura 29a e 29b), onde 

podemos observar que antes da modificação, as NpAu apresentaram um tamanho médio 

de 9,36 nm ± 12,35 e que após a modificação das partículas com AMB o tamanho médio 

aumentou para 16,83 nm ± 0,49. Além disso, de acordo com a Fig. 30a e 30b, podemos 

observar que as NpAu apresentaram um potencial zeta (ζ) de (-25,5 ± 17,7) mV e após a 

modificação com AMB o potencial zeta continuou negativo, porém com menor intensidade 

com aproximadamente (-12,6 ±9,44 ) mV. O AMB se liga na superfície da NpAu via 

grupamento –SH deixando livre o grupo funcional –COOH (ZHOU et al., 2008). 
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Figura 29. Distribuição do tamanho de partícula das NpAu (a) e das NpAu-AMB (b). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figura 30. Potencial zeta das NpAu (a) e das NpAu-AMB (b). 
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4.3.2. Caracterização eletroquímica das etapas de obtenção do imunossensor 

 

Apesar das vantagens atribuídas aos sensores eletroquímicos, o seu desempenho 

pode ser potencializado por modificação da sua superfície, o que promove redução da 

passivação de sua superfície que se dá principalmente por produtos e subprodutos da 

reação de oxirredução. Na obtenção do imunossensor, o aminoácido L-cisteína 

(SHCH2CH(NH+3)CO-2), o qual apresenta ponto isoelétrico 5,0, foi utilizado na 

 
modificação da superfície do eletrodo de ouro. Camadas automontadas de cisteína tem 

sido extensivamente relatadas na literatura na obtenção de biossensores (YANG et al., 

2001; HERNÁNDEZ et al., 2003; PAULO et al., 2011) principalmente porque apresentam 

grupamentos funcionais –sulfidrílico, amino e carboxílico. Além disso, estudos apontam 

que a cisteína adsorve rigidamente na superfície de ouro e o processo é considerado 

relativamente rápido (SANTOS et al., 2012; HERNANDES, VICENTE, HERNANDES, 2003). 

Ao grupamento funcional amino da cisteína foi ligado o grupamento carboxílico presente 

no sistema NpAu-AMB via ativação por EDC:NHS, formando uma ligação amida. A fim de 

otimizar a concentração e o tempo de exposição da molécula de cisteína na superfície de 

ouro, foram realizados estudos por voltametria cíclica e espectroscopia de impedância 

eletroquímica. 

 
Na figura 31a observamos o voltamograma cíclico e diagrama de Nyquist para as 

diferentes concentrações de cisteína (10; 20, 30, 40, 50, 60 e 70 mM), onde podemos 

observar que o aumento da concentração de cisteína proporcionou redução pouco 

expressiva nos picos de oxidação e de redução dos voltamogramas, para a concentração 

 
10 mM (34,4 e -28 A respectivamente) e para a concentração 70 mM (29 e -30 A 

respectivamente). Pode-se destacar que mesmo em altas concentrações da cisteína esta 
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camada e os íons provenientes da sonda redox apresentam a característica de processo 

reversível limitado por difusão. 

 
No espectro da impedância versus a concentração de Cisteína (figura 31b), por sua 

vez, após a adição da molécula de cisteína, observamos um aumento gradual tanto da 

componente resistiva do sistema quanto da componente capacitiva e consequentemente 

da impedância total. O componente resistivo (Z’) variou de 3563 Ω (concentração 10mM) 

a 4200 Ω (concentração30mM) ,mas a partir desta concentração o aumentou mostrou-se 

pouco expressivo. Além disso, em altas concentrações observamos a diminuição do 

processo difusional nas regiões de baixa frequência. Estes resultados demonstram 

efetividade na imobilização da cisteína no eletrodo de ouro e para fins de obtenção do 

imunossensor utilizamos a concentração de 30mM. 
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Figura 31- Voltamograma cíclico (a) e Diagrama de Nyquist (b) da etapa de otimização 

