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RESUMO 

As arboviroses são reconhecidas pela Organização Mundial da Saúde como um problema global 

de saúde, gerando impactos sociais e econômicos relevantes. Nas zonas tropicais e 

intertropicais do globo terrestre, a infecção por dengue tem sido a mais endemicamente 

prevalente, embora outras infecções, como a Zika, tenham causado efeitos devastadores, como 

a Síndrome da Zika Congênita. Considerando-se que o diagnóstico clínico diferencial é uma 

tarefa difícil, a busca por novos biomarcadores que identifiquem as arboviroses laboratorialmente 

é desejável.  A proteína não estrutural 1 (NS1) tem sido observada nas infecções pelos vírus 

dengue (DENV) e Zika (ZIKV), circulando na corrente sanguínea do indivíduo infectado durante 

toda a viremia, com níveis mais elevados na fase inicial da doença, tendo sido detectada no soro 

e na urina. A proteína NS1, por ser sensível e mais específica para o diagnóstico na fase inicial 

dessas infecções, tem sido utilizada em muitas pesquisas visando o desenvolvimento de 

imunossensores, usando diferentes tipos de transdução, tais como: fluorescência, impedância, 

ressonância plasmônica de superfície, amperometria. Entretanto, a transdução amperométrica, 

por ser de fácil portabilidade e poder ser usada em pronto-atendimento, tem se mostrado a mais 

atrativa. Nesta tese foi desenvolvida uma plataforma imunossensora constituída pela 

eletrossíntese do polietilenodiamina (poli-EDA), a partir da oxidação da etilenodiamina, 

proporcionando uma espessura controlada e boas propriedades eletroquímicas. O filme de poli-

EDA rico em grupos amino-reativos foi utilizado para estrategicamente ancorar nanotubos de 

carbono (NTC) que aumentam a transferência de elétrons, bem como a área eletroativa da 

superfície sensora. A incorporação de NTC carboxilados proporcionaram a imobilização, de 

modo orientado, dos anticorpos monoclonais anti-NS1 por meio de ligações covalentes, 

permitindo uma alta estabilidade durante as medidas. Todas as etapas de modificações da 

superfície eletródica foram caracterizadas eletroquímica, estrutural e morfologicamente pelas 

técnicas de voltametria cíclica, espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier com 

refletância total atenuada (FT-IR ATR) e microscopia eletrônica de varredura, respectivamente. 

Um sistema de microbalança de cristal de quartzo foi usado para controlar a espessura do poli-

EDA eletrossintetizado em ordem de nanoescala (~ 100nm). As respostas analíticas do 

imunossensor à proteína NS1 foram obtidas por técnica de voltametria de pulso diferencial 

exibindo uma faixa linear entre 20 e 800 ng/mL; com limite de detecção de 6,8 ng/mL e 

reprodutibilidade de 97,0%. Este imunossensor foi capaz de detectar a proteína NS1 em 

indivíduos com dengue e com Zika em amostras de soro e urina enriquecida. A sinergia do poli-

EDA e NTC resultou em um filme com grande estabilidade e potencial para imobilização estável 

de biomoléculas, permitindo a detecção da NS1 em níveis clínicos. O imunossensor 

desenvolvido mostrou-se com potencial para aplicação no diagnóstico do DENV e ZIKV, podendo 

ser utilizado em pronto atendimento, viabilizando a coleta de dados clínicos de indivíduos 

infectados, bem como ser aplicado em estudos epidemiológicos auxiliando no controle e 

vigilância sanitária de regiões endêmicas. 

 

Palavras-chaves: Dengue; Zika; NS1; Imunossensor; Nanotubos de carbono  27 de outubro de 2021



ABSTRACT 

 

Arboviruses diseases are recognized by the World Health Organization as a global health 

problem, generating relevant social and economic impacts. In the tropics and intertropical zones 

of the terrestrial globe, dengue infection has been the most endemically prevalent, although other 

infections, such as Zika, have had devastating effects, such as congenital fetal syndrome. 

