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RESUMO

A dengue é uma doenca viral considerada um dosresagyoblemas de salde publica nas regides
tropicais e sub-tropicais do mundo, sendo endend@ntenprevalente em cerca de 112 paises.
Anualmente, afeta cerca de 50 a 100 milhdes deoagssesultando em taxas de mortalidade entre
0,03% a 1,4%. E uma doenca auto-limitante, caraata por febre, dor de cabeca, mialgia, entre
outros sintomas. Na sua forma severa (sindroméague por dengue e febre hemorragica), a doenca
pode levar ao Obito, principalmente em criangagroteina nao estrutural 1 (NS1) do virus dengue
circulaabundantemente no sangue durante toda a virendadesem niveis maiores na fase aguda;
assim esta pode ser utilizada como marcador daestgudo. Para o controle da infeccdo estdo
disponiveis testes diagndsticos baseados em ensaiofdgicos, testes imunocromatograficos e
moleculares, entretanto estes apresentam limita@bdssenvolvimento de alternativas mais préticas,
gquantitativas e econbmicas tem resultado na cresdarsca por testes baseados em biossensores.
Neste trabalho foi desenvolvido um imunossensar dateccdo de NS1 baseado em uma plataforma
nanoestruturada, constituida de nano-hibrido foonpent nanotubos de carbono e filme polimérico de
polietilenoimina montado sobre sistema eletroquingonstituido por microeletrodo de ouro. Os
anticorpos monoclonais anti-NS1 foram imobilizacsisbre a superficie eletrédica por ligacdes
covalentes com os nanotubos de carbono, permitindalta estabilidade durante as medidas. Todas
as etapas de modificacBes da superficie eletrdoliamn caracterizadas eletroquimicamente, estrutural
e morfologicamente através das técnicas de voltandtlica, espectroscopia de infravermelho por
transformada de Fourier (FT-IR) e microscopia étetra de varredura, respectivamente. A espessura
do filme nanoestruturado foi determinada por mesijglazoelétricas, em um sistema de microbalanca
de cristal de quartzo de acordo com a equacao uerl8ay. A resposta analitica do imunossensor
frente a proteina NS1 foi obtida por amperometghcando-se a técnica de voltametria de onda
quadrada (VOC). O imunossensor apresentou resipusaa entre 0,1 a 0,6 pg.mlde NS1. Os dados
ajustados para a equacdo de regressao linear eriiiciente de correlacédo de 0,996 (p << 0,01, n =
7) e um baixo erro relativo (aproximadamente 1%)mOGnossensor apresentou limite de deteccao de
0,038 pg.mt! e limite de quantificagéo de 0,1 pg.mtle NS1, sendo similar aos obtidos na literatura,
porém com a vantagem de ndo requerer antigenositmoraos marcadodapel-free) e utilizar
técnica analitica mais simples (VOCYs resultados indicam que 0 imunossensor apresenta
sensibilidade compativel para deteccdo de NS1 eeisndoroldgicos, permitindo ser uma ferramenta
pratica, rapida e econdémica para o diagnésticoemguk, sobretudo para deteccdo precoce da fase
aguda.

Palavras-chavesDengue. NS1. Imunossensor. Nanotubos de cartdsrmo-hibrido



ABSTRACT

Dengue is a viral disease considered as a majdicpudalth problems in tropical and sub-tropical
world, endemically being prevalent in about 112 rdages. Annually, it affects 50 to 100 million
people, resulting in mortality rates of 0.03% td%. It is a self-limiting disease characterized by
fever, headache, myalgia, among other symptomgsIsevere form (shock syndrome and dengue
haemorrhagic fever), the disease can lead to desgpecially in children. The nonstructural protein
(NS1) of the dengue virus circulates in blood alaumly throughout viremia, with higher levels in the
acute phase; thus it can be used as a marker @ictiie stage. For control of infection are avadabl
diagnostic testings based on serological assaysjuimachromatographic and molecular assyas,
however these have limitations. The developmentmofe practical, quantitative and economic
alternatives has resulted in growing demand fotstémsed on biosensors. In this work, it was
developed an immunosensor for NS1 detection basedmanostructured platform consisting of nano-
hybrid comprising carbon nanotubes and polymeritm fipolyethyleneimine mounted on
electrochemical system consisting of gold micraetete. The anti-NS1 monoclonal antibodies were
immobilized on the electrode surface by covalemidsowith carbon nanotubes, allowing for a high
stability during the measurements. All steps ofcetele modifications were characterized by
electrochemical, structural and morphologicallyht@iques through cyclic voltammetry, infrared
spectroscopy by Fourier transform (FT-IR) and s@amprelectron microscopy, respectively. The
thickness of the nanostructured film was determibgdiezoelectric system using a quartz crystal
microbalance, according to the Sauerbrey equafitie. analytical response of the immunosensor
against NS1 protein was obtained by applying ampetry by square wave voltammetry (SWV). The
immunosensor showed a linear response betweeo 0.6i)g.mL-1 NS1. The data set into the linear
regression equation showed a correlation coefficar0.996 (p << 0.01, n = 7) and a low relative
error (about 1%). The immunosensor presented datedmit of 0.038 ug.mL-1 and a limit of
quantification of 0.Jug.mL-1 NS1, being similar to those obtained inréitare, but with advantage of
not requiring labeled antigen or antibodwbgl- freg and to require a more simple analytical
technique (VOC). The results indicate that the el sensitivity was similar NS1 immunosensors,
allowing it to be convenient, fast and economiaall tfor dengue diagnosis, particularly for early
detection of acute phase.

Keywords: Dengue. NS1. Immunosensor. Carbon nanotube. Nalodhy
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1 INTRODUCAO

A dengue é uma doenca aguda e febril cuja trandmss da através do mosquito do
géneroAedes sendo OA. aegyptiseu principal vetor (MARTINIZ E NUNES, 2014). A
doenca é caracterizada por epidemias sazonaignapéx do Brasil que apresenta atualmente
um comportamento endémico nos periodos chuvosodadaw aumento da proliferacdo dos
mosquitos, sendo prevalente nas regides subtrepieaitropicais (POLONI, 2009;
MACHADO et al, 2013). Acomete mundialmente mill|arele pessoas ao ano;
aproximadamente 560 mil doentes que precisam sspithizados e deste total, 20 mil
chegam a 6bito em consequéncia da doenca quearesultaxas de mortalidade entre 0,03%
e 14% (WHO, 2012; SEABRA E MENDONCA, 2011). Atuaime, n&o existem vacinas ou
tratamentos especificos, assim a terapéuticangetde apenas ao tratamento de profilaxia,
salvaguardando o diagndstico precoce (FELIX eallp).

O diagnéstico do virus da dengue (DENV) € comumesdtizado em duas fases da
doenca: a) primeiramente, no periodo da febre, ifado assim a deteccdo de RNA,
anticorpos IgM e proteina ndo estrutural 1(NS1) L©ONI, 2013; LIMA 2009). E, em
segundo, b) logo apds o periodo febril até algumamanas, quando existe grandes
quantidades IgG. O padrdo ouro para o diagnésstiaitivo € o método do isolamento viral,
entretanto, os testes soroldgicos para se detgdtae/ou IgG ainda sdo os mais realizados
(POLONI, 2013). Nos ultimos anos, as pesquisas dsetraxam que a NS1 é um importante
marcador, sendo encontrada nos 4 sorotipos e oektd a replicacao viral (MACHADO et
al., 2013). A NS1 é detectada desde o inicio dowmsias, atingindo um maximo na fase
aguda da doenca e decaindo até o nono dia da &afeepquanto o virus estiver circulante
(FRY et al., 2011; KORAKA et al.,, 2002). A deteccéle niveis altos de NS1 pode
caracterizar a possibilidade de um choque por deragsim este é considerado um marcador
precoce da fase aguda e pode ser bastante Utk nonddiagnoéstico rapido, ajudando nos
planos terapéuticos (KUMARASAMY et al., 2007).

Atualmente, as técnicas de biologia molecular ge¢eaam o RNA viral séo
consideradas as mais sensiveis e especificas, tant@nestas possuem um custo maior e
precisam de laboratérios especializados. Devidamdtacdo, a pesquisa por sorologia
empregando ensaio imunoenzimatico ainda é a miéikada na rotina (BACKSELL et al.,
2008, POLONI, 2013).

Atualmente, existem disponiveis kits para a reafinade testes imunocromatograficos
para a deteccdo da proteina viral NUMARASAMY et al. 2017). Entretanto,sotestes
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cromatograficos sdo qualitativos, apresentando inmn&o como resposta, 0 que pode ser
uma limitacdo, sobretudo na predicdo na fase agud$a quais 0s niveis de NS1 sao
importantes indicios para a prevencdo da sindromecttbque por dengue. Uma das
alternativas para superar estas limitacées consistiesenvolvimento de biossensores. Estes
vém sendo explorados no diagnostico de diversosabdltios, antigenos, proteinas
antigénicas, alérgenos, etc., tendo a vantagenfeldecerem respostas quantitativas, muitas
vezes em tempo real e possibilidade de miniatudza¢dispositivos point of care)
(TONTULAWAT et al., 2011; CHATERJI et al., 201 Portanto, trata-se de uma tecnologia
rapida, pratica e segura, além de fornecer altsilsbdade e especificidade diagndstica
devido a transducao em sinal elétrico (MURUGAIYANaE, 2014).

Por definicdo, os biossensores sdo dispositivospostas por uma parte biologica
(sensor) e outra eletrdnica (transdutor), que pistm capazes de detectar espécies quimicas
ou bioldgicas qualitativamente e/ou quantitativaregeimediatamente ao reconhecimento do
analito, que dispensa etapas e provas bioquimeasssarias para os metodos laboratoriais
convencionais (FAN et al., 2008). Embora os biosses demonstrem ser um dos métodos
analiticos mais atrativos e préticos, estes aimqutasantam algumas limitagcdes quanto aos
limites de detecgdo. Sendo assim o0 uso de nanoaisiteye mostra uma importante
ferramenta de auxilio na melhoria da deteccao daktas. Com o crescente desenvolvimento
da nanotecnologia, estes materiais vém ganhandanb@sdestaque (FENG et al., 2003).
Dentre eles, os nanotubos de carbono (NTCs) apgeesenomposicdo quimica bastante
simples, agregada a uma configuracdo estavel eadgiacdo area/volume, além de uma
extrema riqueza funcional entre os nanomateriaggadiiveis, e permitem modificacdes para
facilitar a sua ligacdo com a biomolécula (WANS al, 2005, KIM et al, 2006). A
combinacdo de nanotubos a polimeros condutorepéemitido & nucleacdo de NTCs sobre
superficies sensoras, garantindo sua permanéncangeréncia eletronica, devido ao alto
sinergismo decorrente entre as duas espécies eearsat

Diante do exposto, 0 presente estudo teve por iobjetesenvolver biossensor
eletroquimico baseado em nano hibrido polimero wmméhanotubo de carbono para
desenvolvimento de sensor para dengue, atravéstdecéio da proteina ndo estrutural NS1
do DENV. Esta proposta tem por intencédo a contedgddoenca e o diagnostico precoce da
fase aguda, permitindo ao paciente cuidados palmthecessarios atraves do diagnostico

preciso e com rapidez.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 DENGUE

A dengue viral € uma doenca infecciosa, ndo cardagcausada por um virus que
pertence a famili&laviviridae, géneroFlavivirus. O virus da dengue (DENV) é transmitido
pela picada dos mosquitdedes aegypti e Aédes albopictéisdengue é uma das arboviroses
mais importantes do mundo em funcdo da sua presialésendo causada por quatro
diferentes sorotipos do virus (DENV-1, DENV-2, DERVe DENV-4), todos com plena
capacidade de gerar a infeccdo (HALSTEAD, 2007)xeRemente, a existéncia de um
quinto sorotipo foi postulado (MUSTAFAet al, 2018/IWANITKIT, 2015); no entanto,
estes achados ainda precisam ser confirmados.