 

da concentração de Cisteína no imunossensor. 
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Após esta etapa, avaliamos a resposta eletroquímica da concentração 30mM em 

diferentes tempos de incubação (5, 10, 15, 20 e 25 min) como demonstrado pelas análises 

de VC e EIE (Figs. 32a e 32b, respectivamente). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figura 32. Voltametria cíclica (a) e Diagrama de Nyquist (b) do tempo de 

incubação da cisteína com concentração fixa de 30mM. 
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De acordo com os dados de VC observamos o que o aumento do tempo de 

imobilização da cisteína no eletrodo de ouro diminuiu a passagem de corrente tanto nas 

 

áreas anódicas quanto catódicas até o tempo de 15 min (3,36 10-5 a -2,95 10-5 A) onde 

a partir deste tempo, as moléculas de cisteína imobilizadas na superfície do eletrodo 

tendem a estar menos estáveis quando em contato com a sonda redox o que favorece o 

processo de dessorção e consequentemente facilita a passagem da corrente. Os espectros 

EIE (Fig. 36b) demonstram aumento da RCT com o aumento do tempo de 

 
incubação da cisteína de 2092 Ω (10 min) para 3115 Ω (15 min), porém, após o tempo de 

15 min esta variação se tornou menos expressiva, sendo então utilizada na obtenção do 

imunossensor. 

 
Após a formação de camada auto-organizada de Cisteína, grupamentos aminos 

terminais (-NH2) da Cisteína foram ligados covalentemente ao grupamento carboxílico 

 
do AMB presente na NpAu via ativação com EDC:NHS. A otimização do tempo de contato 

das NpAu-AMB com a superfície modificada com Cisteína foi avaliado por (VC e EIE), os 

tempos analisados foram 10, 20, 30, 40, 50, 60 min (Fig. 33a e 33b). Após a ativação com 

EDC:NHS, observa-se acúmulo de espécies eletroativas na superfície e consequentemente 

facilidade à passagem da corrente não-faradaica. A imobilização da NpAu-AMB 

proporciona uma discreta diminuição das correntes de pico e está relacionada à presença 

do anel aromático no MBA o qual facilita o acoplamento de fluxo de elétrons na interface 

eletrodo-solução (COSTA et al, 2014; WANG et al, 2011). Com o aumento do tempo de 

imobilização das NpAu-AMB para 60min, observamos uma expressiva diminuição das 

correntes de picos anódica e catódica. Para o tempo de 60min 

 
a corrente de pico de oxidação foi reduzida de 45 A (10min) para 24A, já a corrente de 

 

pico de redução apresentou valores de -43 A (10min) e -28 A (60min) (Fig. 33a). 
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Figura 33. Voltametria cíclica (a) e diagrama de Nyquist (b) do tempo de incubação da 
 

NpAu-AMB. 
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Além disso, de acordo com os resultados obtidos por espectroscopia de 

impedância eletroquímica (Figura 33 b) houve um aumento expressivo da propriedade 

de resistência à transferência de carga com o aumento do tempo, onde com 60min o Rct 

apresentou o valor de 3711 Ω. Desta forma, este tempo foi utilizado na imobilização de 

NpAu-AMB na plataforma do imunossensor. A utilização de NpAu na plataforma 

biossensora contribui para a resposta analítica uma vez que por ser partículas 

nanométricas de metal nobre que apresentam alta relação entre superfície e volume e alta 

energia de superfície (GUO E WANG, 2007; PINGARRÓN et al., 2008). 

 

 

4.3.3. Detecção eletroquímica do imunossensor 
 

 

Na Figura 34 o comportamento eletroquímico dos anticorpos (Anti DENV-1, Anti 

DENV-2, Anti DENV-3 e Anti DENV-4) e a reposta após a exposição dos diferentes 

sorotipos da dengue nas diluições (1:10; 1:25; 1:50; 1:75 e 1:100) estão sendo 

representadas por VC. Podemos observar que para todos os sorotipos analisados a 

interação do anticorpo com o vírus forma imunocomplexos de natureza não condutiva o 

que dificulta a passagem da corrente faradáica da solução para o transdutor. A resposta 

do imunossensor é ainda proporcional à quantidade de vírus em contato com a 

plataforma sensora. Em relação ao DENV-1, observamos que as correntes de pico 

 

anódica e catódica correspondem respectivamente a 1,39 10-5A e -1,13 10-5A (diluição 
 

