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RESUMO

A dengue é uma enfermidade causada por um arbovirus da familia Flaviviridae,
género Flavivirus, que inclui quatro sorotipos imunoldgicos DENV (1-4) e para a sua
deteccdo tém sido utilizados diversos tipos de biossensores. Nanocomp@sitos
hibridos tém sido aplicados no desenvolvimento de sensores devido suas
propriedades fisico-quimicas. Neste trabalho, compdsitos de nanoparticulas de
ouro/polianilina (AuNpPANi) foram imobilizadas sob a superficie do eletrodo de ouro
(EAu), para o desenvolvimento de um biossensor eletroquimico para dengue.
Inicialmente foi realizada a modificacdo do eletrodo por automontagem sendo obtido
o sistema EAu-AuNpPANi-DNAsonda. FOram realizadas medidas de voltametria ciclica
(VC), com potenciais aplicados de -0,2 V a 0,7 V, velocidade de varredura de 50
m/V) e espectroscopia de impedéancia eletroquimica (EIE) com frequéncia de 100
mHz a 100 KHz e amplitude de 10 mV numa solugéo de 10 mM de ferro-ferricianeto
de potassio (Ks[Fe(CN)gJ/KsFe(CN)s]) (1:1). Na VC do sistema EAu-AuNpPANi-
DNAsonda-DNAcompiementar fOi Observada uma redug&o nas correntes de pico anddica e
catddica. Na EIS o sistema EAu-AUNpPANIi-DNAsonda-DNAcomplementar fOi Observado
um aumento na resisténcia de transferéncia de elétrons (Rte). Para o sistema em
contato com o sorotipo diferente (DNAnzo-complementar) NA0 houveram variagdes das
respostas amperométrica e do Rct. Portanto, o sistema EAu-AUNpPANi-DNAsonda foi

capaz de detectar qualitativamente o material genético de cada sorotipo dengue.

Descritores: dengue, DNA, nanocompdsitos hibridos, voltametria ciclica,

espectroscopia de impedancia eletroquimica



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Imagem do mosquito Aedes aegypti.

Figura 2 — Ciclo de vida do mosquito Aedes aegypti.

Figura 3 — Imagem do mosquito Aedes albopictus.

Figura 4 — Representagdo da estrutura do virus da dengue.

Figura 5 — Representagdo esquematica do funcionamento de um biossensor.

Figura 7 — Variacdo da aplicac@o do potencial com o tempo em voltametria ciclica.

Figura 8 — Esquema representativo de um voltamograma ciclico.

Figura 9 — Circuito de Randles.

Figura 10 — Representacéo da semelhanga entre um capacitor de um circuito elétrico

(modelo Helmontz) com a interface eletrodo/solugé&o de uma célula eletroquimica.
Figura 11 — Diagrama de Nyquist.

Figura 12 — Representagdo esquematica da sintese das AuNpPANi.

Figura 13 — Representagdo esquematica da montagem do biossensor.

Figura 14 — Imagens de microscopia eletronica de transmissdo das AuNpPANi em
campo escuro e claro (a). Imagem de alta resolugdo dos AuNpPANI (b). Detalhe

difragdo de elétrons do AUNpPAN:.

Figura 15 — Voltamograma ciclico (a) e diagrama de Nyquist (b) do sistema
AuNpPANI-TS1.



Figura 16 — Voltamograma ciclico (a) e Diagrama de Nyquist (b) da avaliagdo da

concentragdo de DNA.

Figura 17 — Voltamogramas ciclicos do sistema de deteccdo do sorotipo 1 da
dengue (a); sistema de detecgéo do sorotipo 2 da dengue (b) e sistema de detecgéo

do sorotipo 3 da dengue (c).

Figura 18 — Diagramas de Nyquist do sistema de detecg&o do sorotipo 1 da dengue
(a); sistema de detecgdo do sorotipo 2 da dengue (b) e sistema de deteccdo do

sorotipo 3 da dengue (c).



LISTA DE ABREVIATURAS

ALT — alanina aminotransferase

AST — aspartato aminotransferase

AuNpPAN:I — nanopariculas de ouro/polianilina

Cdl — dupla camada elétrica

cDNA — DNA complementar

DC - dengue classica

EAu — eletrodo de ouro

EIE — espectroscopia de impedancia eletroquimica

ELISA — ensaio imunoenzimatico para deteccao indireta de anticorpos IgG

FC — fixagdo do complemento

FHD — febre hemorréagica da dengue

HI — inibic&o por hemaglutinagao

HLA — antigeno leucécito humano

IFN-y — interferon y

IL-10 — interleucina-10

IL-1B — interleucina 13



IL-2 — Interleucina-2

IL-6 — interleucina-6

IL-8 — interleucina-8

IL-9 — interleucina-9

LT — linfécito T

MAC-ELISA - ensaio imunoenzimatico para deteccao de anticorpos IgM

NPs — nanopatrticulas

NT — teste de neutralizacao

PAF — Fator de ativagéo de plaquetas

PCs — polimeros condutores

Rct - resisténcia de carga

rTPCR — reagcdo em cadeia da polimerase

Rq - resisténcia 6hmica da solugdo

SCD - sindrome do choque da dengue

TFS — tampéao fosfato de sodio

TNF-a — fator de necrose tumoral

TS1 - sonda do sorotipo 1 da dengue



TS2 — sonda do sorotipo 2 da dengue

TS3 - sonda do sorotipo 3 da dengue

VC- voltametria ciclica

W — impedancia de Warburg

Z; — impedancia faradaica

Zim — cOomponente imaginaria

Ze — cOmponente real



SUMARIO

11
1.1.2
1.1.3
114
1.15
1.1.6
1.1.6.1
1.1.6.2

1.1.7
1.1.8
1.2
1.3
1.4
141
1.4.2

3.1
3.2

4.1
4.2
4.3
4.4
4.5
4.6
4.7

INTRODUGAO ...t e, 13-32
DENQUE. ... 13-24
ACUES AEGYPLI. ..ttt 13-15
Aedes aEDOPICIUS. ... 15-16
TrANSMISSEO.....cci ittt e 16
VIPOIOGIA. -ttt a e 16-17
Manifestagctes ClNICAS...........coouuuiiiieiiiie e 18-20
Dengue CIASSICA (DC)....uviiiiiiiieeeiiiiee e 18
Febre Hemorragica da Dengue (FHD) e Sindrome do Choque

da DENGUE (SCD)....uuuieiiiiiiiieeee e e 19-20
IMUNOPALOIOGIA. ... 20-21
[DIF=To | 1013 (o] o J PR 22-24
BIOSSENSOIES.....ceiiiiiiiii et 24-25
Nanocompodsitos Hibridos............coooiiiiiiiiiiee e 26-27
Técnicas EletroquimiCas.........ccoooiieeiiiiiiiiiie e 27-32
Voltametria CiCliCa..........uvvieieiieiie e 28-29
Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica............cc.c...e.... 29-32
JUSTIFICATIVA . e 33
OBUIETIVOS ..o 34
ODJetivo Geral ... 34
Objetivos ESPECIfiCOS ......ceviiiiiiiiieiiiiie e 34
METODOLOGIA ... 35-38
Materiais € REAJENTES. ... 35
Sintese da Nanoparticula de ouro/polianilina (AuNpPANi)....... 35-36
Microscopia Eletronica de TranSmiSS&0...........c.cccuvuvvvieeneeeennnn. 36
Medidas de impedancia eletroquimica .........ccccceeeviiveeeeeniennnn. 36
Medidas de Correntes de picos catodicos e anddicos ............. 37
Montagem do DIOSSENSON..........cc.uuuiiiiiiiiie e 37-38

ASPECTOS ELICOS ...ouvieeviieeecieteeeeee et 38



51
5.2
5.3

RESULTADOS E DISCUSSAO. ... oo, 39-48

Sintese da AUNPPANI. ......oooiiiii e 39
Determinagéo da concentragdo da sonda (TS1) e do DNA...... 40-43
Deteccdo Eletroquimica de DEN1-3 utilizando o eletrodo

modificado com AUNPPANI-TS1-3. ... 43-48
CONCLUSAO. ...ttt 49

REFERENCIAS. .. oottt e e e e e e aaens 50-56



13

1 INTRODUCAO

1.1 DENGUE

A dengue é uma doenca febril aguda que pode cursar de forma benigna ou
grave, apresentando-se como dengue cléssica (DC), febre hemorragica da dengue
(FHD) ou sindrome do choque da dengue (SCD) (BRASIL, 2005). Essa patologia é
atualmente a mais importante arbovirose humana e uma das grandes doengas
emergentes contemporéaneas, transmitida pelos mosquitos do género Aedes, sendo

seus principais vetores os mosquitos Aedes aegypti e Aedes albopictus.