Atualmente, existe um risco de infeccdo por DENgesior a 2,5 bilhdo de pessoas
nos tropicos e subtrépicos. Nos ultimos anos foragistradas 390 milhdes casos de dengue
alastrados em 125 paises em todo o mundo, atingindegides tropicais e sub-tropicais
(Figura 1) (BHATT et al.,, 2013). A prevaléncia autttai 30 vezes em 50 anos, com 0
aumento da expansao geografica para novos paisespeesente década, das areas urbanas

para areas rurais.

Figura 1: Areas dos paises com risco de transmissdo do DEODS.

Fonte: Organizacdo Mundial de Saide, OMS (WHO), 2009.
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A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estima qua 300 milhdes de infeccdes
por dengue ocorram a cada ano. Atualmente, quatalenda populacdo mundial vive em
paises onde a dengue é endémica, e mais de 3%emille pessoas no mundo padecem da
doenca a cada ano, quando, hd meio século, sé fegistrados 15 mil casos em nove paises
do sudeste asiatico. A taxa de letalidade varigeers paises, mas pode ser tao elevada quanto
10 a 15% em alguns e menor que 1% em outros (NUREEL). O nimero médio de casos
de dengue, entre os anos de 2004 e 2010 nos p@gesndémicos € exibido na Figura 2.

A OMS apo6s a Resolugdo da Assembleia WHAS5.17 (R@0Hcitou um maior
empenho no comabte contra a dengue. A Assembleraisl da Saude de 2005 resolucao
WHAS58.3 demonstrou uma grande importancia sobrevesdo do Regulamento Sanitario
Internacional (RSI), incluindo a dengue como umngxe de uma doenca emergente a
algumas décadas e para a saude publica de pre@oupggrnacional com implicagfes para a
seguranca da saude devido rapido avanco alématdsifas nacionais (WHO, 2009).

O virus da dengue (DENV) é, principalmente, tratisimipelo vetorAedes egypte
Aedes albopictusAmbas as espécies estao distribuidas principaéneas regides tropicais
da Asia, Africa, Australia, Pacifico Sul, nas Angés e algumas partes do Oriente Médio
(HIGA, 2011). A dengue € uma doenca autolimitad@) especifica, caracterizada por
febre, cefaléia, mialgia, e sintomas constitucispnpodendo evoluir das formas leves para as
formas graves, fase ou dengue aguda, podendo @evamdrome do choque da dengue ou
sindrome hemorréagica.

Figura 2: Nomero médio de casos de dengue nos 30 paiségfiesrimais endémicos reportados |
OMS, 2004-2010.

150'000

100'000

50000

Fonte: OMS, 2012.
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2.2 HSTORICOS DA DENGUE NO MUNDO E NO BRASIL

Conhecida h& alguns sécul@s,dengue € uma doenca historicamente importante.
Sintomas semelhantes ao da dengue foram registesmasna enciclopédia médica chinesa
em 992 D.C. e sendo provavelmente o primeiro rgsgi§GUBLER, 2006). Muitos
documentos relatam que a origem do DENV foi no inente Africano. Posteriormente, o
virus da dengue foi disseminado para muitas pddanundo, através comércio de escravos
(HIRSCH, 1883; SMITH, 1956). Além disso, acreditaggie 0 DENV pode ter se originado a
partir de um ciclo florestal envolvendo primataspggueno porte e 0s mosquitos que vivem
no dossel da Penisula Malaia (SIRISENA et al, 2004)s tarde, o virus foi introduzido para
aldeias através de seres humanos ou macacos gamisso expostos ao DENV na floresta
e la foram propagados por mosquitos peri-domésiidesles spp.); consequentemente, 0s
moradores o disseminaram em areas urbanas (GUBREBB).). O vetorAedes aegypti
também é suposto ter-se originado na Africa (MONATES88). No entanto, sua origem é
discutida por alguns pesquisadores que relatamodDENV que acreditam ter iniciado no
continete Asiatico (WILDER-SMITH et al., 2008; MURR et al., 2013).

No Brasil, a introducéo do virus da dengue fateda no século XIX e desde entdo a
populacdo brasileira sofre com ciclos periddicogpidemias. No século passado, ha relatos
em 1916, de infestacdo do virus em S&o Paulo €98y ho Rio de Janeiro, sendo a primeira
transmissdo em massa da dengue notificada em BEEIIL, 2002). Hoje em dia, todos os
quatro sorotipos do virus da dengue circulam ne. padais do que trés décadas, desde o seu
ressurgimento, o Brasil se tornou o pais que radataaior nimero de casos no mundo
(TEIXEIRA et al., 2009). O aumento significativo olecidéncia, reflexo da ampla dispersao
do Aedes aegyptio territorio nacional e, sobretudo nos grandesragmurbanos das regides
Sudeste e Nordeste do Brasil, sdo responsaveisnta parte dos casos notificados. As
regides Centro-Oeste e Norte foram acometidas taalsgamente, com epidemias registradas
a partir da segunda metade da década de 90 (MA&IEL,2008).

Os adultos jovens foram os mais atingidos pela¢melesde a introducao do virus no
Brasil. No entanto, a partir de 2006, alguns Estaajmesentaram a recirculacédo do sorotipo
DENV2 apds alguns anos de predominio do sorotipqN\CE Esse cenério levou a um
aumento no numero de casos de formas graves e dpitdiaacdes em criancas,
principalmente no Nordeste do pais. Em 2008, foreificados 585.769 casos; e novas
epidemias causadas pelo sorotipo DENV2 ocorrerandieaensos Estados dmais, marcando
0 pior cenario da doenca no Brasil, em relacamtsd tle internacdes e Obitos até a presente
data. Essas epidemias de DENV2 e DENV3 foram caiiaatlas por um padrao de migracao,
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atingindo principalmente as criancas que represamtanais de 50% dos pacientes internados
nos municipios de maior contingente populacighiNISTERIO DA SAUDE, 2013).

2.3VIiRUS DA DENGUE — AGENTE ETIOLOGICO

O virion compreende uma particula esférica, cormeiéo de 40-50 nm, e um envelope
de lipopolissacarideo. O genoma do DENV é condtitypor uma fita simples de RNA de
polaridade positiva de aproximadamente 11 kb densgio, com Unico quadro aberto de leitura
(ORF, do inglé©pen Reading Frameue codifica trés proteinas estruturais [do agus{C), da
membrana (M) e o envelope (E) viral] e sete preteimdo-estruturais (NS1, NS2A, NS2b, NS3,
NS4A, NS4B e NS5) (GUZMAN et al., 201BODENHUIS-ZYBERT et al., 201Q)Figura3).

Figura 3: Genoma do virus da dengue.

5"UTR
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Fonte: GUZMAN et al., 2010.

A infeccdo com DENV comeca quando o virus é inteadb nas células hospedeiras,
como resultado da obtencdo do vetor em um repastgusieo. A partir de véarios estudos
diferentes, foi sugerido que as células de origemdtopoiética, por exemplo, mondcitos,
macrofagos e células dendriticas, sédo os principaais-alvo para a infeccdo do DENV,
replicacdo e difusdo (Figura 4). Os primeiros pas$® infeccdo pelo virus da dengue na
célula podem ser categorizadas em adsorcao e pe@etfiSLAM et al., 2015).

A proteina E € a responsavel pela fixacdo do vidonreceptor celular e a fusdo do
envelope do virus com a membrana da célula-alvas Spitopos definem a producdo de
anticorpos especificos, responsaveis pela newcdl viral, e podem ser detectados por

multiplos testes soroldgicos (GUZMAN et al., 2010).
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Um nuamero de fatores de fixacdo ou receptores dakeipas estruturais e nao-
estruturais foram identificados como responséavela pntrada virus que comeca com uma
mudanca conformacional da proteina E sob condigliepH baixo (6.5), seguida por
endocitose mediada por clatrina (MERCER et al.,020Yarios inibidores potentes, tais
como anticorpos monoclonais, heparina e sulfatbeg@rina agem para suprimir o processo
de penetracdo de carboidratos e considera-se gudato de heparina consiga promover a
entrada do virus (ISLAM et al., 2015). Nesta fas@roteina do capsideo libera o genoma
viral no citoplasma da célula e subsequentementeecte-o em uma unica poliproteina em
associacdo com membranas derivada de RE. Estaqteiia € fragmentada em proteinas
estruturais e ndo estruturais pela acdo de difssgmibteases celulares e derivados de virus
(RODENHUIS-ZYBERT et al, 2010; Jain et al., 2014jna vez que a traducao e a dobragem
correta das proteinas do virion sdo concluidasprateinas NS iniciam o processo de
replicagdo usando uma cadeia negativa intermediarieo um molde (ISLAM et al., 2015).
Este molde € ainda mais utilizado para a produgimdltiplas copias de positiva- RNAv
vertente. Em seguida , este RNA recém-formado é@katb pela proteina C para formar um
nucleocapside e , enquanto isso, um complexo hiteero € formado pela proteina M e a
proteina E que é liberada no lumen do RE paramelvida no processo de brotamento
virion ( KUHN et al ., 2002). As particulas virammaturas amadurecem usando o caminho
secretor e complexo de Golgi, desencadeando aciisgo dos heterodimeros prM / E em
um ambiente acido. Estes virions maduros agoém ggbntos para infectar as células e séo
transportados para fora das células por exocitB€@ENHUIS-ZYBERT et al., 2010)
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Figura 4: Entrada, disseminacao e resposta do virus dengtliemnos.
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2.4DIAGNOSTICO

O diagnostico eficiente e preciso da dengue é pdmbpara deteccdo precoce de

casos graves, diagnostico diferencial com outrasnghs infecciosaem virtude da
variabilidade e generalidade nos sintomas assaxiaddengug PHUONG et al., 2009;
HENNESSEY et al., 2009

Nos casos de infeccdo aguda consideram-se corwavaie aqueles que o paciente

apresenta febre, perda de apetite, vémito, dosagane manchas pelo corpo, como também

cefaleia, nauseas e dor retro-orbital. Para osscass graves, 0 paciente deve apresenta

todos os sintomas citados anteriormente e tambéms dabdominais fortes e continuas,

sonoléncia ou agitacdo, sangramento nasal e petfvge pulso rapido e fraco, dificuldade

para respirar e por vezes e perda de conscién&lAB., 2010; KUMARASAMY et al.,
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2007). Na evolucéo para sindrome do choque poruderadem dos ja mencionados sintomas,
tem-se a presséao baixa (< 20 mmHg), agitacao eafpele pegajosa (WHO, 2009).