Considering that the clinical differential diagnosis is a difficult task, the search for new biomarkers 

that identify arboviruses in a laboratory manner and in large scale is desirable. Non-structural 

protein 1 (NS1) has been observed in infections by dengue (DENV) and Zika (ZIKV) viruses, 

circulating in the bloodstream of the infected individual during the entire viremia, with higher levels 

in the initial phase of the disease, having been detected in serum and urine samples. Because 

the NS1 protein is considered sensitive among non-structural proteins and more specific for 

diagnosis, it is important in the clinical phase of these infections, several studies for the 

development of immunosensors were carried out, using different types of transduction, such as: 

fluorescence, impedance, surface plasmon resonance, amperometry. However, the 

amperometric transduction, as it is easy to be portable and can be used in emergency care, has 

proven to be the most attractive. In this thesis, an immunosensor platform was developed, 

constituted by the electrosynthesis of polyethylenediamine (poly-EDA), from the oxidation of 

ethylenediamine, providing a controlled thickness and good electrochemical properties. The poly-

EDA film rich in amino-reactive groups was used to strategically anchor carbon nanotubes (NTC) 

that increase the electron transfer as well as the electroactive area of the sensor surface. The 

incorporation of NTC carboxylated provided an oriented immobilization of the anti-NS1 

monoclonal antibodies by covalent bonds, allowing high stability during the measurements. All 

steps of electrode surface modifications were characterized by electrochemical, structural and 

morphological techniques using cyclic voltammetry, Fourier Transform Infrared with Attenuated 

Total Reflectance (ATR FTIR) and scanning electron microscopy, respectively. A quartz crystal 

microbalance system was used to control the thickness of the electrosynthesized poly-EDA in 

nanoscale order (~100nm). The analytical responses of immunosensor to the NS1 protein were 

obtained by differential pulse voltammetry technique, exhibiting a linear range between 20 and 

800 ng/mL; with a limit of detection 6.8 ng/mL and reproducibility of 97.0%. This immunosensor 

was able to detect the NS1 protein in individuals with Dengue and Zika, in samples of serum and 

spiked urine samples. The synergy of the poly-EDA and NTC resulted in a film with high stability 

and potential for a stable immobilization of biomolecules, allowing detection of the NS1 with 

sensitivity at clinical levels. The developed immunosensor showed as one potential for DENV and 

ZIKV diagnostic, and can be used as point-of-care, enabling the clinical collect data from infected 

individuals, as well as being applied in epidemiological studies to assist in the control and sanitary 

surveillance of endemic regions. 

 
 
 
Keywords: Dengue; Zika; NS1; Immunosensor; carbon nanotubes  
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1 INTRODUÇÃO 

 

Atualmente, as arboviroses afetam mais de 128 países e as interferências 

humanas são consideradas fatores importantes para o aumento da propagação 

e disseminação dos arbovírus envolvidos (https://www.who.int/news-room/fact-

sheets/detail/vector-borne-diseases). Nos últimos anos, a co-circulação dos 

arbovírus: dengue (DENV), Zika (ZIKV), febre amarela (YFV), chikungunya 

(CHIKV), mayaro (MAYV) e Oeste do Nilo (WNV), tem causado grande impacto 

na saúde pública mundial. Dentre os vírus mencionados, os que causam maior 

impacto para a saúde da população são os vírus dengue e Zika, principalmente 

nos países de clima tropical e sub-tropical (BARRETT, A. D.T.; WEAVER, 2012). 

A dengue é atualmente a mais conhecida arbovirose e com maior número 

de infecções anual em todo o mundo. A dengue tem um amplo espectro clínico, 

incluindo desde as formas brandas até os quadros graves. Os sintomas são 

variados, compreendendo febre, dor de cabeça, mialgia, artralgia, exantema, 

prurido, podendo ocorrer sangramento pelo nariz, boca e gengivas, o que pode 

levar ao choque hipovolêmico e morte. O diagnóstico clínico da infecção por 

DENV é passível de confundimento com outras arboviroses, principalmente com 

a infecção pelo ZIKV, quando em co-circulação (HARAPAN et al., 2020).  