1.1.2 Aedes aegypti

O Aedes aegypti é um mosquito provavelmente originario da Africa, onde
podem ser encontradas popula¢des selvagens e domésticas da espécie, foi
originalmente descrito na regido do Egito o que lhe conferiu seu nome especifico
(Aedes aegypti) (OPS,1991). Nas Américas somente sdo encontradas a forma
domeéstica do mosquito e acredita-se que o inseto foi introduzindo no Novo Mundo,
transportado através de barris de agua durante as primeiras colonizacdes e

exploragcdes européias.

A espécie Aedes aegypti € encontrada em regides tropicais e subtropicais,
apresentando uma ampla distribuicdo mundial entre as latitudes 35° N e 35° S.
Embora sua distribuicdo também seja limitada pela altitude, o inseto que geralmente
ndo é observado acima dos 1.000 metros, foi encontrado tanto na india quanto na
Colémbia acima dos 2.000 metros (OPS,1991; BRASIL, 2001;
UNICEF/UNDP/WORLD/BANK/WHO, 2009). O Aedes aegypti (Fig. 1) possui o
tamanho pequeno em torno de 0,5 cm de comprimento, sua cor € preta com
algumas manchas branca no dorso, nas pernas e na cabe¢a. O ruido que o

mosquito produz é muito baixo, sendo inaudivel ao ser humano.

E um mosquito essencialmente urbano, apesar de ter sido encontrado em

zonas rurais, o qual se acredita que foi transportado em vasos domésticos onde se



14

encontravam larvas e ovos do mosquito. Geralmente ndo € encontrado a mais de

100 metros das habitagbes humanas.

Figura 1 — Imagem do mosquito Aedes aegypti (Disponivel em: www.inmetro.gov.br)

O mosquito se desenvolve por metamorfose completa e seu ciclo de vida (Fig.
2) compreende quatro fases: ovo, larva (quatro estagios larvarios), pupa e adulto.

Figura 2 — Ciclo de vida do mosquito Aedes aegypti (Disponivel em: www.cdc.gov)
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O macho se alimenta de frutas ou de outros vegetais adocicados, ja a fémea
alimenta-se de sangue da maioria dos vertebrados, porém exibem uma preferéncia
por sangue humano. A ingestdo de sangue fornece uma fonte de proteina para o
desenvolvimento dos ovos. O repasto sanguineo ocorre geralmente nas primeiras
horas da manhd e ao anoitecer, a picada ocorre nas regides dos pés, pernas e
tornozelos, pois voam baixo, geralmente a meio metro de altura do solo. Na picada,
a fémea aplica uma substancia anestésica tornando a picada indolor. E através da
picada que quando contaminada a fémea do mosquito transmite o virus da dengue

para os humanos.

O Aedes aegypti € encontrado nas habitacbes e ocasionalmente no
peridomicilio. As superficies preferidas para o repouso sé&o as paredes, mobilia,

pecas de roupas penduradas e mosquiteiros.

1.1.3 Aedes albopictus

O mosquito Aedes albopictus (Fig. 3) é uma espécie originaria das selvas
asiaticas, ele esta distribuido amplamente pela Asia e no Pacifico, desde as regides
temperadas até os tropicos (OPS,1991). Sua disseminagdo para as Américas
ocorreu devido ao intenso comércio de pneus entre os continentes (TEIXEIRA,
1999). O primeiro achado de Aedes albopictus no Brasil, ocorreu em 1986, em um
foco localizado na Universidade Rural do Rio de Janeiro, no Municipio de Itaguai
(FORATINI, 1986; BRASIL, 2001).

O Aedes albopictus, apesar de possuir basicamente caracteristicas de
espécies florestais adaptou-se facilmente a ambientes urbanos. O mosquito utiliza
como fonte de criadouros alguns recipientes como jarros, tanques, pneus, tambores,
por ser menos doméstico do que o Aedes aegypti prefere os ocos de arvores para

depositar seus ovos, longe dos humanos.

O inseto alimenta-se tanto de sangue de animais como de sangue humano,
porém tem por preferéncia o sangue de animais. Ao contrario do aegypti é bastante
resistente ao frio. Apesar de presente em varias regides do sul e sudeste do Brasil
até o momento néo foi associado a transmisséo de dengue nas Américas, sendo um
vetor de importancia na Asia (BRASIL, 2005).
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Figura 3 — Imagem do mosquito Aedes albopictus.(Disponivel em: www.cdc.gov)

1.1.4 Transmissao

As fémeas dos mosquitos Aedes transmitem o virus aos seres humanos
através da picada. O mosquito adquire o virus apds a picada em uma pessoa
infectada com o virus da dengue, este por sua vez multiplica-se no intestino do vetor
apos um periodo de incubacdo de 8 a 12 dias e posteriormente vai se localizar nas
glandulas salivares do mosquito. Ap6s a infeccdo e decorrido o periodo de
incubac@o o mosquito € capaz de transmitir o virus por todo o resto de sua vida. Um
ser humano ap6s ser infectado pode transmitir o virus para o vetor durante o periodo
de viremia que comec¢a um dia antes do aparecimento da febre e vai até o 6° dia da
doenga (GUBLER, 1998; UNICEF/UNDP/WORLD/BANK/WHO, 2009). Outra forma
pela qual virus pode ser transmitido é pela fémea do inseto para as larvas por
transmisséo trans-ovariana (OLIVEIRA et al, 2003).

1.1.5 Virologia

O virus da dengue (Fig. 4) é encontrado ao longo das regides tropicais e é
estimado que cause 50-100 milhdes da enfermidade por ano, incluindo 250.000-
500.000 casos de FHD e 24.000 mortes (GIBBONS e VAUGHN, 2002). Este virus

pertence ao género Flavivirus e a familia Flaviviridae, podendo apresentar-se na
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forma de quatro sorotipos (DENV 1-4) relacionados antigenicamente. Apesar da
grande variabilidade genética, a regidao ndao-codificante 3’ é relativamente
conservada entre eles. Os Flavivirus sao pequenos, esféricos com um envelope
lipidico e possuem um didmetro em torno de 40-50 mm. O genoma do virus da
dengue é um ssRNA de 11Kbs e Mr = 4000 que contém sequéncias para codificacédo
de 3 proteinas estruturais e 7 nao-estruturais que estdo integradas a bicamada
lipidica que envolve o nucleocapsideo viral (TELES et al, 2005).

As proteinas estruturais que comp8em o virus sdo: proteina C
(Nucleocapsideo), proteina M (Membrana) e a proteina E (Envelope), as principais
propriedades biolégicas do virus estdo relacionadas a esta proteina, que é
responsavel pelo reconhecimento e ligacado especifica as células hospedeiras. As
proteinas nao-estruturais sdo: NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4a, NS4b e NS5
(HENCHAL e PUTNAK, 1990).

Bicapa
ﬂih} lﬁﬁ A—’"J Lipidica

Fig. 4 — Representacao da estrutura do virus da dengue (Disponivel em:

www.prefeitura.sp.gov.br)
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1.1.6 Manifestacdes Clinicas

Pacientes infectados com o virus da Dengue podem apresentar trés
manifestacdes clinicas, as quais sao denominadas de Dengue Cléassica (DC), Febre
Hemorragica da Dengue (FHD) e Sindrome do Choque da Dengue (SCD). Sendo as

mesmas discutidas a seguir.

1.1.6.1 Dengue Classica (DC)

A dengue classica é uma doenca febril de inicio subito com temperatura em
torno de 39° a 40°C que pode durar de 2 a 7 dias. A DC, além da presenca de febre
alta é caracterizada por uma variedade de sinais e sintomas ndo especificos, como
cefaléia, mialgia, prostracdo, artralgia, anorexia, astenia, dor retro-orbital, nauseas,
vomitos, exantema, fraqueza, prurido cutdneo e alteragdo da sensagéo de gosto e
em alguns casos pode ocorrer 0 aparecimento de manifestagbes hemorragicas
(GUBLER, 1998; TELES et al, 2005).