1:100) e com o aumento da concentração estes valores diminuem para 1,0410-5 e -1,03 
 

10-5A (1:10). O DENV-2 por sua vez, apresentou valores de 1,1710-5 e -1,0410-5 A 
 

(diluição 1:100), e diminuição da corrente faradaica para 8,8910-6 e -8,8510-6 A 
 

(diluição 1:10). O DENV-3 apresentou valores de 1,09 10-5 e -1,09 10-5 A (diluição 
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1:100), diminuição da corrente faradaica para 9 10-6 e -9,6 10-6 A (diluição 1:10). Em 

contrapartida, o DENV-4 valores de 1,25 10-5 e -1,13 10-5 A (diluição 1:100), 
 

diminuição da corrente faradaica para 9,80 10-6 e -9,2410-6 A (diluição 1:10). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 34. Voltametria cíclica de diferentes diluições do vírus DENV-1, DENV-2, DENV-3 

e DENV-4. 

 

 

Individualmente cada imunossensor foi exposto a diluição 1:10 do vírus da febre 

amarela (VFA), um vírus da mesma família do DENV, a fim de avaliar a seletividade e 

 

cujos valores de corrente corresponderam a aproximadamente 1,1310-5 A, ou seja, 

inferior à diluição 1:10 dos quatro sorotipos. Avaliando a separação entre os picos de 

oxidação e redução na diluição 1:10, observamos que nas condições de VC os DENV-4 e 
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DENV-3, apresentaram respostas mais expressivas quando comparados ao e DENV-1 e 

DENV-2. 

 
A utilização dos dados de EIE no estudo do comportamento do imunossensor é 

relevante uma vez que são realizados em condições próximas do equilíbrio quando 

comparada com a técnica de VC a qual induz uma perturbação no sistema ao se trabalhar 

com potenciais elevados. A Figura. 35a demonstra o espectro de impedância para cada 

imunossensor sorotipo específico em diferentes diluições e inclusive com o VFA. Podemos 

observar um aumento do diâmetro do semicírculo na medida em que se aumenta a 

concentração do vírus da dengue e que a resposta do controle negativo (vírus da febre 

amarela) apresentou-se pouco expressiva denotando a seletividade do imunossensor 

analisado. Além disso, o modelo de circuito elétrico adotado, ajusta-se satisfatoriamente 

ao sistema sensor e para todos os sorotipos analisados. 

 
O circuito adotado para a análise dos dados experimentais de EIE foi o de Randles 

(RANDLES, 1947) (Figura 35b). A tabela 2 mostra os elementos do circuito obtido após o 

fit, onde, Rs representa a resistência ômica da solução, o Cdl representa a capacitância da 

dupla camada elétrica, o Rct representa a resistência à transferência de carga e o W 

representa a impedância de Warburg que por sua vez está relacionada à difusão de íons 

da solução para o eletrodo de trabalho. 

 
Os valores da resistência à transferência de carga em relação à diluição 1:10 foram 

DENV-1 (26,6 Ω), DENV-2 (25,2 Ω), DENV-3 (41,3 Ω) e DENV-4 (44,2 Ω). Estes resultados 

estão de acordo com os resultados obtidos das análises dos voltamogramas cíclico. 
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Figura 35. Espectroscopia de impedância eletroquímica de diferentes diluições do 

vírus DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4 (a) e modelo do circuito elétrico ajustado ao 

sistema (b). 
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Tabela 2. Média dos valores dos elementos do circuito equivalente originado do fit obtido 

através dos resultados de impedância do imunossensor eletroquímico. Desvio 

 
padrão ~ 5% para todas as medidas (N=3). 
 