Embora a sintomatologia seja expressiva, esta éimoainimeras viroses, portanto a
confirmacédo soroldgica do diagndstico deve seliz&dh através da juncdo dos sintomas e
dos exames laboratoriais. Entre os marcadores migudge citam-se alteracdes nos niveis de
anticorpos IgG e IgM e proteinas antigénicas do WEptoteina M e E), além das proteinas
nao estruturais, destacando-se a NS1. Estes magsadéo detectados por imunoensaio
enzimético (ELISA) e testes imunocromatogréficos Marcadores virais, incluindo o
genoma do virus séo detectados através de reacaadeia da polimerase (PCR) e PCR em
tempo real (HENNESSEY et al., 2009).

A NS1 é uma glicoproteina soluvel altamente cormiave 48 kDa) e sintetizada por
todos osflavivirus Durante a infeccdo, essa glicoproteina é enatmtessociada a organelas
intracelulares ou alternativamente transportadavésr da via secretora para a superficie celular,
podendo atuar no processo de replicacdo WHEISCH et al., 2009ALCON-LEPODER et
al., 2009. Estando presente nos quatro sorotipos do DENWieeis de circulagdo da NS1 no
sangue sdo altosanto na infeccdo priméaria quanto na secundaridemqdo ser detectada a
partirdo 1° dia do surgimento da febre e ficacuwante por até nove dias apds o
aparecimento dos sintomg&UZMAN & KOURI, 2002) Recentemente, a proteina nao
estrutural NS1 tem sido destacada como marcaddasteaguda da DENV. Nesta fase, a
expressdo desta proteina € maxima, portanto, geacde contribui decisivamente para o
diagndstico precoce/tratamento imediato, prevenm@wolucdo para formas mais graves da
doenca, ou seja, choque ou sindrome do dengue (802008). A proteina NS1 tem sido
detectada em 87% e 95% de pacientes com denguOREIE et al.,, 2011). Kits de
diagndstico para dengue, disponiveis no mercadoadarzes de detectar a proteina NS1 com
sensibilidade acima de 69% (SILVA et al., 2011)a déngue, os niveis sorolégicos de NS1
variam de 0.04 a gg/mL em soro de pacientes em fase aguda na prinnéaecao e de 0.01
a 2pg/mL na segunda infec¢cdo (CECCHETTO, 20DYrante o curso da doenca, 0s niveis
circulantes do NS1 sdo muito variaveis, indo deogeamas a microgramas por mililitro,
podendo atingir picos de 5@/mL (ALCON et al., 2002). Durante a fase de coese¢énca
h&a uma queda drastica nos seus niveis, justificasdon a sua maior taxa de detec¢cdo em
soros de fase aguda (PEELING et al., 2010).

A quantidade de NS1 circulante no soro humano dstreorser significativamente
maior nos pacientes que desenvolvem dengue hentarggando comparada a febre da
dengue (LIBRATY et al., 2002), entretanto, estaetefedo esta claro se € uma causa ou uma

consequéncia do extravasamento de plasma. Ass@m,dd ser um marcador diagnéstico da
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infeccdo pelo DENV, esta pode representar um iddicde predicdo de gravidade de doenca
(ANANDARAO et al., 2006; XU et al., 2006).

2.5 BOSSENSORES

Em relagdo a nanotecnologia, as tecnologias métréaicas produzidas pela
nanofabricacdo ajudaram a miniaturizacao de cosietsistemas eletronicos que conceberam
a producao de avancados e novos dispositivos eéeagiio molecular, por exemplo, para se
ter o controle de glicose no sangue biossensorpimaveis (CASH & CLARK, 2010) e
biochips para a identificacdo do DNA em amostragtcas (STAGNI et al., 2007).

Os biossensores sdo dispositivos compostos porpant@ biolégica (sensor) e outra
eletrénica (transdutor), que juntos sdo capazegetiectar espécies quimicas ou biolégicas
qualitativamente e/ou quantitativamente (figura i&)ediatamente ao reconhecimento do
analito que dispensa etapas e provas bioquimicess@ias para os métodos de laboratério
convencionais (FAN et al.,, 2008). Quando h& ligad@oreceptor com a molécula de
interesse, esta reacdo € convertida pelo transdaotarm sinal elétrico mensuravel, uma vez
que surgem eventos pela reacdo ocorrida, tal cdransferéncia de calor, mudanca de
distribuicdo de cargas elétricas, movimento de@iét emissdo de luz (MURUGAIYAN et
al., 2014).

Figura 5: Representagdo esquematica dos componentes de ssersor.
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A relacdo que existe entre essas duas areas udogdliferenciadas, se da pela
combinacdo entre a sensibilidade e especificidanke gistemas bioldgicos a quantidade
computacional de um microprocessador (WANG, 19@8).biossensores estabelecem uma
escolha rapida e eficaz para as medidas analitmagencionais no que se diz respeito ao
monitoramento de substancias quimicas e bioquimaplisavel em diagndéstico clinico,

controle ambiental, processos de fermentacéo edietria alimenticia (YANG et al., 2005).

2.5.1 Carateristicas Ideais de um Biossensor

Segundo Diamond (1998), antes de tudo, vale ressple ndo existe um biossensor
ideal, porque um sensor pode ter utilizagdo no tommento de um determinado analito para
uma determinada situacéo, e nédo ter a utilidade feaer o monitoramento do mesmo analito
em uma outra situacado. Podemos citar o exemplondeleirodo de vidro, que é um excelente
dispositivo na monitorizacdo do pH de diversosdige solugdes, entretanto, ndo pode ser
usado para monitoramento do sangueivo por causa da sua temperatura e da dificuldade de
ser fabricado em micro dimensées (DIAMOND, 1998).

Tabela 1: Caracteristicas ideais de um biossensor.

Caracteristicas Comentarios

Sinal de saida proporcional a concentracio ou a | Isto tem ocornido com mator facilidade devido as
atividade do analito varias opgdes de processamento de  sinais
complexos na producio de sensores modernos.

Rapido tempo de resposta Ensaios que apresentem um longo tempo de
resposta devido a um processo cinético lento, por
exemplo, podem limitar suas possiveis aplicagdes e
impedem que as respostas sejam obtidas em tempo
real. Isto pode ser aprmmorade utilizando um
biossensor.

Seletivo Sem a seletividade adequada. o usuano nio pode
relacionar o smal obtido a concentracio do analito.

Sensivel A sensibilidade deternuna a  habilidade do
dispositivo em discriminar, com confianga e
precisio, pequenas diferencas na concentracio do
analito.

Fonte: Diamond, 1998.
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Além dessas caracteristicas, existem outras qubéransao importantes para se
desenvolver um biossensor (Tabela 1), como: lidads, limite de deteccéo, especificidade e
tempo de vida.

Os biossensores tém uma especificidade e senat®ligignificativa, entretanto,
alguns estudos de estabilidade e tempo de vidas@&ideravelmente restritos. A quantidade
de analito que é detectada, no sistema de calibragépre leva em consideracdo a
concentracdo ativa de espécies interferentes, tatop@ da amostra, for¢a ibnica, pH e
osmolaridade, sendo todos eles de tal importararia ps analitos que tenham ou nao carga
elétrica (RICARDI et al., 2002).

2.5.2 Classificacédo dos Biossensores

A classificacdo para biossensores inclui os seggsliatitérios: com base na natureza
do evento de reconhecimento:

* Dispositivos bioafinidade: dependem de uma Bgeseletiva do analito alvo a uma

superficie restrita ligante (por exemplo, anticorpbigonucledtido, DNA , célula,

etc. ) (MURUGAIYAN et al., 2014).

* Dispositivos biocatalitico: uma enzima imobilizaé utilizada para auxiliar no

reconhecimento do substrato alvo, por exemplcs tiasensor com glicose oxidase

imobilizada tem estado em voga para monitoramee$sgas com diabetes mellitus

(MURUGAIYAN et al., 2014).

2.5.3 Componentes Bioldgicos dos Biossensores

Varios componentes biolégicos apresentam-se contengiais elementos a serem
usados em sistemas de biossensores e sao utilizasos biorreceptores. A tabela 2

apresenta os biorreceptores que sdo mais usualotéizizdos.
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Tabela 2: Principais tipos de biorreceptores usados paraendelvimento de biossensores.

Bioreceprores Descriciao

Enzimas Catalisadores de reacdes com um alto grau de especificidade por
seus substratos.

Anticorpos A relagfo entre um anticorpo e seu antigeno & muito especifica.

Acidos nucleicos Possuem alta especificidade dos pares de bases distribuidos ao longo
da dupla hélice que forma a cadeia de DINA.

MMicroorganismos Podem assinular compostos orgianicos e produzir enzimas que serio

detectadas por um receptor.
(fungos, bactérias, etc.)

Fonte: Kozan, 2007.

2.6 TRANSDUTORES

Os transdutores transformam a resposta biologsaltante da juncdo com o analito
alvo, em um sinal elétrico que seja mensuravelersé que a natureza do transdutor é
dependente de qual tipo de receptor € utilizada pateteccdo do analito, por exemplo, um
sistema produzido para encontrar produtos de uaghoede oxidacdo ou reducdo nédo é o
mesmo para encontrar a ligacdo entre o antigenm anticorpo (EDELMAN & WANG,
1992). Na figura 6 estdo os parametros resumidésdsducao.

Figura 6: Desenho esquematico da configuracdo dos biossensm&rando os principais modos
transducao.
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2.6.1 Transdutores Eletroquimicos

Os transdutores eletroquimicos tém caracterisiinpsrtantes por serem sensiveis,
simples, confiaveis e apresentar uma respostaaépitEVENOT et al., 2001).As técnicas
eletroanaliticas tém capacidade de fornecer lingigedetecgdo muito baixos e uma abundancia de
informacdes que caracterizam e descrevem diferesigemas, sempre se baseando nas
propriedades elétricas de uma solucdo contend@ld@muando este estd em contato com uma
célula eletroguimica. Assim, essas e outras vansafggem com que 0s sensores eletroquimicos
constituam grande parte dos biossensores desethw®(CASTILHO, 2003).