O periodo de duracdo da doenca € de 5 a 7 dias, mas o periodo de
convalescéncia que geralmente esta associado a debilidade fisica e depressdo em
pacientes adultos, pode perdurar por varias semanas. A dengue classica € uma
doenca que acomete principalmente criangas e adultos e a presenca de alguns
aspectos clinicos esta associada a idade do paciente. A dor abdominal generalizada
€ mais observada em criangas, ja as manifestagfes hemorragicas como petéquias,
epistaxe, gengivorragia e metrorragia sdo com frequéncia relatadas em adultos apés
o periodo febril (BRASIL, 2005).

A cefaléia nessa patologia € intensa e pode estar associada com dor retro-
orbital desencadeada pela movimentagdo dos olhos associada com congestéo
conjuntival. Os pacientes com dengue classica também podem apresentar
linfoadenopatia e hepatomegalia dolorosa. Nos exames laboratoriais dos pacientes
com DC sao observadas alteragbes como neutropenia seguido por linfocitose,
trombocitopenia e elevacdo das enzimas hepéticas Aspartato aminotransferase
(AST) e Alanina aminotransferase (ALT) (GUBLER, 1998).
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1.1.6.2 Febre Hemorragica da Dengue (FHD) e Sindrome do Choque
da Dengue (SCD)

A FHD e SCD séo as formas mais graves de dengue. A Organizagcdo Mundial
de Saude define a febre hemorragica da dengue, como sendo a presenca de febre
continua, com duracdo de 2 a 7 dias, tendéncias hemorragicas, trombocitopenia
(100.000 células/ mm® ou menos) com hemoconcentragéo (hematdcrito aumentado
em torno de 20% ou mais) (MCBRIDE e BIELEFELDT-OHMANN, 2000).

A severidade da doenca pode ser classificada de acordo com critérios clinicos

sugeridos pelos peritos da OMS:

e Grau I: febre acompanhada por sintomas n&o-especificos, em que a Unica

manifestacdo hemorragica € o teste do laco positivo.

e Grau II: presenca de sangramento espontaneo, normalmente na pele e nariz,

gengivorragias, além das manifestacfes presentes no grau |.

e Grau lll: colapso circulatério, manifestado por pulso fraco ou hipotenséo, pele

pegajosa e fria e inquietacéo.

e Grau IV: paciente apresenta-se em choqgue intenso com pressao sanguinea e

pulso indetectavel.
e A SCD ocorre nos Graus lll e IV.

A FHD é uma patologia que acomete principalmente as criangas com idade
menor que 15 anos, embora também possa acontecer em adultos (GUBLER, 1998).
Os sinais e sintomas iniciais sdo bastante parecidos com os da DC, apoés trés a
quatro dias ocorre o aparecimento de manifestacdes hemorrdgicas e colapso
circulatério. Os fendmenos hemorragicos consistem no aparecimento de petéquias,
equimoses, epistaxes, gengivorragia, hemorragias em diversos 6rgaos. Os pacientes
também podem apresentar hepatomegalia e efusdo pleural (BRASIL, 2007).
Acredita-se que o0 aumento subito da permeabilidade vascular resultaria no
extravasamento de plasma que causaria hemoconcentragdo, efusdo serosa e
hipotensdo (MCBRIDE e BIELEFELDT-OHMANN, 2000).

A SCD é o resultado dessa perda intravascular de fluidos, eletrélitos e
pequenas proteinas dos tecidos vasculares (MORENS e FAUCI, 2008). Geralmente
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ocorre entre 0 3° e 7° dias da doenga e é por vezes precedida de dor abdominal. A
patologia caracteriza-se por presenga de pulso rapido e fraco, com diminui¢cdo da
pressdo de pulso e arterial, extremidades frias, pele pegajosa e agitagcdo. Além
disso, alguns pacientes podem apresentar manifestagdes neuroldgicas, como
convulsdes e irritabilidade (BRASIL, 2005).

1.1.7 Imunopatologia

O virus apo6s ser inoculado realiza a primeira replicagéo nos linfonodos locais,
nas células musculares estriadas e lisas, passando subsequentemente para a
circulagdo sanguinea. Durante essa fase pode ser observado a presenca de
mialgias e um aumento da temperatura corporal com duracdo de 5 a 8 dias. O
segundo ciclo da replicagdo ocorre no mondcitos/macréfagos que sdo os maiores

sitios de replicacao viral.

Os macréfagos em resposta a replicacdo viral produzem citocinas que
interagem com os linfécitos T e produzem sintomas como febre e mal-estar
(SANTOS, 2007). Durante o estado febrii at¢é o periodo de convalescéncia
observam-se niveis elevados de interleucina-2 (IL-2), interferon y (IFN-y), fator de
necrose tumoral-a (TNF-a), interleucina 1 B (IL-1B) e o fator de ativacdo de
plaquetas (PAF). A leucopenia e depressdo medular transitoria sdo decorrentes dos

altos niveis das citocinas dos macréfagos (FIGUEIREDO, 1999).

O desaparecimento da febre da dengue tanto nas formas indiferenciadas
quanto na forma classica ocorre com o aparecimento da resposta imune. Os
anticorpos, principalmente os que se ligam a epitopos da proteina E, promovem lise
do envelope ou blogueio de seus receptores com consequente neutralizagdo viral
(FIGUEIREDO, 1999).

Anticorpos, produzidos contra NS1, promovem lise viral fixando o
complemento, atuam como mediadores dos fendémenos de citotoxicidade por
linfocitos, entretanto ndo produzem neutralizagdo das particulas virais (AVIRUTNAN
et al, 2006). A NS1 possui atividade na maturacao viral e € encontrada na superficie

da membrana da célula infectada ou secretada no sangue (YOUNG et al, 2000).
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A resposta imune celular citotoxica por LT ocorre sob estimulo das proteinas
E, NS1 e NS3 dos virus do dengue. Os LT podem atuar de duas formas nas células
infectadas com dengue, como seguem: a) nas células que expressam receptores
para o antigeno leucdcito humano (HLA) tipo Il eles produzem IFN-y, IL-2 e o fator
estimulador de colbnias de macrofagos e granulécitos e; b) nas células que
expressam receptores HLA tipo |, agride diretamente a célula promovendo a sua lise
(FIGUEIREDO, 2006).

Os anticorpos IgM especificos séo detectaveis a partir do 4° dia, atingindo os
niveis mais elevados por volta do 7°ou 8° dia e podem continuar presentes apés
alguns meses. As IgG especificas séo observadas a partir do 4° dia e o pico pode
ocorrer em duas semanas, diferente das IgM, elas se mantém no sangue por varios
anos, conferindo imunidade contra um determinado sorotipo, provavelmente, por
toda a vida (LUPI e TYRING, 2003).

A DH geralmente ocorre apés uma infeccdo prévia por um dos sorotipos do
virus da dengue e fatores de viruléncia, fatores genéticos, a resposta imune e
fatores do hospedeiro como anemia falciforme, diabetes melitus, asma brénquica
sdo determinantes na severidade da doenca (GUZMAN e KOURI, 2004;
CHATURVEDI et al, 2006). Nos casos de infecgcdo sequencial por dengue
apresentando FHD/SCD, os anticorpos pré-existentes ndo neutralizam um sorotipo
diferente de virus infectante, ao contrério eles potencializam a infecg&o facilitando a
penetracdo do sorotipo diferente nos macréfagos (AVIRUTNAN et al, 2008). O
aumento do nimero de moléculas HLA classes | e Il, nos macrofagos apresentando
antigenos, facilitam o reconhecimento de multiplos epitopos virais pelos LT
citotoxicos (KURANE e TAKASAKI, 2001).

Em casos graves de FHD/SCD, o TNF-a, encontra-se em niveis séricos
elevados, afetando células inflamatérias e endoteliais. Desta forma, contribuem para
a trombocitopenia, induzindo IL-8, estimulando liberagdo de histamina pelos
basoéfilos e aumentando a permeabilidade vascular (KURANE e TAKASAKI, 2001;
FUIGUEIREDO, 2006).

Acredita-se que algumas citocinas como o fator de necrose tumoral, IL-2, IL-6,
IL-9, IL-10 e o IFN y induzem o extravasamento de plasma pela parede dos
capilares (KURANE e TAKASAKI, 2001).
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1.1.8 Diagnéstico

A dengue é uma doenca que até o momento ndo ha nenhum tratamento
terapéutico e a sua prevengdo € realizada através da tentativa de erradicagdo do
mosquito e tem sido o objetivo principal por parte dos 6rgéos publicos, no entanto o
sucesso dessa estratégia € limitado. Outro fator importante € a similaridade dos
sintomas iniciais da infec¢do pelo virus da dengue com os sintomas da malaria,
influenza, febre amarela e outras infec¢des virais, levando a um problema no
diagnéstico clinico da patologia e dificultando a implementagdo de um tratamento

adequado.