 
 
 

 Camada R() Y0() N RCT(K) Y0 () 
       

 Eletrodo 595 173,00 0,445 0,28 269 
 Cisteína 590 4,44 0,840 2,42 460 
 Cisteína/EDC:NHS 533 6,77 0,746 0,77 458 
 Cisteína/NAPau 574 8,60 0,746 1,09 464 
 Anticorpo_DENV-1 473 2,46 0,850 8,9 427 
 DENV-1 (1:10) 538 2,77 0,865 26,6 541 
 DENV-1 (1:25) 371 2,76 0,802 24,2 315 
 DENV-1 (1:50) 390 2,66 0,785 20,1 953 
 DENV-1 (1:75) 497 2,13 0,860 13,9 513 
 DENV-1 (1:100) 504 1,97 0,859 11,9 393 
 Anticorpo_DENV-2 466 1,94 0,859 9,18 416 
 DENV-2 (1:10) 522 1,68 0,869 25,2 479 
 DENV-2 (1:25) 543 1,77 0,863 19,1 405 
 DENV-2 (1:50) 469 1,83 0,852 17,2 277 
 DENV-2 (1:75) 460 1,41 0,818 15,4 277 
 DENV-2 (1:100) 532 1,79 0,845 11,1 383 
 Anticorpo_DENV-3 577 1,82 0,868 17,4 449 
 DENV-3 (1:10) 360 2,23 0,813 41,9 337 
 DENV-3 (1:25) 448 2,90 0,789 35,0 420 
 DENV-3 (1:50) 353 2,45 0,795 29,0 560 
 DENV-3 (1:75) 333 3,00 0,765 24,2 270 
 DENV-3 (1:100) 299 2,62 0,762 22,0 961 
 Anticorpo_DENV-4 533 1,43 0,848 5,49 361 
 DENV-4 (1:10) 598 1,62 0,877 44,2 307 
 DENV-4 (1:25) 591 1,51 0,876 25,9 346 
 DENV-4 (1:50) 573 0,95 0,900 16,2 322 
 DENV-4 (1:75) 345 3,45 0,728 11,0 482 
 DENV-4 (1:100) 574 1,23 0,860 8,6 330 
 Negativo-VFA (1:10) 554 1,30 0,876 8,0 377 

 
 
 
 

 

Além disso, a resistência à transferência de carga após a exposição ao vírus da febre 

amarela apresentou valores inferiores, mesmo quando comparado a maiores diluições do 

vírus da dengue (1:100) e isto para todos os quatro tipos de imunossensor. 
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O desempenho do biossensor na detecção do vírus da dengue também foi avaliado 

através da variação relativa do parâmetro ∆RCT. Esta variação pode ser 

 
calculada de acordo com a seguinte equação: 
 
 
 

 

Eq. 7 
 
 
 
 
 

 

Onde, Rct (Anticorpo) é o valor do Rct do imunossensor antes da exposição ao 

 

vírus DENV. Rct (DENV) é o valor do Rct imunossensor após a exposição a diferentes 

 

diuições do DENV. De acordo com a figura 36 podemos observar que na medida em que 

 

a diluição do vírus dengue foi aumentando, o RCT  foi diminuindo para cada 

 

imunossensor analisado, além disso, houve linearidade ao fazer a regressão da reta com 

coeficiente de correção para o DENV-1 (R= 0,99042), DENV-2 (R= 0,95423), DEN-3 (R= 

0,96896) e DENV-4 (R= 0,90918) na faixa das diluições analisadas 1:10 a 1:100. De acordo 

com os valores de resistência à transferência de carga relativa DENV-1 (33,7 a 199 %), 

DENV-2 (21 a 174,5 %), DENV-3 (6,4 a 141 %) e DENV-4 (56,5 a 705 %), o DENV-4 

apresentou maior interação com a superfície do imunossensor principalmente nas 

menores diluições analisadas. Além disso a resposta de cada imunossensor na presença 

do VFA (negativo) foi considerada pouco expressiva principalmente nas menores 

diluições. Além disso, a diferença entre a resposta do imunossensor na presença do DENV 

e na presença do VFA foi considerada estatisticamente significativa de acordo com o teste-

t de Student ( p ≤ 0,05) e nas diluições analisadas. 
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Figura 36. Valores de RCT em relação a diferentes diluições do DENV-1, DENV-2, DENV- 
 

3 e DEN-4. 
 