Os principais sintomas da infecção pelo ZIKV são febre baixa, erupção 

cutânea, conjuntivite, dores musculares e articulares, mal-estar ou dor de 

cabeça, além da possibilidade de causar a síndrome da Zika congênita (SZC), 

em particular a microcefalia, em crianças cujas mães foram infectadas pelo ZIKV 

durante a gestação. Este último agravo, levou a Organização Mundial da 

Saúde (OMS) em 2016, a declarar a infecção pelo ZIKV emergência 

internacional após um grande surto no Brasil, pois também existe à possibilidade 

da sua transmissão também ocorrer pela via sexual (BRITO, Carlos Alexandre 

Antunes DE; CORDEIRO, Marli Tenorio, 2016). 

 Atualmente, o teste considerado padrão ouro para a identificação da 

dengue e Zika é o teste molecular da reação em cadeia da polimerase, precedida 

da transcrição reversa (RT-PCR) por apresentar melhor sensibilidade e 

especificidade na detecção do RNA viral. Entretanto, essa metodologia não é 

prática para aplicação em larga escala em surtos epidêmicos, principalmente por 

requerer profissional especializado, equipamentos específicos, ser demorada e 

https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/vector-borne-diseases
https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/vector-borne-diseases
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possuir custos relativamente altos para países em desenvolvimento (CHONG et 

al., 2019).  

 Testes sorológicos para a detecção das imunoglobulinas IgM e IgG são 

empregados no diagnóstico laboratorial. Entretanto, os testes comerciais 

disponíveis para detecção de anticorpos IgM e IgG para o DENV e o ZIKV 

comumente apresentam significativa taxa de reação cruzada, com resultados 

falso-positivos e falso-negativos, o que significa que a maioria dos resultados 

sorológicos são presuntivos, mas não confirmatório (CHONG et al., 2019).  

Alternativamente, a proteína não estrutural 1 (NS1) presente no genoma 

do DENV e do ZIKV tem sido utilizada como um biomarcador específico para o 

diagnóstico da infecção causada por esses vírus (MENDONÇA et al., 2021a). Na 

fase aguda da doença, durante a replicação viral há um aumento significativo 

nas concentrações de NS1 na corrente sanguínea, o que pode auxiliar no 

diagnóstico laboratorial e, consequentemente, na conduta terapêutica nos casos 

de dengue grave (RASTOGI; SHARMA, N.; SINGH, 2016). Na infecção pelo 

ZIKV, a NS1 também tem sido observada na corrente sanguínea durante a fase 

aguda da doença e na urina por um período maior. Dessa forma, a detecção da 

proteína NS1 pode ser muito útil como marcador de diagnóstico dessas 

arboviroses, sobretudo quando há co-circulação dos vírus (CARPIO; BARRETT, 

Alan D.T., 2021; MENDONÇA et al., 2021a).  

Atualmente, os testes comerciais de detecção de NS1 baseados em 

ensaios imunoenzimáticos e quimioluminescência disponíveis, apesar de 

possuírem alta sensibilidade e especificidade, são em sua maioria onerosos, 

demandam equipamentos e treinamento específicos para sua execução, além 

de não fornecer um diagnóstico rápido como é desejável.  

Levando em consideração que a detecção da proteína NS1 tem se 

mostrado eficiente no diagnóstico das arboviroses mencionadas, 

imunossensores têm sido desenvolvidos para NS1 usando diferentes tipos de 

transdução, tais como: fluorescência, impedância, ressonância plasmônica de 

superfície, amperometria (CECCHETTO et al., 2017). Entretanto, a transdução 

amperométrica, por ser de fácil portabilidade e poder ser usada em pronto-

atendimento, tem se mostrado a mais promissora. Na confecção de 

biossensores eletroquímicos, a associação de polímeros com nanomateriais tem 

se mostrado uma estratégia eficiente, sobretudo pela melhoria nas propriedades 
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de condução elétrica, estabilidade eletroquímica e aumento da área eletroativa 

superficial sensora (HARSHAVARDHAN et al., 2019).  