Frequentemente tem sido utilizado cinco testes basicos para o diagndstico da
dengue que incluem o teste de inibicdo por hemaglutinagdo (HI), fixagdo do
complemento (FC), teste de neutralizagdo (NT), ensaio imunoenzimatico para
deteccdo de anticorpos IgM (MAC-ELISA) e ensaio imunoenzimético para deteccdo

indireta de anticorpos IgG (ELISA).

O HI apresenta boa sensibilidade, facil execucéo e, além disso, os anticorpos
HI persistem por longo periodo sendo um teste ideal para estudos
soroepidemioldgicos. Entretanto, o HI ndo € um teste plenamente especifico para
infeccdo por dengue e o aparecimento dos anticorpos HI ocorre apds cinco ou seis
dias da doenca dificultando o diagnéstico (AHMED, 2005; DE PAULA e FONSECA,
2004). Outro fator importante é que esse teste apresenta rea¢des cruzadas com
outros flavivirus e sdo necessarias duas amostras obtidas nas fases aguda e de

convalescenga (KAO et al, 2005).

O principio do teste FC é baseado no desaparecimento do sistema
complemento durante as reagfes antigeno-anticorpo. O anticorpo FC aparece
geralmente depois do anticorpo HIl e é especifico para infecgBes primérias. Contudo,
o FC ndo é amplamente utilizado para diagnoéstico de rotina da dengue, porque o
referido teste requer pessoal técnico-especializado altamente treinado, sendo de
dificil execu¢do (AHMED, 2005).

Dentre os testes supracitados, o NT é o teste mais especifico e sensivel para
o0 virus da dengue. Por possuir alta especificidade pode ser utilizado pra identificar o
sorotipo do virus da dengue em infecgbes primarias durante o inicio da

convalescenga, porque os anticorpos neutralizantes detectados séo relativamente
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monotipicos para o virus infectante. As principais desvantagens da técnica
consistem no tempo necesséario para realizacdo do teste, custo e dificuldade de
execucado (GUZMAN e KOURI, 1996; DE PAULA e FONSECA, 2004).

O MAC-ELISA é o teste mais util para a vigilancia epidemiolégica da dengue e
é utilizado para detecgdo de anticorpos IgM anti-dengue (DE PAULA e FONSECA,
2004). O teste ELISA é empregado para deteccdo de anticorpos IgG e para o virus
da dengue, sendo comumente usado para diferenciar os casos entre infeccéo
primaria ou secundaria. Ambos o0s testes possuem grande utilidade, porém
apresentam o inconveniente de reagéo cruzada com outros flavivirus e exige um
tempo minimo de cinco dias de poés-infecgdo para que uma resposta imune seja
desenvolvida e produza uma quantidade suficiente de anticorpos para ser detectada
(GUZMAN e KOURI, 2002). Além disso, a referida técnica ndo é capaz de identificar
o0 sorotipo do virus da dengue (BAEUMNER et al, 2002;).

Outras ferramentas utilizadas no diagnostico da dengue, como a cultura de
células e a imunofluorescéncia sdo limitadas em termos de especificidade,

sensibilidade, facilidade de uso e tempo de reacéo (VENE et al, 1995).

Outros testes que tem sido descritos na literatura sé&o o isolamento do virus e
ensaios moleculares baseados na amplificacdo de acidos nucléicos. O isolamento
do virus € muito Util em estudos soroepidemidlogicos, pois é considerado o melhor
método para distinguir entre os sorotipos do virus, no entanto tem um alto custo e
requer técnicos com elevada qualificacdo. No caso dos ensaios moleculares, estes
utilizam a reacdo em cadeia da polimerase (rrPCR), na qual o RNA gendmico é
primeiro transformado em cDNA, através de um termociclador (TELES, F.R.R;
PRAZERES, D.M.F.; LIMA-FILHO, J.L., 2005). E uma técnica muito sensivel e
especifica, capaz de detectar ndo s a presenca do virus como discriminar os quatro
sorotipos do virus da dengue, evita a contaminacdo com complexos imunes o que €
bastante importante durante a fase de convalescéncia da doenca (WU et al, 2001).
Esta ferramenta de diagnéstico requer cuidados durante todo o procedimento para
evitar falsos positivos e possivel contaminacdo do material. A referida técnica possui
alto valor instrumental agregado, médio porte e ndo é susceptivel para aplicacédo de
campo (BAEUMNER et al, 2002).
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Desta forma, se torna imprescindivel o desenvolvimento de novas técnicas de
diagndstico clinico que superem as limitacdes dos métodos atuais. Em adicéo, para
a geracao destes novos produtos tecnoldgicos devem ser observadas algumas
variaveis, tais como, rapidez, especificidade, reprodutibilidade e excelente
sensibilidade. Portanto, os biossensores vém se tornando uma area estratégica

COmMo veremos a seguir.

1.2 BIOSSENSORES

Os biossensores sao dispositivos analiticos que incorporam um elemento de
reconhecimento biolégico conectado ao um transdutor. O elemento biolégico é
capaz de detectar a presenca, a atividade ou a concentracdo da amostra em andlise
(D'ORAZIO, 2003). Este sensor bioldgico pode ser um micro-organismo, um
anticorpo, oligonucleotideos, lectinas, enzimas ou qualquer outra biomolécula que
possa interagir com substrato alvo. O transdutor pode ser um eletrodo, fibra éptica
ou quartzo oscilante (KAUFFMANN, 2003).

O principio de deteccdo é baseado na ligacao especifica entre o analito e o
elemento de reconhecimento complementar (Fig. 5). A interacdo desses dois
componentes resulta em alteragcdes de uma ou mais propriedades fisico-quimicas
como alteracbes de pH, transferéncia de elétrons, alteragcdo de massa, transferéncia
de calor, liberacao de gases ou ions especificos, essa mudancas serdo captadas e
transformadas em um sinal eletrdnico mensuravel pelo transdutor. O principal
objetivo do biossensor é produzir um sinal eletrdnico proporcional a concentragéo de
uma substancia especifica ou grupo de substancias (VELASCO-GARCIA e
MOTTRAM, 2003).

Biossensor
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Figura 5 — Representacao esquematica do funcionamento de um biossensor.
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O sensor bioldgico pode integrar-se ao transdutor de trés formas: preso a uma
membrana que é fixada na superficie do transdutor, adsorvido na superficie do

transdutor ou ligado através de liga¢des covalentes diretamente no transdutor.

As aplicagbes dos biossensores sdo diversas e incluem diagnésticos clinicos,
industria farmacéutica, controle ambiental para monitoramento de substancias como
fendis, pesticidas, e metais pesados, na industria alimenticia para anlise de
composicdo de alimentos, teor de contaminagdo microbiana, concentragdo de
nutrientes e corantes (VELASCO-GARCIA e MOTTRAM, 2003; ROGERS, 2006;
BALLERSTADT et al, 2006; KAPPEL et al, 2007; VALIMAA et al, 2010; MARAGOS
e BUSMAN, 2010).

No diagndstico clinico podemos salientar a utilizacdo dos genossensores, um
tipo especifico de biossensor baseado em fendmenos da quimica dos &cidos
nucléicos como, por exemplo, o processo de hibridizagdo. Os &cidos nucléicos tém
sido bastante utilizados no desenvolvimento de biossensores para detecgdo de
drogas, identificacdo de microorganismos patogénicos e outras substancias
bioldgicas, como também no diagnoéstico de doencas (ROGERS, 2006). A técnica
sensorial por meio da hibridizagcdo envolve a imobilizagdo de uma sonda de
oligonucleotideo sobre a superficie de um transdutor e posterior exposi¢cdo do
sensor a uma amostra contendo a sequéncia complementar (oligonucleotidio alvo)
com consequente hibridizagcédo (PEJCIC e DE MARCO, 2006). O DNA complementar
(cDNA) é um DNA sintetizado a partir de uma molécula de RNA mensageiro em uma

reacdo catalisada pela enzima transcriptase reversa.