 
 

 

O grau de recobrimento () do DENV sobre a superfície do imunossensor foi 

avaliado de acordo com a equação 8, em que, RCT(Anticorpo) corresponde à resistência à 

 
transferência de carga da superfície sensora para cada tipo de imunossensor e 

RCT(DENV), a resistência à transferência de carga após a exposição ao vírus da dengue 

 
(SZYMAŃSKA et al., 2007). 
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Eq.( 8) 
 
 
 
 

De acordo com a Fig. 37, observamos que em relação ao grau de recobrimento do 

DENV sobre a superfície do imunossensor, observamos que o DENV-4 apresenta maior 

interação com superfície do imunossensor 0,36 a 0,87, quando comparado ao DENV-1 

(0,25 a 0,66), DENV-2 (0,17 a 0,63) e DENV-3 (0,20 a 0,58) e que para todos os 

imunossensores este aumento foi gradual com o aumento da concentração e sem 

tendência à saturação nas diluições analisadas. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figura 37. Grau de recobrimento de diferentes diluições do DENV-1, DENV-2, DENV-3 

e DEN-4. 
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4.3.4. Caracterização morfológica por microscopia eletrônica de varredura 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 38. Imagem por microscopia eletrônica de varredura das etapas de obtenção do 

imunossensor, cisteína (a), cisteína/NpAu (b), cys/NpAu/Anticorpo e após exposição ao 

DENV-1 (d), DENV-2 (e), DENV-3 (f), DENV-4 (g) e VFA (h). 

 
 
 

As imagens por MEV da superfície do imunossensor após cada etapa de obtenção 

e após a interação com os diferentes sorotipos do DENV estão apresentadas na Fig. 38. É 

possível observar que a imobilização da cisteína apresenta-se com uma distribuição 

homogênea na camada (Fig. 38b) e que após a interação com as NpAu (Fig. 38c) ocorre o 

aparecimento de agregados circulares. A caracterização da superfície do imunossensor 

após exposição aos diferentes sorotipos do DENV (Fig.38 d a Fig.38 g) indica uma 

continuidade na formação de agregados com diferentes ordens de magnitude, neste caso, 

devido à interação antígeno- anticorpo, sendo mais expressivo em DENV-4 (Fig. 38 g) o 

que não pode ser visualizado na presença do VFA (Fig. 38 h). Estes resultados estão 

diretamente correlacionados com os achados eletroquímicos. 



83 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

CAPÍTULO 5 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Conclusões 



84 
 
 

 

Capítulo 5. Conclusões 
 

 

Nesta tese biossensores eletroquímicos e biossensores piezoelétrico, constituídos 

por Concanavalina A em membrana lipídica foram obtidos e caracterizados a fim de 

identificar a presença da infecção pelo vírus da dengue (DENV-1, DENV-2 e DENV3) em 

meio complexo do soro de pacientes infectados. As respostas de ambos os biossensores 

foram significativamente diferentes das obtidas após exposição ao soro de pacientes na 

ausência da infecção. Além disso, os biossensores apresentaram linearidade de resposta 

com o aumento da concentração. 

 
O biossensor piezoelétrico identificou de forma qualitativa a presença de infecção 

pelo DENV, por outro lado, o biossensor eletroquímico, evidenciou diferentes padrões de 

resposta entre os sorotipos analisados, sendo mais expressiva para o DENV-3. A infecção 

decorrente do DENV-3 apresenta um aumento de glicoproteínas ricas em α-D-manose e 

α-D-glicose no soro do paciente infectado de forma distinta àquele expressado em 

infecções decorrentes pelo DENV-1 e DENV-2. Estes achados podem contribuir na 

investigação das características peculiares da infecção oriunda deste sorotipo, em meio 

complexo (soro), utilizando um método simples, de baixo custo e em tempo real. 

 
A fim de obter biossensores mais específicos na identificação da infecção por 

DENV, quatro imunossensores constituídos por Anti-DENV-1, Anti-DENV-2, Anti-DENV-3 

e Anti-DENV-4, foram desenvolvidos por imobilização dos anticorpos em camadas 

altamente organizadas de nanopartícula de ouro e exposto aos diferentes sorotipos do 

DENV. O padrão de resposta foi analisado por técnicas eletroquímicas e a superfície em 

cada etapa de construção foi caracterizada por MEV. Os resultados demonstraram que 

para todos os imunossensores analisados houve, reconhecimento da presença do vírus, 
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linearidade de resposta nas diluições analisadas e seletividade quando exposto ao vírus 

 

da febre amarela (controle). 
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