Neste trabalho, foi desenvolvida uma plataforma imunossensora formada 

pela eletrossíntese do polietilenodiamina (poli-EDA) a partir da oxidação da 

etilenodiamina, proporcionando uma espessura controlada e boas qualidades 

eletroquímicas. O filme do poli-EDA rico em grupos amino-reativos possibilitou a 

imobilização, de modo orientado, dos anticorpos monoclonais anti-NS1, bem 

como favoreceu uma ligação covalente amida entre NTC e anti-NS1, permitindo 

uma alta estabilidade durante as medidas. A interação entre as estruturas poli-

EDA/NTC resultaram em uma maior transferência de elétrons e aumento de área 

eletroativa da superfície sensora, melhorando a sensibilidade diagnóstica para a 

detecção da proteína NS1.  

O imunossensor desenvolvido apresentou excelente potencial para 

aplicação no diagnóstico das infecções pelo DENV e ZIKV, evidenciando uma 

larga faixa linear de detecção de NS1 (20 a 800 ng/mL) e alta reprodutibilidade 

das medidas (97,0%). Consequentemente, esta proposta poderá resultar em um 

impacto positivo no diagnóstico point-of-care, auxiliando no controle das 

arboviroses incluídas na vigilância epidemiológica e investigações sanitárias do 

sistema de saúde pública do país.  
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2  OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

Caracterização e desenvolvimento de plataforma sensora eletroquímica 

baseada em nanocompósito de poli-EDA/NTC para aplicação em imunossensor 

na detecção da proteína NS1 das arboviroses dengue e Zika em soro e urina. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

 

1. Desenvolver e modificar a superfície de plataformas sensoras do dispositivo 

modificados com o poli-EDA e com NTC; 

2. Caracterizar a matriz de imobilização de anticorpos anti-NS1 por técnicas 

eletroquímicas e piezoelétricas; 

3. Realizar análises das superfícies nanoestruturadas desenvolvidas por 

espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier e microscopia 

eletrônica de varredura; 

4. Estabelecer curva analítica do imunossensor quanto à determinação da 

proteína NS1; 

5. Avaliar o imunossensor frente às amostras de soro e urina, enriquecidas com 

NS1, de pacientes infectados por DENV e ZIKV. 
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3  FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

 

3.1 ARBOVIROSES: DENGUE E ZIKA 

 

Arbovirose é uma doença infecciosa aguda, causada por um grupo 

heterogêneo de vírus, denominado “arbovírus” (do inglês Arthropod-borne 

vírus), que possui características epidemiológicas em comum. Tais vírus são 

transmitidos por vetores artrópodes hematófagos, pertencentes às famílias 

Ixodidae (carrapatos), Culicidae (mosquitos), Ceratopogonidae (mosquitos-

pólvora) e Psychodidae (mosquitos-palha/flebótomos) (JONES, KULKARNI, et al., 

2020, SEGONDY, 2016).  

As interferências humanas, as modificações dos ecossistemas, a 

globalização, o crescimento descontrolado da população, as mudanças 

climáticas e as novas trajetórias utilizadas por aves migratórias são fatores 

considerados responsáveis pelo aumento da propagação e disseminação dos 

arbovírus, como o DENV e o ZIKV. A distribuição geográfica de ambos os vírus 

está ligada à distribuição do vetor (GIRARD, NELSON, et al., 2020, MARTINS, 

PRATA‐BARBOSA, et al., 2020). 

O vírus da dengue exibe um perfil estritamente urbano, tem como vetor 

principal mosquitos da espécie Aedes aegypti, e em algumas localidades o 

Aedes albopictus. Com a reforma sanitária promovida por Oswaldo Cruz a partir 

de 1904, a fim de eliminar a febre amarela urbana, o Brasil foi decretado livre do 

Aedes aegypti em 1955. Observa-se que no período entre 1923 e 1981 não 

houve casos reportados de dengue no país, no entanto, a partir de 1981 os 

números de infecções começaram a aparecer e sua incidência e prevalência 

aumentaram a cada ano (MINISTERIO DA SAÚDE, 2019). 