Dependendo do seu principio de transducgmdem ser amperomatricos,
potenciométricos ou condutimétricos (CHAUBEY & MACHRA, 2001).

Amperométricos. O principio amperomeétrico acontece na medida oiaewte

resultante da oxidagdo ou reducao eletroquimiaante espécie eletroativa, instante
em que acontece a transferéncia de elétrons ditcapata o eletrodo ou vice-versa.
(WANG et al., 2008).

Potenciométricos O principio esta na definicdo da diferenca deempoal entre o

eletrodo indicador e o de referéncia ou dois alieisale referéncia que sao separados
por uma membrana seletiva permeavel, ndo exisfindo de corrente significativa
entre eles (THEVENOT et al., 2001).

Condutimétricos. O principio se fundamenta na medida de mudangas n

condutancia, por causa do uso de enzimas que, tabsaa reacdes, fazem ou
consomem espécies idnicas, deixando alterado o rolude portadores de carga

movel no eletrdlito. A condutividade € a funcdoefin da concentracdo ibnica,

entretanto, ndo é especifica para um dado tipocadiVANG et al., 2008).

2.6.2 Transdutores Piezoelétricos

O principio piezoelétrico se baseia na medida ateagdo do dipolo elétrico de um
dado material quando este é submetido a uma deféofial et al., 2004).Assim, quando a
superficie do sensor é revestida pelo materiabgiob e este captura os analitos de modo
seletivo, ou seja, quando a massa do cristal é ranee as frequéncias de ressonancia das
oscilacbes decaem proporcionalmente com a quaetidadmassa adsorvida a superficie

eletrodica.
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Os cristais de quartzo, hoje em dia séo bastaiizadbs em sistemas piezoelétricos
devido a sua oscilagdo de frequéncia na faixa aghertz (10 ciclos/segundo), de maneira
proporcional a massa do cristal, e também sao rilastensiveis as variacbes de massa
depositadas, por isso, sua alta sensibilidade. istensa piezoelétrico, a microbalanca de
cristal de quartzo (QCM) é capaz de apresentardasdias alteracoes de massa na superficie,
de variacdes na ordem de nanogramas (W/AN&, 2011).

Os imunossensores QCM vém mostrando serem maasivafyr para detectar
moléculas, estudar processos de adesao celulimaesonstantes de afinidade (VIITALLA
et al., 2012, DENG et al., 2006). Também permitei@rminacdo de parametros especificos
de camadas imobilizadas, como por exemplo, a detesi@ viscosidade na superficie do
eletrodo (FEREIRA et al., 2009). O sistema QCM tédmbpossui uma alta sensibilidade,
podendo medir interagbes monoatdmicas e em refag@mnica amperomeétrica que tem como
vantagem ndo necessitarem de espécies eletrogtivasobtencdo do sinal transduzido, ou
seja antigenos ou anticorpos marcados (DU e2@0.7;X.L. SU, Y. LI, 2005; MATTOS et
al., 2012).

2.6.3 Biossensoregara deteccao de NS1

Na busca de testes diagnosticos com melhor skuhesile os biossensores analiticos
vém sendo construidos. Na Tabela 3 estéo reladoas biossensores desenvolvidos para
diagndstico de dengue, utilizando diferentes t&s(€CECCHETTO, 2014).

Tabela 3:Limites de deteccéo relatados para biossensordsrigie referenciados pela literatura

Mecanismo de Analito (Alvo) Limite de deteccao (LD) Referéncia
Transmisséo
Protteina NS1 e 3 pg/mL (6,25 x 16 mol/L) Su et al., 2003
Glicoproteina-E £)
Proteina NS1°) 0,740pg/mL (1,39 x 16 mol/L) | Wu et al., 2005
Piezoelétrico Proteina NS{e ) 1-10 pg/mL (2, 08 x 16 - 2,08 | Tai et al., 2006
x 108 mol/L)
Proteina NS1¢ ) 12 ng/mL (6,25 x 18 mol/L) Dias et al., 2013
Eletroquimico Proteina NS¢ ) 0,33 ng/mL (6,88 x 1®mol/L) Cavalcante et al.,2012

(A) = diluicdo em PBS (¢) = diluicAo em Soro de patge
Fonte: Adaptado d&Cecchetto, 2014.

Na Tabela 3 observa-se que o0 biossensor com ménite de deteccdo foi o

eletroquimico tendo um limite de 0,33 ng/mL conferrelatado em Cavalcanti et al., (2012). A
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perspectiva apresentada na Tabela 3 motivou orgees@balho a investir esforgos na elaboracéo
de métodos eletroanaliticos, utilizando técnic&r@dgimica (com énfase em técnicas de resposta

em frequéncia), capaz de detectar a proteina NSframwda dengue com bom desempenho.

2.7 NANOTECNOLOGIA

2.7.1 Nanobiotecnologia e Nanobiossensores

Conforme Instituto Nacional de Propriedade IndabiNPI (2010), a
nanobiotecnologia € uma area da nanotecnologia agliea ferramentas resultantes da
integracdo das ciéncias fisicas, engenharia malecbiologia, biotecnologia e quimica.
Sendo o0 surgimento dessa tecnologia de enorme tamota, pois proporciona o
desenvolvimento de dispositivos cada vez menores graalises bioquimicas e diagndsticos
moleculares com grandes melhorias na eficiénciecigfio e sensibilidade dos resultados
(RUMAYOR et al., 2005).

Além disso, a nanobiotecnologia possibilita deteata manipular parametros
bioquimicos e moleculares por meio de dispositeidsnano escala — nanodispositivos, como
biochipse nanobiossensores (INPI, 2010). Os nanobiossEns@atam-se de dispositivos
desenvolvidos em nano-escala que convertem evemopsinais processaveis. Logo, as
reacdes bioquimicas oriundas desses eventos lbotdgncorporadas aos elementos de
reconhecimento (acidos nucléicos, organelas oulasgluenzimas isoladas, tecidos e
anticorpos), sao capazes de produzir sinais (@bstritérmicos ou 6pticos), 0s quais sao
associados a um sistema de transdugdo que convertsmal entre os elementos de
reconhecimento e o analito em um efeito detect@vakensuravel (RUMAYOR et al., 2005;
BRANDAO et al., 2011).

2.7.2 Nanotubos de Carbono

Segundo Justino (2013), a associacdo entre naobdgta e cuidados de saude tem
proporcionado o desenvolvimento de novas tecnddomiais eficientes, rapidas e Uteis no
diagnostico, tratamento e prevencdo de qualquencdoeNesta gama de tecnologias, 0s

biossensores associados a nanomateriais sao tigposijue tém sido desenvolvidos e
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utilizados nos ultimos anos, nomeadamente devidoaaalta sensibilidade, especificidade
molecular, rapidez de analise, baixo custo e tauile de utilizacéo.

Entre os nanomateriais, os nanotubos de carbon@€gN3ao os mais utilizados e
aplicados em diversas tecnologias para a melhaa sistemas analiticos, devido a sua
grande area superficial, elevada condutividaderiedéte excelentes propriedades de
transferéncia de elétrons. Os NTCs podem ser toikts de diferentes cilindricos
concéntricos, contendo Unica ou multiplas parefigsré 7). Os de multiplas paredes séao de
mais facil sintese e portanto, sdo os mais eco3n(izlAS et al., 2013).

Figura 7: Representacdo esquematica da estrutura de nanatelmasbono. (a) nanotubo de parede
simples, (b) nanotubo de parede mdltipla

Fonte: ZARBIN, 2007.

Segundo Katz & Wilner (2004), os NTCs podem sercimumalizados com grupos
funcionais especificos tais como a hidroxila (-@id)a carboxila (-COOH), alargando a gama
das suas aplica¢cfes, devido a melhoria das prepiésddestes pela incorporacdo dos grupos
funcionais. Alguns exemplos quanto a importancis NoCs funcionalizados a aplicacdes na
saude podem ser estudados em aplicacfes biologmasxemplo, na distribuicdo controlada
de agentes terapéuticos, devido a elevada capaciteslNTCs em penetrar em membranas
biolégicas com uma toxicidade relativamente bakaHISSI et al., 2012). Quando aplicados
a dispositivos eletrénicos, os NTCs também promowemma melhoria importante na
sensibilidade do sensor, por exemplo, quando ajuga terapia de doencas virais e ao
diagnostico viral, contribuindo para a rapida defiecde agentes patogénicos humanos e
animais (JUSTINO et al., 2013).

Conforme Patel (2011), o ultimo relatério de meccaglobal sobre os NTCs
verificou-se um aumento da producdo de NTCs devidobretudo ao crescente
desenvolvimento de dispositivos associados a sdtikee eles, encontram-se 0s sensores
eletroquimicos que tém sido cada vez mais usados inoorporacdo de varios tipos de

nanomateriais, principalmente NTCs. Melhorias n#édoraacdo, miniaturizacdo e analise
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multiplexada, assim como melhorias no seu desenopanalitico tém sido levadas em conta
para o progresso dos sistemas de saude. Por exempleteccdo de doencas numa fase
precoce é um dos objetivos no desenvolvimento eapeamento dos sensores com NTCs,
visando melhorar a sua sensibilidade, rapidez dposta, reducdo do volume de amostra,
apostando também em sistemas néao-invasivos (JUSEN&., 2013). Alem disso, estas
nanotecnologias podem permitir a deteccdo de marread especificos em baixas

concentracées e em amostras complexas, tais cam® dumano.

2.7.3 Propriedades e areas de Aplicagdo dos NTCs

Os NTCs caracterizam-se, conceitualmente, pelolaanemto de uma folha de
grafeno que é um material constituido apenas poma@t de carbono arranjados
hexagonalmente. Para comparacao, o grafite, & uterialeconstituido por varias folhas de
grafeno empilhadas. Devido sua conformacdo, os NTpsesentam interessantes
propriedades quimicas, fisicas, mecanicas e eletidrtais como:

» Configuracao tubular que permite o isolamento de@hs em torno da circunferéncia
do NTCs, proporcionando uma condutividade elémmzvel,

» Diametro pequeno e comprimento elevado que pramuaon uma superficie muito
grande em relagédo ao volume, conduzindo a excelpnbpriedades eletronicas;

» Satisfacdo de todas as ligacdes C-C covalentesiogmendo a estabilidade mecanica,
térmica e quimica;

» Elevada resisténcia mecanica e resisténcia a muptur

Para aplicacbes em sensores eletroquimicos, os Np@ssentam propriedades
atrativas, tais como proporcionam, aumento de &dledroativa, maior transferencia
eletrénica, maior quantidade de biomoléculas inmdudlas a superficie sensora, entre outras (
SILVA et al., 2014).