Para a melhoria da resposta eletroquimica vem sendo utilizados diversos
sistemas, principalmente possuindo nanoparticulas metélicas presentes na camada
oclusora. Desta forma, podemos destacar uma nova classe de compostos que
atualmente tem sido utilizado como camada sensorial, 0s quais sdo denominados de
nanocompdésitos hibridos, sendo formados a partir da associacdo de polimeros

condutores e nanoparticulas metalicas.
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1.3 NANOCOMPOSITOS HIBRIDOS

Os polimeros condutores (PCs) sdo comumente chamados de “metais
sintéticos” por combinarem as propriedades mecénicas e processabilidade dos
polimeros convencionais com as propriedades elétricas, magnéticas e Opticas dos
metais e semicondutores (MATTOSO, 1996). Também s&o chamados de polimeros
conjugados, pois apresentam em suas cadeias ligagbes C=C conjugadas. Esta
conjugacao cria um fluxo de elétrons, no qual os elétrons 11 da dupla ligacdo podem

ser facilmente removidos ou adicionados para formar um ion polimérico.

Os PCs séo convertidos de isolantes em condutores pela adigdo de agentes
de transferéncia de carga, denominados de “dopantes” em analogia aos
semicondutores inorganicos. Controlando a quantidade e o tipo de dopante é
possivel modelar a condutividade do material (FAEZ et al, 2000). Os agentes
dopantes podem ser moléculas neutras, compostos ou sais inorganicos que podem

facilmente formar ions, compostos orgéanicos ou poliméricos.

Os PCs apresentam diversas aplicagfes tecnoldgicas, tais como em baterias
recarregaveis, dispositivos eletrénicos, sensores quimicos e térmicos, biossensores,
dentre outras (MATTOSO, 1996).

A polianilina (fig.6) € um polimero condutor que tem sido bastante estudado
devido as suas propriedades tais como: estabilidade quimica, facilidade de
polimerizagdo e dopagem, baixo custo e alta condutividade, as quais possibilitam

vérias aplicacdes tecnoldgicas do polimero.

O=-OpC~C

Figura 6 — Estrutura molecular da polianilina.

Outro material que tem gerado um grande interesse por apresentar grande
aplicabilidade em diversas areas da ciéncia sao as nanoparticulas (NPs). NPs sé&o

particulas de dimensdes nanométricas. Esta € uma regido extremamente pequena,
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da ordem de 1 a 100 nandmetros. As NPs apresentam uma grande area superficial e
geralmente exibem propriedades mecéanicas, Opticas, magnéticas ou quimicas
distintas de particulas e superficies macroscopicas. Por apresentarem tais
propriedades as NPs facilitam a transferéncia de elétrons, podem ser modificadas
por uma variedade de ligantes e biomoléculas e utilizadas na construcdo de

sensores quimicos e bioquimicos.

Através da associacdo de polimeros condutores e particulas metélicas séo
formados os compositos hibridos. Quando pelo menos um dos componentes do
compdsito apresenta dimensdes em escala nanométrica, este passa a ser
denominado de nanocompdsito. Os nanocompoésitos podem ser de natureza
inorg&nical/inorgéanica, organica/organica e inorganica/organica, sendo este ultimo
denominado de nanocompasito hibrido por combinar as propriedade de materiais de
naturezas distintas (ESTEVES et al, 2004).

Uma das principais razdes da associagdo de diferentes compostos para
formar um Gnico material é que este novo material pode exibir propriedades distintas
daquelas que caracterizam cada um de seus componentes, como também uma
combinacdo dessas propriedades. Assim, pela adequada combinacdo dos
componentes, um composito pode reunir um conjunto de propriedades convenientes
e desejaveis (DE MELO e PIMENTA, 2004).

Dentre as numerosas aplicagbes dos nanocompdsitos podemos destacar
eletrbnica, dispositivos magnéticos, tintas e revestimentos, materiais retardadores de
chama, catalise, biossensores Opticos e eletroquimicos (JIANG e KAKKAR, 1999;
BURKE et al, 2002; FLEMING et al, 2001; HSIUE et al, 2001; GILMAN et al, 2000;
GANGOPADHYAY e DE, 2000; WANG et al, 2010; XIAN et al, 2006).

1.4 TECNICAS ELETROQUIMICAS

Técnicas eletroquimicas sdo baseadas em fendmenos de Oxido-redugdo de
solugdes eletroliticas. Essas técnicas estudam propriedades elétricas mensuraveis
como potencial e corrente de um analito numa célula eletroquimica submetido a uma
diferenca de potencial. Os métodos eletroquimicos oferecem varias vantagens como
seletividades, especificidades, reprodutibilidade, precisdo e tempo de resposta o que

possibilita aplicacdo em diversas é&reas (BRETT, 1999), inclusive no
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desenvolvimento de sensores clinicos. Portanto nessa secdo iremos abordar duas
técnicas eletroquimicas, a Voltametria Ciclica (VC) e Espectroscopia de Impedancia
Eletroquimica (EIE) com o objetivo principal de aplica-las para o desenvolvimento de

um biossensor para dengue com alta especificidade e seletividade.

1.4.1 Voltametria Ciclica (VC)

A VC é uma técnica utilizada para adquirir informacfes qualitativas sobre
processos eletroquimicos. Seu principal uso é diagnosticar os mecanismos das
reacdes eletroquimicas para identificagdo de espécies presentes na solugdo e para
andlise semiquantitativa de taxas de reacdes. A eficiéncia desta técnica resulta de
sua habilidade de rapidamente fornecer informagdes da termodinamica de
processos redox, da cinética de reacfes heterogéneas de transferéncia de elétrons
e sobre reacfes quimicas acopladas a processos adsortivos (BRETT e BRETT,
1996).

Esta técnica consiste em aplicar uma variagdo de potencial em funcéo do
tempo entre os eletrodos de trabalho e de referéncia, variando entre um valor
méaximo e minimo de potencial que corresponde ao inicio e término da varredura, em
cada um dos sentidos no potencial (CIRNE E PATACAS, 2007). O potencial (Fig. 7)
aplicado é varrido linearmente e tem uma forma triangular (LOJOU e BIANCO,
2006). Durante a varredura do potencial, o potenciostato mede a corrente resultante

desta corrente versus o potencial aplicado.
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Figura 7 — Variacao da aplicacdo do potencial com o tempo em voltametria ciclica.
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Inicia-se a aplicagdo do potencial negativo onde nenhuma oxidagdo ocorre,
com o aumento do potencial para regiées mais positivas (anddica) ocorre a oxidacéo
do composto em solucdo. O rgpido aumento da corrente anddica gera um pico de
corrente proporcional a concentragdo deste composto, quando o potencial j& tiver
atingido um valor no qual nenhuma reacéo de oxidagao ocorre. Posteriormente, o
potencial é varrido no sentido inverso até o valor inicial e, no caso de uma reacgéo
reversivel, os produtos que tiveram sido gerados no sentido direto serdo reduzidos,
gerando um pico simétrico ao pico de oxidagdo (Fig.8) (KISSINGER e HEINEMAN,
1983; LOJOU e BIANCO, 2006).
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Figura 8 — Esquema representativo de um voltamograma ciclico.

1.4.2 Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica (EIE)

A EIE é um método efetivo para verificar as propriedades interfaciais de uma
superficie modificada e € frequentemente utilizado no sentido de compreender
transformagfes quimicas e processos associados com o0s suportes condutores
(DONG et al, 2001; KATZ e WILLNER, 2003). Esta técnica envolve a aplicagdo de
uma pequena perturbacdo de potencial ou corrente sobre o sistema que esta sendo
investigado. A perturbacdo do sistema é feita através da aplicacdo de um potencial
continuo sobre a qual é imposta uma variacdo senoidal de potencial de pequena

amplitude. Esta por sua vez causa perturba¢cdes minimas no sistema de ensaio
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eletroquimico, reduzindo desta forma possiveis erros causados pela técnica de
medigcdo (SANTOS, 1994). Este método de aplicagdo do potencial possibilita que o
sistema seja perturbado empregando poucos milivolts, de forma a tornar possivel a
investigacdo de fendmenos eletroquimicos proximos ao estado de equilibrio. Além
disto, é possivel perturbar o sistema usando diferentes valores de freqiiéncia, pois a
onda de potencial € senoidal. Como a perturbagdo no sistema sob investigacéo é de
pequena amplitude é possivel empregar a técnica para a andlise de etapas de um
mecanismo reacional (SLUYTERS-REHBECH, 1994; BRETT e BRETT, 1996).

O conceito de impedancia foi inicialmente introduzido para descrever a
resposta de sistemas compostos por capacitancias, resisténcias e indutancias,
estendeu-se aos sistemas eletroquimicos, uma vez que inUmeros processos podem
contribuir para a relagdo entre a corrente e o potencial do sistema (SLUYTERS-
REHBECH, 1994).