De acordo com a OMS, mais de 3 bilhões de pessoas vivem em área de 

risco de infecção por DENV. Aproximadamente 100 milhões de casos ocorrem 

por ano, destes, cerca de 250 a 500 mil são diagnosticados como dengue 

hemorrágica. Estima-se que 5% dos casos de dengue hemorrágica são fatais 

(OMS, 2020). Sugere-se que os mesmos fatores que impulsionaram a 

disseminação do DENV também foram responsáveis pela disseminação do ZIKV 

(QURESHI, 2020). 



20 
 

O ZIKV foi identificado inicialmente em 1947 ao ser isolado de um 

macaco-Rhesus (Macaca mulata) usado como sentinela na floresta Zika em 

Uganda (BERUBE, 2020). Desde sua identificação, o ZIKV apresentou baixa 

circulação, uma vez que pesquisas sorológicas apontaram, por meio da 

detecção de anticorpos específicos em várias espécies de mamíferos e 

roedores, que a circulação do ZIKV era caracterizada como silenciosa, 

apresentando uma distribuição geográfica restrita aos países africanos e do 

sudeste Asiático (CARVALHO, 2019). Esse cenário foi modificado em 2007 após 

um grave surto ser relatado nas ilhas Yap, no qual 73% da população da ilha foi 

infectada pelo Zika vírus em apenas quatro meses. Desde então, o Zika vírus se 

disseminou por todo o hemisfério ocidental e uma grande epidemia no continente 

da América do Sul começou a surgir (HOSSEIN, 2020). 

 No Brasil, o Nordeste foi a região com maior número casos de microcefalia 

e outras malformações congênitas associadas ao vírus Zika, tendo sido 

registrados mais de dois mil e quinhentos casos, representando 62,5% das 

ocorrências do Brasil entre 2015 e 2019. O estado de Pernambuco despontou 

no cenário epidemiológico nacional como epicentro inicial da epidemia (POSSAS 

et al., 2017). 

 Os surtos de dengue observados todos os anos e a epidemia causada 

pelo Zika revelou a persistência de estruturas sociais, políticas e econômicas 

que reproduzem a desvantagem e vulnerabilidade de determinadas populações 

e grupos (MARSHALL et al., 2020). As doenças negligenciadas como dengue e 

Zika têm sido reconhecidas como, simultaneamente, um resultado e um 

mecanismo perpetuador da pobreza - as denominadas, "doenças da pobreza" 

ou "doenças tropicais da pobreza" (CLAPHAM, 2019). 

 

3.2 DENGUE: EPIDEMIOLOGIA E ASPECTOS CLÍNICOS 

 

O vírus da dengue foi um dos primeiros arbovírus a ser relatado na 

literatura (WANG, W. et al., 2020), evidências sugerem que sua origem foi em 

primatas não humanos na África e Ásia (HARAPAN et al., 2020). Por volta do 

ano 1780, uma doença semelhante a dengue foi observada na Índia, na cidade 

de Madras. Posteriormente, o DENV foi disseminado para muitas partes do 
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mundo através do comércio (WANG, W. et al., 2020) e o primeiro isolamento do 

DENV foi em 1943 no Japão (HARAPAN et al., 2020).  

Entretanto, foi a partir da Segunda Guerra Mundial (1945) que a doença 

foi disseminada pelo mundo. Anos depois o DENV foi reintroduzido nas Américas 

em meados de 1977, na cidade de Santiago de Cuba, em seguida, foi 

disseminado para a América do Sul (Figura 1), quando aconteceram os surtos 

da doença. Na década de 1980, esses surtos foram disseminados para a Ásia e 

África, porém somente a partir de 1994, eles começaram a atingir países da 

América do Sul, que não tinham casos registrados e, até hoje, o continente é 

acometido por inúmeros casos desta doença todos os anos, tendo o Brasil como 

uma das principais áreas endêmicas do vírus (WEAVER, SCOTT C; CHARLIER, 

CAROLINE; NIKOS, 2018). 