2.8 POLIMEROS CONDUTORES

Polimeros condutores sdo compostos que possuemalimmanassa molar que €
formado pela repeticdo de muitas unidades quimpzdendo ser organicos ou inorganicos,

sendo os organicos os mais estudados (AKCELRUD7)2@s polimeros sdo amplamente
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utilizados em pesquisas para o desenvolvimentoedsoses eletroquimicos devido a sua
capacidade de alterar, de maneira reversivel, simess de condutividade elétrica quando
expostos a diferentes substancias quimeasndo assim, no aumento da flexibilidade para a
imobilizacdo de biomoléculas, resisténcia mecadadilme, entre outras (IONESCU et al.,
2010; PINACHOA 2008|RIMIA-VLADU et al.,2006.)

Conforme lonescu et al., (2010) a modificacéo emser também pode ser realizada
através da deposicdo de filmes polimériammdutores na superficie de eletrodos. Na
fabricacdo de um eletrodo modificado por filme p@rico, podem-se utilizar as técnicas de
dip-coating spin-coating eletrodeposicdo, polimerizacdo por plasma, gletnmerizacao,
dentre outras (TAO et al., 2007).

A deposicdo do filme utilizado neste estudo foalimada pela técnica de
eletropolimerizacédo, pois demonstra ter facilidat® controle de formacdo do filme
(espessura e quantidade) (KUMAR E CHEN, 2008). étrepolimerizacdo ocorre com a
primeira etapa envolvendo a eletro oxidacdo do mmamo utilizado com a formacdo de um
cation-radical (INZELT et al., 2000). A dimerizac@oo inicio da segunda etapa, chamada
etapa quimica. O crescimento da cadeia e, conseguente, formacgédo do polimero, procede
via reacéo do dimero resultante com outra moléceidra e assim por diante. Por ultimo,
ocorre a eletrodeposicao do polimero formado narsigge do eletrodo (KUMAR & CHEN,
2008). Estes filmes eletropolimerizados geralmerdatém grupos funcionais que apos
ativacdo podem imobilizar biomoléculas via um grdpocional especifico, podendo ser
hidroxilas (-OH), carbonilas (C=0), carboxilas (@®{)) e aminas primarias (NMH
(FREITAS, 2014) Dentre os monémeros aromaticosrbeitdicos encontrados na literatura
com formacdo de filmes poliméricos, o pirrol, tiwde fenileno, a polianilina, o
etilenodiamina e o polietilenoimina tém sido os snestudados (TUNCAGIL et al., 2009;
FREITAS, 2014).

A polialilamina (PAH) apresenta uma estabilidadéca em condi¢cdes ambientais e
facilidade de polimerizacdo (HO et al., 2002). OHPA um polieletrolito fraco com natureza
basica e se apresenta com partes hidrofilicasreféicas. O tiofeno é um hidrocarboneto
por quatro atomos de hidrogénio (H) e um de enx@&Jejue sao ligados a quatro atomos de
carbono (C), formando um pentagono regular e @ar @de ser considerado uma molécula
ciclica (MCQUADE et al., 2000), possuindo boa midkitle de cargas, capacidade doadora
de elétrons, alta estabilidade quimica, térmicalérieca (NOWACKI et al.,, 2011). A
etilenodiamina (EDA) fornece grupos funcionais ngpesficie do polimero (figura 8),
podendo ligar covalentemente as biomoléculas arayé seus grupamentos amina
(FREITAS, 2014).
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Figura 8: Estrutura quimica da etilenodeamina.

NH;

N

H-N
Fonte: A autora.

O PEI é um polieletrélito catidnico rico em amiagura 9), com valor de pKa = 5,5,
altamente ramificado com grande densidade de Gamgascontém grupos amina primarios,
secundarios e terciarios, aproximadamente na ptépd5/50/25 (NOSSER, 2013). Além de
ser utilizado para funcionalizagdo da superficietrétlica, o PEIl pode ser usado
engenhosamente tanto como um agente funcional esmagente redutor e protetor para

formacao de nanoparticulas de ouro (ZHU et al.3R01

Figura 9: Estrutura do PEI ramificado.

l (\NHz K\H/\/NHE{

N N N
Hgl\l/\\/ \/\H/\/ \/’)\J/\/ v/\NHz

HgN/\V’N\/\NHg

Fonte: http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/aldf#d8727?lang=pt&region=BR

A funcionalizagédo de superficies ou nanoparticutdzando o PEI é facilitada pela
sua capacidade de formar complexos com poliel&igdtatibnicos e ions metdalicos. Esses
polimeros agem como agente controlador de tamantmnferem grande estabilidade aos
nanocompoésitos (JAHAN et al., 2014). Outra vantagenutilizacdo do PEI é a obtencéo de
grupos funcionais na superficie das nanopartiati@vés da sintese em uma unica etapa. O
PEI forma um escudo carregado positivamente aa cadoNPsAu prevenindo sua agregacao
em solucdo e fornecendo uma ligacdo para ancoraaragparticulas sobre a superficie do
eletrodo (FRASCA et al., 2012).
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

Desenvolvimento de imunossensor empregando platafarma nano-hibrida a base de

nanotubos de carbono e filmes poliméricos visandmwnodiagnostico da proteina NS1 do
DENV.

3.2 EsSPECIFICOS

» Obter de filme de PEI e modificacado obtendo filroepdsito nanoestruturado;
» Imobilizar covalentemente de anticorpos e antig&ftoDENV;
» Estudar viabilidade do biossensor nanoestrutupada deteccdo do DENV.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 REAGENTES E MATERIAIS

Etilenodiamina, etildimetilamino-propil-carbodiinad EDC), hidroxisuccinimida (NHS)
e glicina foram adquiridos da Sigma-Aldrich, (Sduouis, EUA). Ferrocianeto de potassio,
ferricianeto de potassio §ke(CN}) foram obtidos da VETEC (Sao Paulo, Br). Antic@po
monoclonais de rato contra a glicoproteina NS1 idasvda dengue (ab138696) e a proteina
recombinante do virus da dengue NS1 de comprimené (ab64456) e antigenos NS1
usados para a preparacdo do nanosensor foram iddgquoa ABCAM Cambridge,
Machachutes, EUA). Todos os demais reagentes,esa@ventes foram de grau analitico
adquiridos da F. Maia (Sao Paulo, Brasil). Nanosutb® carbono de multiplas paredes foram
adquiridos da Dropsens Inc. (Oviedo, ESP). Agtra4gura utilizada no preparo de solugdes
e tampdes foi obtida utilizando uma unidade milli(Rdillipore, Bedford, Machachutes,
EUA).

4.2. OBTENGAO DO | MUNOSSENSOR

4.2.1. Montagem do filme nanoestruturado

v Crescimento do filme de Polietilenoimina

O filme de polietilenoimina (PEI) foi obtido poleg&ropolimerizagdo de mondmeros de
EDA através da técnica de voltametria ciclica usazaimo eletrodo de trabalho um eletrodo
de ouro de diametro aproximado de 1,12 mm, eletooeferéncia Ag/AgCI (3M KCI) e
eletrodo auxiliar de fio helicoidal de platina. t&s foram conectados a upotenciostato
IviumCompactsta{Eindhoven Holanda)acoplados a um microcomputador e controlado por
lviumsoft. Para eletropolimerizacdo, os eletrodmsrh imersos na célula eletroquimica de
volume interno de 5 mL, contendo a mistura [1:1]0J& M de EDA [1:1] e 0,1 M de
Perclorato de litio preparadas em acetronitrila.eldtropolimerizacdo foi acompanhada
através dos tracados eletrograficos dos voltamaagasitlicos aplicando-se uma velocidade
de varredura de 50 mV/s, numa janela de potencted €1,8 e 1,9V, com potencial de passo
de 10mV. Apdés o crescimento do filme polimérico, etetrodos foram lavados

exaustivamente com agua ultra-pura para realizdggcaracterizacoes eletroquimicas.
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Para realizacdo das medidas de espessura, geletrerizacao foi realizada sobre o
eletrodo de cristal de quartzo 10 Mz (Universals®es, USA) utilizando-se 0 mesmo sistema
tri-eletrédico, sendo agora utilizado como eletrdédrabalho o eletrodo de cristal de quartzo

com os dois terminais curto-circuitados.

v" Deposicédo dos NTCs-COOH

Inicialmente, 1 mg de NTCs-COOH foram dispersoslemL do solvente organico
dimetilformamida (DMF) e submetidos em banho uttoms por 1h. Apos a dispersédo dos
NTCs-COOH, estes foram pré-ativados incubando-osuera solucdo aquosa [1:1] de 20
mM de EDC e 50 mM de NHS, em temperatura ambielgeada em repouso durante 1h.
Apés esta etapa, uma aliquota da suspenséo de 8DOs$4 pré-ativados foi pipetada sobre a
superficie eletrédica e deixada em repouso poriB0tos, seguida por secagem a estufa.

4.2.2 Imobilizag&o de anticorpos anti-NS1 e imunosaio

A imobilizacdo do anticorpo anti-NS1 foi realizadapositando sobre a superficie
eletrodica uma aliquota de 2 puL de anti-NS1 (10nky/ A concentracdo adotada foi baseada
em estudos prévios do grupo (DIAS et al., 2014glérodo foi incubado em camara Umida
por 1h, a temperatura ambiente (~ 24 °C). Anticerpgmanescentes ndo covalentemente
ligados foram removidos com 4 lavagens com PBSidaguor lavagem com agua ultra-pura.
Os grupos carboxilicos remanescentes ndo reageotes anti-NS1 foram bloqueados
empregando-se incubacao com solucdo de 100 mMaiieegbreparada em PBS.

A interacdo antigeno-anticorpo na superficie adr@dlo foi medida depositando uma
aliquota de 0,2 pL de uma amostra de NS1 sobregerférie sensora e incubada por 30

minutos a temperatura ambiente. As amostras fpraparadas em tampao PBS pH 7,2.

4.3 MEDIDAS ELETROQUIMICAS

As caracterizacfes eletroquimicas foram realizaglapregando-se as técnicas de
voltametria ciclica (VC) em um potenciostatium Compactsta(Eindhoven Holanda) que
tem interface com um sistema de computador e dadtigelolviumSoft Todas as medidas
eletroquimicas foram realizadas utilizando um sistele trés eletrodos que compreendeu um

eletrodo de ouro (Au) como eletrodo de trabalhoelgirodo de referéncia (Ag/AgCl) e o fio
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de platina helicoidal como contra eletrodo. Estearh imersos em uma célula eletroquimica
de volume de 5mL erd mmol L! K4jFe (CN)]*/ K3[Fe (CN }]* em solugcdo de KCI a
0.1mol L! (pH 7,0) Todas as medidas foram acompanhadas através dpasddsa
eletrograficos dos voltamogramas ciclicos aplicaselama velocidade de varredura de 50
mV/s, numa janela de potencial entre -0,2 e 0,6 @otencial de passo de 10m¥,
temperatura ambiente (aproximadamente 23°C)

As repostas analiticas a proteina NS1 foram obtetapregando-se a técnica de
voltametria de onda quadrada. As medidas foranstragias numa janela de potencial entre
0,0 a 0,5V a 10 Hz com amplitude de pulso em 1Q omv potencial de 10 mV e um tempo
de equilibrio de 10s. A resposta analitica paraSd foi obtida levando em consideracao a
diferenca entre a corrente de piad)(do NS1. Uma diluicdo do antigeno NS1(0,1 pL) foi
feita para obter a curva analitica do sengorobtencdo da curva analitica deu-se pelo
monitoramento em tempo real através da técniceollametria de onda quadrada (VOQ). O
pulso foi de 0 a 0,5 V vs, com amplitude de pulsdbthV, largura de 10 ms e potencial de
100 mV/s. A resposta analitica do NS1 foi obtidk mkferenca entra a altura dos picos de

corrente do eletrodo com o antigeno em relacaiagl(branco).