A obtencédo de informacdes a partir dos dados de impedéancia eletroquimica
pode ser conduzida mediante a utilizacdo de diferentes modelos de medida como,
por exemplo, circuitos equivalentes. A aplicacdo de circuitos equivalentes tem como
fundamento as similaridades entre o comportamento da célula eletroquimica e um
circuito elétrico de resistores, capacitores e indutores. O circuito equivalente que
apresenta uma melhor equivaléncia com um sistema eletroquimico (interface
eletrodo/solucéo) é o circuito de Randles (Fig. 9) (BRETT e BRETT, 1996).

Cdl
. 1
M~ -

Ry w
N |

| S—

Figura 9 — Circuito de Randles.

Neste circuito estdo presentes quatro elementos que representam oS
processos que ocorrem nos eletrodos e na solugéo: a capacitancia de dupla camada
elétrica (Cdl), que possui um comportamento similar a de um capacitor de placas
paralelas (modelo Helmholtz) (Fig. 9); a resisténcia 6hmica da solugéo (Rq) ao

transporte de ions entre os eletrodos; a impedancia faradaica (Zr) que pode ser
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subdividida em uma resisténcia transferéncia de carga (R«) e a impedéancia de

Warburg (W) que representa a resisténcia no transporte de massa das espécies

eletroativas (BRETT e BRETT, 1996).
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Figura 10 — Representacdo da semelhanca entre um capacitor de um circuito elétrico

(modelo Helmholtz) com a interface eletrodo/solucao de uma célula eletroquimica.

A andlise dos dados experimentais de impedéancia pode ser realizada através
do diagrama de Nyquist (Fig. 11), no qual podem ser observados os valores da parte

capacitiva representada pela componente imaginaria (Zm), em funcdo da parte

resistiva representada pela componente real (Zy).
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Figura 11 — Diagrama de Nyquist.
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A EIE tem sido aplicada em diversos estudos, tais como cinética de eletrodo,
estudos de dupla camada, processos em baterias, investigacdo sobre processos de
corrosdo, eletroquimica em estado sélido e bioeletroquimica (FEY et al, 2003;
WANG e LI, 2001; SALKIND et al, 2003; CHENG et al, 2002).

As aplicacdes analiticas da EIE tém sido estendidas as investigacdes de
hibridizagcdo de oligdmeros de DNA, mediante o acompanhamento de impedéancia
total do sistema. Estas investigacfes sdo possiveis, pois a impedancia total do
sistema esta associada ao aumento da componente capacitiva do sistema. Além
disso, a componente capacitiva do sistema é resultante de mudancgas na densidade
e mobilidade de ions associados com a reacdo de hibridizagdo (GUISEPPI-ELIE e
GHEORGE, 2004).
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2 JUSTIFICATIVA

7

Atualmente, a dengue € uma das mais importantes arboviroses humana e
uma das grandes doencas emergentes contemporaneas. Nos Ultimos anos a dengue
se tornou um grande problema néo apenas de saude publica, mas também de cunho

econdmico e social nas regides tropicais e subtropicais que abrigam o vetor.

A preocupacdo do governo com relacdo a elevada incidéncia de casos de
dengue cresce cada vez mais e segundo dados da Secretaria Estadual de Saude de
Pernambuco, o estado registrou durante todo o ano de 2010 um crescimento de
511,46% no nuamero de casos com suspeita de dengue classica em comparacao ao
ano de 2009. Tem sido apontada como principal causa para este aumento
vertiginoso a longa temporada de chuvas com baixa redugdo da temperatura,

revelando o carater sazonal e de baixo controle do vetor.

A principal forma de combate da doenca é a prevencdo, sendo a mesma
realizada através da tentativa de erradicacdo do mosquito. Outro fator relevante é o
fato de que os sinais e sintomas iniciais da infec¢do pelo virus da dengue sé&o
similares com os de outras doencas o que dificulta o diagnostico clinico e os
métodos laboratoriais existentes apresentam varias limitacdes. Além disso, a doenca
até o momento ndo apresenta um tratamento especifico e um diagnéstico rapido e
apropriado é de extrema importancia para a implementacdo de um tratamento

adequado.

Por suas caracteristicas, um teste de diagnostico impedanciométrico tem
condi¢gbes de vir a ser uma proposta adequada de um teste rapido, confiavel e
simples para dengue, que possa ser utilizado como uma ferramenta de diagnéstico
complementar ao exame clinico. Por sua alta especificidade, em caso de resposta
positiva o teste sera idealmente também capaz de discriminar qual o subtipo do virus

presente, 0 que se constitui em importante informacéo clinica e epidemioldgica.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

e Desenvolver um biossensor de diagndstico aplicavel para dengue.

3.2 Objetivos Especificos
¢ Sintese de nanoparticulas condutoras com nucleo metalico;

e Avaliagdo das caracteristicas eletroquimicas das sondas, primers, DNA e

RNA viral em superficies metélicas e modificadas quimicamente;

e Estudo das propriedades interfaciais da deposi¢cdo do nanocompdsito hibrido
sobre superficie de eletrodo solido (espectroscopia de impedancia

eletroquimica e voltametria ciclica);

e Determinacao das correntes de pico anddicas e catddicas dos voltamogramas

ciclicos;

e Utilizacdo de técnicas de espectroscopia de impedancia para caracterizagdo

da interagdo sonda e amostras de dengue.
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4 METODOLOGIA

4.1 Materiais e Reagentes

Para execucao do presente trabalho foram adquiridos os seguintes reagentes:
anilina (Ani - CgHsNH2), 3-mercaptopropil-trimetoxi-silano (MPS - CgH1606SSi) e
acido cloroaurico hidratado (HAuCls.xH,0) provenientes da Sigma-Aldrich (Saint
Louis, USA), e os sais foram fosfato de s6dio monobasico, fosfato de sédio dibasico,
ferrocianeto de potassio, ferricianeto de potassio e cloreto de potéssio foram obtidos
da VETEC. Todos os solventes utilizados neste trabalho foram de grau analitico e
utilizados sem purificagdo adicional. Os acidos nucléicos foram gentilmente cedidos
pela Dra. Marli Tendrio (Laboratério de Virologia e Terapia Experimental, Lavite, do
Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes). As sequéncias de bases de dengue
(LANCIOTTI et al, 1992) para os sorotipos 1, 2 e 3 séo:

Sequéncia tipo 1 (TS1) - 5'- CGTCTCAGTGATCCGGGGG - 37
Sequéncia tipo 2 (TS2) - 5'- CGCCACAAGGGCCATGAACAG - 3
Sequéncia tipo 3 (TS3) - 5'- TAACATCATGAGACAGAGC - 3

Sequéncia complementar — genoma de pacientes classificado com os tipos 1, 2 e 3.

4.2 Sintese da Nanoparticula de ouro/polianilina (AuNpPANI)

Os compositos hibridos (fig. 12) foram obtidos de acordo com Melo e
colaboradores ( C. P et al, 2009). A preparagdo das AuNpPAN:i foi realizada num
baldo de fundo redondo contendo etanol (20 ml) e os componentes: anilina (0,030
mol/L), MPTS (6.46 x 102 mol/L) e HAuCls.xH,O (0, 81 mmol/L), os quais foram
adicionados subsequentemente e mantidos sob agitacdo vigorosa (1,100 rpm) por
um periodo de 48 h. Entdo as amostras foram centrifugadas por 10 min a 12,000
rpm (para remover o ecesso de MPTS) e subsequentemente adicionado 500uL de
0,1 M de HCI para obtencao das cargas positivas da PANi e promover a hidrolise do
MPTS presente no sistema AuNpPANi. O &cido cloroaurico trihidratado foi inserido
para promover a oxidagdo do mondmero, resultando na formacdo de uma
nanoparticula metalica envolvida por um polimero condutor e 0 MPTS como agente

estabilizante.
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Figura 12- Representacdo esquematica da sintese das AuNpPANi.

4.3 Microscopia Eletronica de Transmisséo

O tamanhao e a distribuicdo das particulas resultantes foram avaliados
através da miscroscopia eletrénica de transmissdo (MET), as micrografias foram
obtidas em uma aceleracdo de 80kV em um microscopio Tecnai G2 Spirit
microscope (FEI Company, USA) euipado com uma camera CCD.

4.4 Medidas de impedancia eletroquimica

Os experimentos de EIE foram realizados no potenciostato/galvanostato
Autolab PGSTAT302N (Holanda) com interface com um analisador lock-in numa

célula convencional com trés eletrodos.