 

Figura 1: Regiões geográficas da atividade viral histórica da epidemia do DENV. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Fonte: Paul R. Young (2018) 

 

  

No Brasil, nos anos de 1916 e 1923 foram registrados casos sugestivos 

de dengue em São Paulo e no Rio de Janeiro, respectivamente. Já no final do 

ano de 1981 e início de 1982, na cidade de Boa Vista, Roraima, localizada na 

Região Norte do país, foram registrados casos da doença com confirmação 

laboratorial, tendo sido identificados os sorotipos 1 e 4 do vírus (DENV-1 e 
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DENV-4). Dos anos de 1983 até 1985 não foram registrados casos de dengue 

no Brasil, porém em 1986, no Estado do Rio de Janeiro, uma epidemia causada 

pelo DENV-1 foi registrada e se espalhou para outros estados e levou a cinco 

casos fatais neste ano. (Figura 2) Os primeiros casos de febre hemorrágica do 

dengue (FHD) foram registrados no ano de 1990 causados pelo DENV2, assim 

sendo, as epidemias seguintes foram oriundas dos DENV-1 e DENV-2  que 

circulavam ao mesmo tempo por todo o Brasil (NUNES et al., 2019).  

Em 1998, uma epidemia acometeu mais de 500.000 pessoas no Brasil, 

principalmente no Nordeste. Entre os anos de 2001 e 2003 uma nova epidemia 

se disseminou pelo país, e o sorotipo DENV-3 causou este surto, visto que o 

mesmo começou a circular no ano 2000 (SALLES et al., 2018).  

Com a rápida disseminação do DENV por todo o continente americano, 

em 2010 começaram a surgir casos esporádicos em alguns países da Europa 

(Croácia e França) oriundos dos Estados Unidos e, em 2012, foi relatado um 

surto considerado grande em Madeira, Portugal (WILDER-SMITH et al., 2019). 

Essa rápida disseminação do DENV em todos os continentes é o 

resultado do aumento da mobilidade humana por meio de transporte e sua 

transmissão vem acontecendo muito rápido para novas regiões, causando 

epidemias consideradas graves (KUMAR, R. P.; , R. SUNITH; KUMAR,  And V. 

P.,2020).
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Figura 2: Linha do tempo do surgimento e disseminação do DENV. 
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A dengue é considerada uma doença negligenciada e sua disseminação 

depende das condições sanitárias e sazonais. A transmissão da doença se dá 

por meio de artrópodes hematófagos contaminados, principalmente mosquitos, 

cujos ciclos de vidas estão relacionados às condições de temperatura e habitat 

de reprodução (DA SILVA et al., 2019, MERLE, DONNIO, et al., 2018). Neste 

contexto, a prevalência da dengue oscila conforme o controle dos vetores de 

infecção, tendo aumentado 30 vezes em 50 anos, passando também da zona 

urbana para a zona rural (WANG, Wen-hung, NAYIM, et al., 2020).  

Nas últimas décadas, um estudo sobre a carga global da doença observou 

que a dengue aumentou consideravelmente em relação às outras doenças 

transmissíveis. Esse aumento foi de 400% em 13 anos (2000-2013). De acordo 

com a OMS, estima-se que aconteçam de 100-400 milhões de infecções por 

dengue anualmente. Os casos de infecções pelo DENV vêm aumentando todos 

os anos; no ano 2000 foram registrados 505.430 casos, em 2010 aumentaram 

para 2,4 milhões e em 2019 o número de infecções foi de 4,2 milhões (ELTOM 

et al., 2021). Na tabela 1 observa-se algumas das principais características do 

DENV em relação a sua distribuição geográfica, sintomatologia, prevalência 

anual, vetor, entre outras (BURDMANN, 2019; CHONG et al., 2019b). 