4.4 CARACTERIZACAO ESTRUTURAL E M ORFOLOGICA DA SUPERFICIE SENSORA

4.4.1 Andlise de Infravermelho por transformada dd-ourier (FTIR)

Para obtencdo dos espectros no infravermelho gosformada de Fourier (FTIR), foi
utilizado um espectrofotbmetro Bruker, Modelo IFS€&- Spectrum (cidade, pais) no modo
de reflectancia total atenuada (RTA). Os espedtn@sn obtidos no intervalo de 500 a 4000

cm!com 20 varreduras

4.4.2 Analise por microbalanca de cristal de quartz

As etapas de modificacdes da superficie sensoeanfmbservadas em um sistema
piezoelétrico de microbalanca de cristal de quafi&gura 10). O eletrodo de cristal de
guartzo (QCM - corte AT, placa de quartzo 14 mratretio de ouro 8 mm, frequéncia de 10
MHz) da Universal Sensor§Nova Orleans, EUA) foi montado em uma célula bexd

desenvolvida no laboratoério, na qual apenas umadios dos eletrodos foi exposto a solugao.
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O sistema foi operado em um fluxo continuo auxdigdr uma bomba peristéltica (modelo
Watson-Marlow SCI Q 400, Inglaterra) configurac@gp100 pL/min. Para cada etapa de
modificacdo da superficie sensor, o fluxo das €ascfoi interrompido para mensurar os
valores de frequéncia. O sinal de saida foi reagistipor um contador de frequéncia (Agillent,
modelo 011, EUA.

Figura 10: Detalhe da célula (A) e frequencimetro (B) e bompeasstélticas utilizados para
realizacdo das analises do cristal de quartzo.

(A

Fonte: A autora.

4.4.3 Obtencao de micrografias por microscopia eléinica de varredura

Para obtencdo das micrografias foi utilizado o g@miento de marca TESCAN,
modelo VEGA 3 com compartimento tipo LM e filamemt® Tungsténio com detectores de
elétrons secundarios e de elétrons retro espalh&#wa se obter as imagens, os eletrodos
foram metalizados em um tempo de 180s (3 minutashetalizadora Quorum Technologies
LTD, Ashford, modelo Q150R.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CRESCIMENTO DO FILME DE POLIETILENOIMINA
5.1.1 Sintese de PEI por eletropolimerizacédo

A Figura 11 exibe os voltamogramas ciclicos caréstieos do crescimento
eletroquimico do PEI sobre o eletrodo de quartzouema solucéo de acetronitrila contendo
0,1M de EDA em 0,1 M de LiClDem proporcdo de 1:1. Os mondmeros foram
eletroquimicamente oxidados, observando-se o pie aproximadamente 0,75 V
correspondente a esse processo de oxidacdo. Tafobé&m observados picos de reducéo
para os produtos formados em -0,8 V. O primeir® mle oxidacdo pode ser atribuido a
oxidacdo do grupo amino que corresponde ao racitiin NH*. A diminuicdo dos picos de
oxidacdo se deve a formacao do filme sobre a doedo eletrodo. Observou-se também,
um aumento dos picos de redugdo mostrando quedisaiga cations foram consumidos

durante a eletropolimerizacdo do ED®EGUT et al., 2010; LAKARD et al., 2002

Figura 11: Voltamogramas ciclicos tipico do crescimento dodilde PEI apds 25 ciclos.
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v' Otimizacdo da velocidade de varredura da eletrop@riizacao do filme de PEI

A densidade de corrente fornecida para a eletnmgoizacdo durante as voltametrias
ciclicas exerce importancia sobre a espessurdmde,fbem como de sua natureza condutiva.
Figura 12a exibe o perfil dos VCs obtidos na efmilionerizacdo do filme de PEI para as
diferentes velocidades de varredura (10 a 50 m@s)oltamogramas ciclicos foram obtidos
em presenca de 5 mmottIK4Fe(CN)]*/ K3[Fe(CN)]* em solugdo de KCI a 0.1mol'L
(pH 7,0). Observou-se um incremento nos picos atesiote redox com a velocidade de
varredura de potencial, indicando que a quantidiedeondmeros polimerizados a superficie
do eletrodo aumenta com a densidade de corremgiratdo um plateau em 30 mV/s
(Figural2b). No presente trabalho foi adotado padas os experimentos remanescentes a
velocidade de 50 mV/s por requerer menor tempo @arascimento do filme.

Figura 12a: Voltamogramas ciclicos em fungéo da velocidadeadeedura: a) 10 mVs b) 20 mvs';
c) 30 mvs;  d) 40 mvs e e) 50 mVv3, em 5 mmol ! KiFe ( CN }]*/ Kg[Fe ( CN }* em
solugdo de KCl a 0.1molL

a=——10 mV/s
b——20 mV/s
c——30mV/s
201 d——40mV/s
e——50 mV/s
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Figura 12b: Efeito da velocidade de varredura sobre a cormaigico anddico.
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v' Caracterizacao eletroquimica

A voltametria ciclica representa uma das técnasaiticas mais utilizadas para
observar modificagcdes na superficie eletrodica (RARA et al., 2014). A deposicédo do
filme sobre a superficie sensora foi observadav@érdo aumento das amplitudes dos picos
redox dos voltamogramas ciclicos representadosgoeafl3 quando o eletrodo modificado
foi imerso em uma célula eletroquimica contendooda redox de ferri/ferrocianeto de
potassio, estudando seu comportamento eletroquimicgrocesso de imersdo dos trés
eletrodos. De acordo com a equacddRdedles — Sevick o aumento da superficie ativa do

eletrodo pode ser estimado pela equacéo:

b =(2.69 x 16) ADY2n32yY2C [1]

onde ip € o valor corrente de pico , A represergieodo ativo ( cf) , D é o coeficiente de
difusdo damolécula em solucéo (%sm ), n € o nimero de elétronsenvolvido na reacamxred

, L € a taxa de varrimento de potencial (¥¥e C é a concentragdo da molécula de sonda
utilizada na solucao ferri/ferrocianeto (CABRAL @t, 2016).Foi possivel determinar um
aumento de aproximadamente 4,5 vezes da area eletroativayfirmando a
eletropolimerizacéo do EDA, becomo sua natureza condutiva (IONESCU et al., 010
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Figura 13: Voltamogramas ciclicos do eletrodo limpo (pretojie eletrodo modificado com PEI
(vermelho) em 5 mmol £ K4[Fe ( CN }]*/ Ks[Fe ( CN }]* em solucéo de KCl a 0.1mof'L
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Neste estudo foi utilizada a técnica de eletropalipacdo para a sintese e deposi¢cédo
do PEI, pois esta técnica demonstra ter facilidameontrole de formacao do filme (espessura
e quantidade) (KUMAR E CHEN, 2008). A formacédo ddimmero pela eletropolimerizacéao
normalmente tém grupos funcionais que depois denseativados podem imobilizar
biomoléculas via um grupo funcional especifico, teesaso aminas primarias (RH
(TUNCAGIL et al.,, 2009). O EDA contém grupos amimmssuindo mondmeros para a
formacdo do polietilenoimina linear e ramificadcs Gutros reagentes, o perclorato de litio
LiClIO4 e CN (acetonitrila) agiram como contra ion e csadbres, respectivamente.

A estabilidade e alguns dos processos mecanigioasvidos na obtencdo do filme
de PEI foram avaliados variando-se a velocidadeatencial entre 10 mVi& 150 mV &
(Figura 14a). As amplitudes dos picos de correatexlicos e catddicos apresentaram um
aumento linear com a raiz quadrada da velocidadeadedura, indicando um processo de

transferéncia de elétrons controlado por difus@igufa 14b).
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Figura 14a: Perfil voltamétrico do PEI erb mmol L K4Fe (CN)]*/ K3[Fe (CN)]* sob diferentes
velocidades de varredura de potencial (10, 2048050, 60, 70, 80, 90, 100, 110, 120, 130, 140 e
150mVst) em solugdo de KCl a 0.1moi'L

150 mv s™
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E (V) vs. Ag/AgCl (kcl sal)

Figura 14b: Corrente dos picos anddicos e catodicos versugjuaidrada da velocidade do potencial
de varredura.
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A estabilidade eletroquimica do filme de PEI p@iinado sobre o eletrodo foi
avaliada submetendo-se o eletrodo em 25 varrediiciisas consecutivas numa gama de
potencial entre -0,2 V a 0,6 V, a uma velocidadealeedura de potencial de 0,05 V/s com
sonda redox de 5mmol*K4[Fe (CN }]*/ Ks[Fe ( CN }]*. Os coeficientes de variagéo dos
picos anddicos e catddicos foram iguais a 0,01%4.% Orespectivamente, demonstrando que
o filme de PEI apresentou o6tima estabilidade apdeerdicacdo da corrente dos picos

anodicos e catddicos, sendo modificados com a idelde de varredura (HUANG et al.,
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2010). Asinformagbes que envolvem os mecanismos eletrogogmuwitas vezes podem ser
obtidos pela relacédo da taxa de pico entre a der@atddica / anodica (GOMES-FILHO et
al., 2013).

5.1.2. Caracterizacao por sistema microbalanca deistal de quartzo

A microbalanca de cristal de quartzo € um dispasitie extrema sensibilidade no que
se diz respeito a variagdo de massa, portanto fgemmimonitoracdo em tempo real das
modificacdes envolvidas nas superficies eletroderasfuncédo da variacdo de frequéncia
elétrica (SILVA, 2004). O sistema de microbalangactistal de quartzo mostrou ser uma
ferramenta eficiente para detectar moléculas, esttonstantes de afinidade e estudar os
processos de adesao celular (CARRILLO et al. , 2RILTTOS et al. 2012).

Uma das etapas fundamentais no desenvolvimentoladafggma nanoestruturada
proposta consistiu na obtencdo do filme polimérd® recobrimento, devido ao seu
importante papel tanto na transferéncia de elétqurento na ancoragem dos NTCs. A
modificacdo do filme foi realizada através da elettimerizagdo por voltametria ciclica em
sonda redox de 5mmoliK4Fe (CN)]*/ Ks[Fe (CN)]*, com o potencial de velocidade de
varredura em 50 mVs e o potencial variando entre -1,800 a 1,900 Wn deitura
consecutiva de 25 ciclos.