O eletrodo de trabalho utilizado foi de ouro com diametro de 2mm, o contra
eletrodo e o eletrodo de referéncia utilizados foram de platina e de Ag/AgCl saturado
com KCI 3 M, respectivamente. As medidas de impedancia eletroquimica foram
realizadas numa solugdo de 10mM de ferro-ferricianeto de potassio
(K3[Fe(CN)g]/K4[Fe(CN)g]) (1:1) numa faixa de frequéncia entre 100mHz a 100KHz
com um potencial de amplitude alternada de 100mV. As medidas de impedéancia
foram realizadas apds cada etapa de modificagdo do eletrodo de trabalho. Apoés
cada medida foram obtidos os diagramas de Nyquist, por meio de calculos teoricos
utilizando o programa FRA (Frequency Response Analyser) da Autolab (Eco Chemie
B.V.).
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4.5 Medidas de Correntes de picos catodicos e anddicos

Os experimentos de VC foram realizados utilizando o programa GPES
(General Purpose Electrochemical System) da Autolab (Eco Chemie B.V.) apds cada
etapa de montagem do eletrodo na presenga de um solugdo de 10mM de ferro-
ferricianeto de potassio (Ks[Fe(CN)gl/Ks[Fe(CN)¢]) (1:1) como indicador redox e
potenciais de amplitude aplicados de -0,2V a 0,7V com velocidade de varredura de
50 mV/s. A partir desses experimentos foram obtidas as correntes de pico anddicas,

catodicas e as areas de cada voltamograma ciclico.

4.6 Montagem do Biossensor

Inicialmente o eletrodo de trabalho foi lixado, polido sobre um disco de feltro
com uma suspensdo de alumina com granulagdo de 0,05um e colocado sob
sonicacédo por 5 minutos sendo, posteriormente, submetido as medidas de VC e EIE.
O eletrodo de trabalho foi imerso dentro de uma solugdo contendo AuNpPANi por

um periodo de 5 min e em seguida submetido a medidas de VC e EIE.

ApoOs a adsorcdo da AuNpPANi sob a superficie do eletrodo de ouro, o
mesmo foi incubado por um periodo de 5 min numa solu¢cdo contendo a sonda

diluido em 100uL de tampao fosfato de sédio (TFS) pH 7,0 em &gua.

Para se determinar a concentracdo ideal de sonda a ser utlizado, foram
avaliadas as respostas voltamétricas e impedanciométricas da sonda diluida em
TFS nas concentragdes de 1fM, 2fM, 3fM, 4fM e 5{M.

Posteriormente, o eletrodo de trabalho foi incubado no DNA complementar
diluido em 100pL de TFS. A interacdo da sonda com o DNA foi avaliada através das

respostas voltamétricas e impedanciométricas para as concentragdes 3fM e 6fM.

Como sistema controle montou-se um sistema utilizando DNA nao-

complementar, de acordo com a seguinte sequéncia:
1. Limpeza do eletrodo de trabalho;
2. Medidas de VC e EIE;
3. Incubacgéo do eletrodo na solugdo contendo AuUNpPAN;;

4. Medidas de VC e EIE;
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5. Incubacgéo do eletrodo na solugéo contendo a sonda;
6. Medidas voltamétricas e impedanciométricas;

7. Incubacédo do eletrodo de trabalho na solugédo contendo o DNA né&o-

complementar;

8. Realizagédo das medidas eletroquimicas.

9 Nanoparticulas de ourof polianilina

TS| || e [
ooo ;: : : 1\9'\@{ § /e xﬁ
ec% oo NS \4\\\

Figura 13 — Representacao esquematica da montagem do biossensor.

4.6 Aspectos Eticos

Esta é uma pesquisa basica, voltado para o desenvolvimento de
nanocompd@sitos hibridos para uso no diagndstico rapido e como tal, ndo envolve
qualquer experimentacdo com pacientes. Além disso, todo o material coletado de
amostras de pacientes nos foi fornecido por colaboradores que tém as atividades de
seus laboratérios devidamente autorizadas pelos Comités de Etica de suas

instituicbes de origem.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Sintese das AuUNpPANi

Na figura 14, temos a imagem da microscopia eletronica de transmisséo dos
compositos hibridos. N6s podemos observar na microscopia de campo claro e
escuro a presenca de materiais com diferentes eletrodensidades. Na microscopia de
campo escuro € possivel verificar a presenca das nanoparticulas de ouro, enquanto
no campo claro é possivel verificar que tais nanoparticulas sdo envoltas pelas
cadeias poliméricas. Na figura 14b observa-se particulas de ouro com pequena
heterogeneidade e com didmetro aproximado de 5nm.

b)

Figura 14 — Imagens de microscopia eletrénica de transmissdo das AUNpPANi em campo
escuro e claro (a). Imagem de alta resolucdo dos AUNpPANI (b). Detalhe: difragdo de
elétrons do AUNpPANI.
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5.2 Determinagéo da concentragéo da sonda (TS1) e do DNA

Inicialmente foram realizadas andlises de importantes variaveis para a
construgdo do biossensor, tais como a concentragéo da sonda e a concentragao do
cDNA. O eletrodo foi incubado na solugdo contendo as AuNpPANi e, desta forma,
ocorre a adsorgdo dessas particulas sob a superficie do eletrodo de ouro através da
formacgéo de ligagbes do grupo tiol (-SH) presentes na mercaptopropiltrimetoxisilano
(que atua como estabilizante dos nanossistemas) com o ouro da superficie do

eletrodo.

O uso de filmes poliméricos é satisfatorio para imobilizagdo de sondas de
DNA, devido as caracteristicas apresentadas por esses filmes como: facilidade de
processamento pelo eletrodo modificado, aumento da é&rea de contato das
biomoléculas com o eletrodo o que permite uma maior acomodagdo da molécula,
simulando uma ambiente natural e favorecendo rapidamente a conversao do sinal
biolégico para um sinal analitico com alta estabilidade e reprodutibilidade (SADKI et
al, 2000; TLILI et al, 2005) .

Posteriormente, foram testadas varias concentracfes de sonda (1fM, 2fM,
3fM, 4fM e 5fM) e em todas foi possivel observar que ocorreu a imobilizagdo da
sonda sob a superficie do eletrodo modificado com as AuNpPANi (fig. 15a).
Destacamos que a imobilizacdo da sonda sob a superficie do eletrodo ocorre por
meio de interacdo eletrostatica das nanoparticulas carregadas positivamente com os

grupos fosfatos presentes da cadeia de DNA.

A fig. 15a apresenta os voltamogramas ciclicos para as cinco concentragdes
testadas, onde é possivel observar uma diminui¢cdo dos picos andédicos e catddicos e
um aumento na separagdo dos picos. A separagdo apresentada pode estar
associada a imobilizacdo da sonda e a perturbagdo na transferéncia de elétrons na

interface eletrodo/solugéo.

No diagrama de Nyquist (fig. 15b) observamos que em todas as
concentragcdes analisadas ocorreu um aumento no diametro do semicirculo,
indicando um aumento na resisténcia a transferéncia de elétrons na superficie do
eletrodo. Neste mesmo diagrama é perceptivel que o limite de detec¢cdo do genoma

utilizando o sistema AuNpPANi é na faixa de fentomolar.
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Figura 15 — Voltamogramas ciclicos (a) e diagramas de Nyquist (c) do sistema Au-

AuNpPANI-TS1.
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O efeito da interacdo da concentragdo do DNA com a sonda foi outro
parametro analisado. O DNA alvo foi dissolvido em tampéo fosfato de sédio pH 7,4
para garantir a neutralidade do meio e garantindo dessa forma a integridade do
DNA. Para essa analise foram testadas duas concentracdes: 3fM e 6fM. Podemos
observar no voltamograma ciclico (fig. 16a) que para a concentragdo de 6fM ocorre
uma diminui¢cdo dos picos anddico e catddico, indicando que houve uma diminuicao
na resposta amperométrica do eletrodo e resultando em uma saturagcdo do mesmo.
Resultado semelhante pode ser observado no diagrama de Nyquist (fig. 16b) que
demonstra um aumento marcante da resisténcia a transferéncia de elétrons quando
sistema estd em contato com a concentracdo de 6fM, devido a um bloqueio da
superficie do eletrodo. Dessa forma, passamos a trabalhar com a concentracdo de
DNA complementar de 3fM, pois utilizando esta concentracdo observamos ja é

possivel observar uma resposta do sistema, sem que ocorra a saturagdo do

eletrodo.
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Figura 16 - Voltamogramas ciclicos (a) e Diagrama de Nyquist (b) da avaliacédo da
concentracdo de DNA.