A estabilidade do filme de PEI foi estudada emg@dea variagdo de massa no sistema
piezoelétrico. Na Figura 15 pode-se observar gueegsiéncias obtidas para as medidas das
camadas de PEI, t = Oh e t apds 24h foram praticem@énticas. O eletrodo modificado com
PEI (t= Oh) apresentou frequéncia mediad8e651 + 5 Hz e por ultimo o QCM modificado
com PElpoés 24 horas com a média de 49.692 + 5 Hz (p5).0.0
Figura 15: Resposta em frequéncia (kHz) por segundo (Filmiengoico).
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A espessura do filme de PEI foi determinada analise de alteragdes em relacdo ao
aumento de frequéncia elértica em Hz do sistenmaid®balanca de cristal de quartzo com a

massa depositada, de acordo com a equagéo de ByU&IH9):

Af=_ -2.§? Am Equagéo 2
AN pg. Hq

ondeAf representa a mudanca de frequéncia medida erfy Ba frequéncia de ressonancia
de oscilagdo fundamental do cristal de quartzo emAH€ a area do eletrodo em Tmm a
variacdo de massa devido a deposi¢cdo na supegfitigramas (unidade/area), € pq S80 0
modulo de cisalhamento e densidade de quartzo (8,98} dina/cnf e 2,65 g/cri
respectivamente) (LIU et al., 2001; FONSECA et2011).

ApoOs a determinacédo da variagdo de massg € com base na equacgéao 3,

t = Am

or Equacéo 3

ondeps é a densidade do filme em gfcmAm é a mudanga na massa por unidade de area em
g/cn? (calculada através da equagdo de Sauerbrey)éeat espessura do filme em cm.
determinou-se a espessura do filme depositado tiadmise 1,08 g. ! a densidade DF do
polietileneimina. Assim, obteve-se uma variacdo iméie espessura para 4 diferentes
eletrodos de 104,00 + 23,84 nm (tabela 4). O bebddiciente de variacdo apresentado (CV <
25%) mostrou que o processo de obtencéo do filnkEddoi considerado controlado.

Tabela 4 Medidas de frequéncia de diferentes eletrodagidt@al de quartzo.

Espessura do filme de Polietilenoiamina

Eletrodo1l Eletrodo 2 Eletrodo 3 Eletrodo 4 Média Desvio  Coeficiente de
Padrdo Variagéo (CV)
80,67nm 125,91nm 124,51nm 87,16 nm 104,00 nm 2%84 22,9 nm

Dentre diversas possibilidades de escolha do potino PEI foi selecionado devido
a sua alta concentracéo de grupos amina (figurgpgénitindo o acoplamento com os NTCs
carboxilados. O PEI pode, em geral, se apresestaluds formas: linear ou ramificada. Em
ambas as formas, o polimero pode ser consideradagente bifuncional o que permite

grande adequacéo as superficies sensoras. A sitieB&l de modo eletroquimico tem a
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vantagem de permitir o controle do filme formadaracteristica que pode ser controlada pela
concentracdo de mondmeros e tempo de eletropoliagdio, varidveis importantes para
obtencdo de uma cobertura maxima da superficieEdi@iRretamente adsorvida no substrato
(YUN et at., 2014). Nieblas et al., (2013) obsergue as espessuras dos filmes PEI podem
aumentar com o tempo da reacao de eletrodeposigdestudo, os autores observaram que
aos 13 minutos de reacédo (0,1M EDA), o filme atingma espessura média de 100 nm,
sendo também muito homogéneo. No presente estuskpessura do PEI sintetizado obteve
uma média de 104 nm £+ 24 nm de espessura, mostoprelo método de sintese utilizado

aqui forneceu um filme de PEI com espessura simila

Figura 16: Representacéo do polimero polietilenoimina ramifica
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Em termos gerais, quando o EDA é usado como aglent®mplexacéo, a estrutura
quimica implica mais rapidamente a deposicao dwefifle PEI, quando comparada com outro
filme obtido por trietanolamina. Isto pode ser leguo pelo fato do EDA ter um maior
namero de grupos amino presentes na sua molécuka fpamar centros complexos
(NIEBLAS et al., 2013).

5.2 DEPOSICAO DOS NANOTUBOS DE CARBONO SOBRE O FILME DE PEI (OBTENGAO DO

NANO-HIBRIDO )
5.2.1.Caracterizacao Eletroquimica gor sistema microbalanca de cristal de quartzo

Nos ultimos anos, os NTCs tém sido bastante ajdicam sensores devido a sua boa
estabilidade quimica, boa condutividade elétrioege mecéanica excelente e possibilidade de
funcionalizar a superficie dos mesmos para interagén moléculas especificas (TAURINO
et al., 2012; CARRARA et al., 2014). Os NTCs prapmmam aos eletrodos modificados uma
area eletroativa maior, promovendo baixos potemcibd trabalho, melhorando assim a
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reversibilidade de alguns processos e por isso ifeenmelhoramento de imobilizacdo de
antigeno-anticorpo, enzimas, acidos nucléicos,epras (REZAEI; DAMIRI, 2008). Estas
caracteristicas dos NTCs apresentam impacto impertmo que se diz respeito a
sensibilidade e limite de deteccdo do sensor.

Na literatura, € estabelecido que a ligacdo do€s\Na superficie sensora de modo
adsortivo pode resultar em baixa reprodutibiliddégido a este nanomaterial ser lixiviado
durante as analises (SILVA et al., 2014). No presastudo os NTCs foram depositados
sobre o filme de PEI e estes NTCs séo funcionalig@dm grupos carboxilicos de modo que
ocorra a interagcdo com o filme polimérico. Alémsdisos NTCs funcionalizados foram
utilizados para promover uma ligacdo amida com ngpas amino presentes no PEI

sintetizado sobre o eletrodo.

Figura 17: Voltamogramas ciclicos do eletrodo limpo (a), detreldo modificado com PEI (b) e
eletrodo modificado com nano-hibrido-PEI/NTC (c)rbah L K4[Fe ( CN }]*/ K3[Fe ( CN }]* em
solucéo de Kcl a 0.1molL.
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Quando se observa a Figura 18 € notorio o aumentoassa em relacdo ao eletrodo

QCM limpo e com NTCs de acordo com a média da &eqgia.
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Figura 18: Resposta com a média da frequéncia (kHz) por seg{NHCs)
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5.3 CARACTERIZACAO POR ESPECTROSCOPIA DE |INFRAVERMELHO COM

TRANSFORMADA DE FOURIER (FT-IR)

A técnica de FT-IR permite identificar os gruposmdionais organicos presentes na
amostra. Neste trabalho, a técnica foi utilizada parificar a formacao do filme de PEI na
superficie do eletrodo, bem comara acompanhar as etapas de modificacbes da isigerf
sensora através da carcaterizagdo estrutural dg®gigquimicos dos compostos organicos
empregadosA verificacdo de formacdo do filme polimérico eerscdo deste com o0s
nanotubos é importante para garantir o desenvohtimge uma plataforma sensora robusta.

O espectro de FTIR do disco de ouro limpo é aptadema Figura 19 (curva a) para
comparacdo, uma vez que nao se observa bandasedataas de grupos funcionais no
mesmo. No espectro do filme de PEI, apresentadeguaia 19 (curva b), € possivel observar
bandas caracteristicas filone polimérico formadotipicas dos grupos carboxilicos. A banda
em 3321 cm correspondente ao alongamento do grupo —NH (dedwmgrande o que
discrimina as bandas correspondentes a grupos eNtduadas correspondende a gruposz>-NH
que apresenta bandas estreitas), a banda 2365 comesponde ao alongamento C-H
(LAKARD et al, 2004) Ja as bandas 1640 ¢e1563 crit correspondem a deformacéo do
grupo N-H de amina primaria e C-H de amina secuadéspectivamente. A banda 1483 cm
! corresponde ao estiramento do tipo tesoura do,—&#ibandas 1380 che 1322 crt sdo
correspondentes ao estiramentodo grupo de aminadari@s e secundarias-C-N
respectivamente. E no final do espectro do FTIReps®lobservar o estiramento das bandas
874 cmte 871 crit do grupo N-H. A curva (c) corresponde ao esper&TIR do filme de
PEI apo6s deposicdo de NTCs-COOH, observa-se bdipdess dos nanotubos com grupos
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carboxilicos a 3400 cicorrespondente ao alongamento de O-H presenttessgsipos. As
bandas em 2930 che 2352 critcorrespondem ao estiramento de C-H presente ne fikn
PEI . A banda em 1650 c¢hn é relacionada ao estiramento C=0 dos grupos x#idus, e
mais adiante o pico 1436 cndo estiramento C=C. A banda em 1414'@urresponde ao
estiramento -Chkle a banda em 1388 ¢rnorresponde ao grupo -CH. Em 1255’ahserva-
se a banda correspondente a combinacéo do estim@ed e a deformacdo O-H. As banda
em 1100 crt e 1062 crit apresentam a deformagdo =C-H e é observado umaaditanda
em 650 crt correspondente ao estiramento no plano do amehdico. A Tabela 5
apresenta um resumo dos resultados obtidos no FOHR espectros do infravermelho
confirmam a formacao, por eletropolimerizagao,fitte de PEI e a deposicdo do NTCs
sobre este filme indicando que houve a interacd&a paformacdo da plataforma sensora
nanoestruturada, (SILVA et al., 2014).

Figura 19: Infravermelho por Transformada de Fourier; bandaada como controle; banda b PEI e
banda c NTCs/PEI.
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Tabela 5: Correspondéncias das bandas observadas nos espkri#®dIR do PEI e da amostra NTCs.

Faixa de Atribuicéo Faixa de Atribuicdo
frequéncia (cm?) frequéncia (cnt?)
PEI NTC’s
3321 Alongamento NH 3400 Estiramento N-H e O-H
2365 Alongamento e vibracéo C: 2930 Estiramento C-H
H
1640 Deformacéao N-H 2352 Alongamento C-H
1563 Deformacéao C-H 1645 Estiramento C-C
1483 Estiramento CH 1436 Estiramento C-C
1380 Estiramento C-H 1414 Estiramento CH
1322 Estiramento C-H 1388 -C-H
874 Estiramento N-H 1255 Combinacéo do estiramento C-

O e deformagéo O-H
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871 Estiramento N-H 1100 Deformagéo =C-H
1062 Deformagéo =C-H
650 Plano de estiramento do anel

5.4 ANALISE DAS MICROGRAFIAS DE MICROSCOPIA ELETRONICA D E VARREDURA

As micrografias eletronicas de varredura (MEV)afarrealizadas para estudar as
estruturas conformacionais do PEl e do NT®@s.modificacdo gradual da superficie
eletrédicqa de ouro com polimero PElI e NTCs folizada em condi¢des ideais para a
obtencdo das micrografias. A micrografia da figi@aa-b mostra o eletrodo de ouro, apos
limpeza que foi usado como controle apresentangionads ranhuras devido ao processo de
limpeza (polimento com alumina 0,5 um), entretaggta € uma superficie lisa na qual foi
realizado o processo de eletropolimerizacdo patrer-sle o polimero de PEI. A micrografia
da figura 20 ¢ mostra o eletrodo modificado comirpeto PEI; observa-se a formacao de
uma superficie irregular composta por ramificac@issretas, sendo assim, pode-se sugerir
gue o polimero é suavemente ramificado. Um detddissa estrutura € mostrado na figua c
(vista expandida). Ap6s a modificacdo do eletrodm ©® PEI, foram depositados os NTCs,
estes sdo mostrados na micrografia da figura 20 Asemicrografias mostram os NTCs
distribuidos em estruturas aglomeradas “l#aghetti”.

Figura 20: Imagens de MEV (2@m). Primeira imagem disco controle (a-b); PEI (Y BCs/PEI (d-
e).
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i \
SEM HV: 5.0 kV WD: 14.60 mm VEGA3 TESCAN
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As micrografias do filme de PEI apresentam estuuéis alongadaZ HANG et al.,
2008). Apods a modificacéo do disco com o PEI, foram depdes os NTCs na superficie do
disco, como é mostrado na micrografia das figufad-2. As micrografias mostram os NTCs
distribuidos em aglomerados de estruturas semethantespaguete”. Os NTCs depositados
formam um nano-hibrido com o PEI, uma vez que obsse a presenca dos mesmos em
meio ao filme de PEI eletrodepositado. O sombrameitualizado nas micrografias pode

indicar a modificacdo do filme apds a deposicdo BEs, sendo decorrente da solucao de
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EDC/NHS, estudos da influéncia de solventes na otagia do filme serdo realizados
posteriormenteConforme Zestos et al., (2014) o NTCs apresentayides distintas do PEI
que ndo foram completamente removidos durante cepso de deposicdo e com iSso as
regides de menos impurezas poliméricas sdo obsendallado de fora dos NTCs, como se
fossem paredes das fibras para as fibras de PEENDE nanotubos de carbono parecem
estar em feixes espessos sobre a superficie e es@stidos em PEI-R polimero,
provavelmente, isso acontece devido ao processubticado da solucdo que se deu pela
formacao das fitas de PEI com o NTCs.

5.5 IMOBILIZACAO DO ANTICORPO ANTI-NS1 CoMm NTCS/PElI NA PLATAFORMA

SENSORA
5.5.1. Etapas do desenvolvimento do imunusensor Etguimica

Pode-se observar na Figura 21, cueyaum par de picos redox bem definidos
identificando a superficie sensora limpa (DIAS let2014). ApGs essa etapa, foi realizada a
modificacdo do eletrodo através do EDA-LIGI@ filme de PEI formado possui inUmeros
grupos aminos com atividade catalitica que propasriam um aumento nos picos redox.
Ainda na curvab destaca-se também um aumento da area superfiatgposta apos a
eletropolimerizagdo com PEI. Na curea observa-se um aumento significativo na éarea
superficial do eletrodo apos a adicdo dos NTCsiagmeente ativados com EDC e NHS. O
aumento foi de aproximadamente 75% e 80% nos pacimx anodico e catddico. Ja na curva
d foi observado uma diminuicédo dos picos redox éa ativa, confirmando a imobilizagdo do
anticorpo anti-NS1 e, curwg, foi depositada uma aliquota de 2 uL de solu¢cdbdenM de
glicina, que age bloqueando as ligacdes inespasificsuperficie sensora. A resposta sensora
foi desafiada com a incubacdo com amostra contantigenos NS1 (curva f). Nas ultimas
curvas, devido a natureza isolante de proteinagjegréscimo dos picos redox é observado,
confirmando o bloqueio e a resposta sengfii et al., 2013).
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Figura 21: (A) Principio do imunossensor amperométrico questra 0 passo a passo da construcao
gradual de imunoeletrode e o seu principio de irangaio. (B) Voltametria ciclica (a) EAu limpo, (b)
PEI, (c)NTCs/PEI, (d) anti-NS1/ NTCs/PEI, (e) Ghiaianti-NS1/ NTCs/PEle (f) NS1/Glicina/anti-
NS1/ NTCs/PEL Os voltagramas foram realizados emml L K4Fe ( CN }]*/ Kg[Fe ( CN }]*,
com o potencial de velocidade de varredura em 56'm¥ o potencial variando entre -0,2 4 0,6 V.
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5.5.2. Etapas do principio do imunoensaio por sistega microbalanca de cristal de

quartzo

Pode-se observar na Figura 22, que o QCM limposapteu uma média dg4,15
kHz, apds essa etapa, foi realizada a modificacadetimeo através do PEI com a média de
20,31 kHz Houve um aumento da massa com a deposicdo par flontinuo nas etapas
subsequentes, com a média para 0 QCM NTCsAED2, QCM anti-NSNTCs/PEI anédia
de 24,23 kHz; Glicinanti-NSICNTYPEI amédia foi de 25,21 kHz; NS/Glicina/anti-NS1
CNTYPEI média de 26,58 kHz. A média da frequéncia em d&bleletrodo QCM até a ultima
etapa foi de 22,48.
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Figura 22: Curva de frequéncia do QCM.

A Figura 23 apresenta uma representacdo esquanmddis sucessivas etapas de

desenvolvimento da plataforma sensora e do primci@iimunoensaio utilizado.

Figura 23 Representacdo esquematica do principio de imunioepsaa a construcdo do

biossensor eletroquimico e QCM. Adaptada de Siizd €2014.
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5.6 RESPOSTA ANALITICA DO IMUNOSSENSOR A PROTEINA NS1

A curva analitica foi obitida com o antigeno NSpaatir da mesma concentracao.
Os experimentos foram realizados através da tédecaoltametria de onda quadrada em
solucéao ferri/ferrocianeto utilizado como eletlitAs respostas foram obtidas a partir dos
picos catodicos apoOs a adicdo da glicina a pagtiditerenca entre em branco , e os dados
foram ajustados a uma equacao de regressao lotesmrvando-se o decréscimo das correntes
em relacdo ao aumento da concentracdo de NS1 davidbureza isolante da proteina que

impedem a transferéncia eletronica.

Figura 24a: Curvas da voltametria de onda quadrada respostafitiGas para diferentes
concentracdes de NS1 obtido em 5mmale K; [ Fe (CNY] /KsFe(CNf como sonda redox : ( a) em
branco solugéo , curvas b- g representam 0,1:-0jé NS1
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As reducdes nas correntes de pico foram propaisas concentracdes de NS1 em
um intervalo linear de 0,1 a 0,6 ug/mL-1 (Figuraa24Os dados ajustados para a equacao de
regressao linear mostrou um coeficiente de codelag 0,996 (p << 0,01, n =7) e um erro
relativo baixo (1%). Com base na RSD da amostrabesnco e a inclinacdo da curva
analitica, o limite de deteccao pode ser calcutasao: LOD = 3 (RSD / inclinacdo) (Figura
24b). O limite de deteccdo foi calculado de acratmm a IUPAC apresentando
aproximadamente 0,038 pg/mL-le seu limite de gfieattio real de 0,1 ug/mL, sendo
menor do que foi relatado por Wu et al., (2005pdumte de deteccao foi de 0,740 pg/mL e
proximo ao limite de detccao relato por Silva et @015) que foi de 0,035 pg/mL. Alcon et
al., (2002) relataram que a antigeno NS1 € enadmina circulacéo a partir do primeiro dia

apos o inicio da febre até o nono dia . Na infeqénaria, os niveis de NS1 variaram 0,04 a
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2 ug/mL-1 em amostras de soro de fase aguda @#sye na infecgcdo secundaria, os niveis
de NS1 variaram de 0,01 a«g/mL-1.

Figura 24b: Fit linear da relagdo entrd e as concentragdes de NS1.
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Muitos biossensores relatados falam da deteccaarde da dengue baseados na
deteccdo viral de DNA ou RNA (BAEUMNER et al., 20@2AYTSEVA et al., 2004),
entretanto estes materiais sdo envelopados e ggmetite pouco estaveis, dificultando assim
o diagnostico. O sistema piezoelétrico utilizanduierobalancga de cristal de quartzo (QCM)
foi anteriormente relatado por outros autores padeteccdo de antigenos NS1(TAI et al.,
2006;WU et al., 2005 e apesar da sua alta sensibilidadstem algumas preocupacdes que
giram em torno das interacdes complexas entre rdsnedros interfacial (isto €, a viscosidade
da superficie e solugdo de amostra, a energiapiefiiie e de rugosidade, o efeito de ondas
de compressdo, a forca idnica e as constantestriti@é do eletrolito) e inameras
interferéncias ambientais sobre o sinal de dete¢g@étuindo flutuagcdes de ar pequenas)
(CAVALCANTI et al., 2012).
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6. CONCLUSOES

Os resultados obtidos para o biossensor mostrarbhamMmdesempenho na aplicacéo
desta técnica para o desenvolvimento de biossen$oneionalizados capazes de detectar
antigenos NS1 do virus dengue. Neste trabalhoe®ém/olvido um métodabel freepara
diagndstico da proteina NS1, pela técnica de vettamde onda quadrada, apresentando boa
sensibilidade para rastreamento de NS1 diluido B8 P

Comparado aos métodos convencionais , € econonpctieo a partir de um ponto
de vista, a imobilizacdo de anticorpos pode seiinfi@ate analisada. Demonstrou uma
sensibilidade eficiente e boa , facilidade de op#wa amostra minima para demonstrar um
aumento na massa , e custo econdmico. O imunossenstrou uma resposta linear de 0,1 a
0,6 ug/mLt. Os dados ajustados para a equacdo de regrassdiortiostrou um coeficiente de
correlacdo de 0,996 (p << 0,01, n = 7) e um erlative baixo (1%). Este imunossensor
mostrou um limite de deteccdo de 0,038 ugimapresentando um limite de quantificacdo de
0,1 ug/mL. As medidas piezoelétricas foram utilemg@ara observar a espessura do polimero
polietilenoimina (PEI) determinando por andlise alieracdes em relacdo ao aumento de
frequéncia elétrica (Hz) do sistema de microbalateacristal de quartzo com a massa
depositada, de acordo com a equacédo de Sauerbrey.

Os resultados obtidos indicam que o biossensagndetsido apresenta um bom
desempenho e a plataforma sensora foi promisswaagpdesenvolvimento do biossensor que
detectou o antigeno NS1 do virus dengue. O diaigndstais rapido e preciso podera
propiciar um tratamento mais especifico, além dentribuir para as avaliacbes

epidemioldgicas e controle da doenca.
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