5.3 Deteccao Eletroquimica de DEN1-3 utilizando o eletrodo modificado com
AuNpPANI-TS1-3

A VC é uma técnica utilizada para adquirir informacfes qualitativas sobre

processos  eletroquimicos, sendo a transferéncia de elétrons do
Ks[Fe(CN)g]/Ka[Fe(CN)e] uma valiosa ferramenta para monitorar todo o processo de
fabricacdo do eletrodo, pois quando a superficie do eletrodo € modificada ocorre
cinética de transferéncia de elétrons de

uma  perturbagdo na

Ks[Fe(CN)l/Ka[Fe(CN)g].

A fig. 17 mostra as mudancas na resposta voltamétrica em diferentes estagios
do eletrodo modificado numa solucdo de tampé&o fosfato de sédio contendo 10mM
Ks[Fe(CN)g]/Ks[FE(CN)s] com uma velocidade de varredura de 50mV/s. Na figura
observamos o processo de difusdo de elétrons controlada pelo par redox na
superficie do eletrodo de ouro caracteristico de um eletrodo limpo, o qual apresenta
valores de pico anddico de 0,274V e catddico de 0,136V (curva a). Depois que
ocorreu a adsorcdo das nanoparticulas € possivel observar uma diminuicdo dos
picos anddico e catddico resultado da modificacdo no processo de transferéncia de

elétrons (curva b). A curva c¢c mostra o comportamento eletroquimico do
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Ks[Fe(CN)g]/Ka[Fe(CN)e] apds a imobilizagdo da sonda de DNA (TS1-3) sob o
eletrodo de ouro modificado. A corrente de pico da curva ¢ é menor quando
comparado com a curva b, indicando que as sondas de DNA foram imobilizadas
sobre a superficie do eletrodo modificado (Fig. 17a-c). Apds a imobilizacdo da sonda
ocorre uma diminuicdo dos picos anddico e catdédico, que é resultado da formacéo
uma camada automontada sob a superficie do eletrodo que bloqueia a passagem de

elétrons e consequentemente diminuindo a resposta amperométrica do eletrodo.

Alguns autores também relatam que esta diminuicdo da resposta
amperométrica pode estar associada ao aumento das cargas negativas provenientes
dos esqueletos fosfatos do DNA que geram uma repulsdo eletrostatica do
Ks[Fe(CN)g]/Ks[Fe(CN)es ( Du et al, 2009). Dessa forma o Ks[Fe(CN)g)/Ks[Fe(CN)s ndo
alcanca a superficie do eletrodo dificultando a transferéncia de elétrons entre a
interface eletrodo/solucao. Quando ocorre o processo de hibridizacao na superficie
do eletrodo modificado pode ser observada uma diminuigdo adicional nas correntes
de pico, pois com a adicdo do DNA complementar (D1-3) aumenta as cargas
negativas provenientes dos esqueletos fosfatos que sdo responsaveis por aumentar
a repulsdo do par redox. Como mostra a curva d, quando € introduzido o DNA — ndo
complementar no sistema AUNpPPAN-DNAgsa N80 € observado variagdo nas
respostas amperométricas, demonstrando que ndo ha reconhecimento especifico do

sensor para esta amostra.
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Figura 17 — Voltamogramas Ciclicos do sistema de deteccao do sorotipo 1 da dengue (a);

sistema de detecc¢éo do sorotipo 2 da dengue (b) e sistema de deteccéo do sorotipo 3 da
dengue (c).
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A EIE fornece informacdes adicionais sobre as mudancgas na impedancia da
superficie do eletrodo modificado durante o processo de fabricacdo do biossensor.
No diagrama de Nyquist, o didmetro do semicirculo corresponde a resisténcia a
transferéncia de elétrons, Rte. Por sua vez, esta controla a cinética de transferéncia

de elétrons do par redox na interface do eletrodo.

Na fig. 18a-c mostra os diagramas de Nyquist apds cada passo da montagem
do biossensor numa solucdo de tampéo fosfato de sodio contendo 10mM
Ks[Fe(CN)g]/Ks[FE(CN)s] com freqiéncia de 100mHz a 100KHz com amplitude
alternada de 10 mV. Uma linha quase reta pode ser observada para o eletrodo de
ouro limpo, caracteristica tipica de uma difusédo de massa controlada pelo processo
de transferéncia de elétrons. A montagem da camada das AuNpPANi na superficie
do eletrodo induz um aumento interfacial da resisténcia a transferéncia de elétrons
(curva b) quando comparado com o eletrodo de ouro limpo indicando que ocorreu

um bloqueio a passagem de elétrons na superficie do eletrodo.

ModificagOes dos valores do Rte denotam a imobilizagéo da sonda de DNA na
superficie do eletrodo, porque apds a imobilizacdo da sonda de DNA ocorre um
aumento de Rte (curva c). Desta forma, os grupos fosfatos do DNA negativamente
carregados impedem o Ks[Fe(CN)e)/Ks[FE(CN)s] de se aproximar da superficie do
eletrodo, conduzindo a um aumento de Rte. ApGs o processo de hibridizacdo da
sonda de DNA (TS1-3) com o DNA complementar (D1-3) na superficie do eletrodo
modificado com AuNpPANi-DNAsonda € Observado um aumento adicional de Rte
(curva e). A introdugdo do DNA complementar aumenta as cargas negativas dos
grupos fosfatos que é responsavel por aumentar a repulsdo do
Ks[Fe(CN)g]/Ka[Fe(CN)¢], sendo que a deposicdo de material na superficie do
eletrodo faz com que ocorre a formacdo de uma camada que bloqueia parcialmente
a transferéncia de elétrons na superficie do eletrodo (FENG et al, 2008; ZHANG et
al, 2009). Dessa forma, as diferencas nos valores de Rte entre o eletrodo hibrido e o
eletrodo com a sonda pode ser utilizado para avaliar o processo de hibridizagéo.
Como mostra a curva d, quando o DNA — ndo complementar esta em contato com o
sistema AuUNpPAN-DNAsonda N80 € observado grandes variagBes no valor de Rte
quando comparado com a curva e, demonstrando que ndo h& reconhecimento

especifico do sensor para esta amostra. Na EIS dos sistemas analisados pode ser
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Figura 18 — Diagramas de Nyquist do sistema de deteccéo do sorotipo 1 da dengue (a);
sistema de detecc¢éo do sorotipo 2 da dengue (b) e sistema de deteccéo do sorotipo 3 da
dengue (c).

Os métodos de deteccdo eletroquimica baseados em VC e EIE tém sido
amplamente utilizados na clinica como, por exemplo, deteccdo impedanciometrica
de DNA de Influenza A (H1IN1) (BONANNI et al, 2010), imunossensor de citocina
para deteccdo de esclerose multipla (LA BELLE et al, 2007), deteccao de glicose
(YAN et al, 2008).

Portanto, a voltametria ciclica e a espectroscopia de impedancia
eletroquimica sé@o ferramentas valiosas e rotineiramente utilizadas para o
desenvolvimento de biossensores clinicos. O grande interesse na aplicacdo dos
métodos eletroquimicos para a construcdo de biossensores clinicos vem da elevada

sensibilidade, baixo custo e compatibilidade da tecnologia de fabricagé&o.
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6 CONCLUSAO

Os sistemas EAuU-AuNpPANi-TS1-3 foram capazes de detectar
qualitativamente os sorotipos I, Il e Ill do virus da dengue respectivamente,
evidenciando que o sensor possui uma boa sensibilidade e especificidade. No
processo de montagem do biossensor a deposicdo do material sobre a superficie do
eletrodo forma uma camada automontada que bloqueia a passagem de elétrons na
superficie do eletrodo. Esse processo é bem evidenciado nos voltamogramas
ciclicos onde a cada passo de modificagdo da superficie do eletrodo ocorrem
alteragcbes das curvas de VC decorrentes da diminuigdo da resposta amperométrica
do eletrodo. As andlises de impedéancia eletroquimica assim como os dados de VC
demonstraram o bloqueio parcial da superficie do eletrodo apés a adsorcdo das
nanoparticulas e um aumento progressivo do bloqueio apds cada passo de
modificacdo, levando a um aumento da resisténcia a transferéncia de elétrons na

interface eletrodo/solugéo.
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