  
Tabela 1: Resumo das principais características do vírus da Dengue 
 

 
Fonte: BURDMANN (2019) e CHONG, LEOW, et al., (2019) 

 

 DENV 

Vírus Quatro sorotipos  

Principal gênero do mosquito Aedes 

Hospedeiros relevantes Humanos 

Distribuição geográfica Principalmente na América Latina, África, Sul e Sudeste 
Asiático e Oceania. Espalhando para América do Norte e 

Europa. Presente em mais de 128 países. 

Carga estimada / ano 390 milhões (96 milhões sintomáticos) 
no mundo todo 

Quadro clínico Febre leve e grave, 
Doença multissistêmica 

Vacina Em desenvolvimento (já está sendo testada em alguns 
países) 
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Antes do final da década de 60, a dengue foi considerada uma doença 

que apenas deixava o paciente debilitado e não era fatal (SRIKIATKHACHORN 

et al., 2011), porém, após um surto que causou a morte de várias crianças no 

Sudeste Asiático, essa classificação foi reavaliada. Convém salientar que a 

gravidade da doença não depende do sorotipo do DENV responsável pela 

infecção (WALIA; ARIF; LIAQAT, 2019).  

Grande número das pessoas infectadas pelo DENV são assintomáticas 

ou apresentam sintomas leves, 25% destes tem uma doença febril autolimitada. 

São poucos os casos de dengue que podem evoluir para a forma mais grave, 

que é uma inflamação multissistêmica de alta mortalidade; apenas cerca de 5% 

a 30% das pessoas infectadas que adoecem. (WANG, Wen-hung, NAYIM, et al., 

2020). 

Em 1975, a OMS publicou uma diretriz sobre as formas clínicas da dengue 

que perdurou até sua atualização em 1997, considerada a primeira classificação 

da dengue. A OMS classificou a dengue em três formas clínicas, seus sinais e 

sintomas foram as referências usadas para se realizar essa divisão: Febre da 

dengue (FD), Febre hemorrágica da dengue (FHD) e Síndrome do choque da 

dengue (SCD), (SRIKIATKHACHORN et al., 2011; WALIA; ARIF; LIAQAT, 

2019). Na febre da dengue, o paciente apresentava: febre, dor nas articulações, 

dor muscular, dor de cabeça, erupção na pele e leucopenia, consideradas como 

sintomas da fase aguda da doença. Já na FHD, o indivíduo apresentava os 

mesmos sintomas clínicos da forma branda, além de outros mais graves tais 

como: febre alta persistente, hemorragias, trombocitopenia, níveis do 

hematócrito aumentados, derrame pleural ou ascite eram observados devido ao 

extravasamento do plasma e pelo desenvolvimento do choque  hipovolêmico, e 

também insuficiência circulatória em alguns casos considerados mais graves 

(WANG, W. et al., 2020). Em relação à SCD, a doença era classificada como 

dengue hemorrágica que causava um colapso devido ao extravasamento do 

plasma, estreitamento da pressão do pulso, hipotensão de sinal tardio, pulso 

rápido e fraco e a pele se apresentava fria e úmida.  Entretanto, essa 

classificação não apresentava uma aplicação prática na clínica médica, por ser 

muito complexa quando se pretendia notificar o caso (WALIA; ARIF; LIAQAT, 

2019). 
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Considerando a dificuldade para se classificar as formas clínicas da 

dengue, a OMS realizou um amplo estudo internacional e, em 2009,  passou a 

classificar a dengue da seguinte forma: dengue (doença sem sinais de alerta), 

dengue com sinais de alerta e dengue grave (CDC/WHO, 2021). A subdivisão 

da dengue, com ou sem sinais de alerta, foi elaborada com o intuito de auxiliar 

os profissionais da saúde em relação aos cuidados dispensados aos pacientes  

(GUZMAN et al., 2016).  

A partir de janeiro de 2014 o Brasil passou a adotar a nova classificação 

de caso de dengue revisada da OMS (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2019). Um caso 

suspeito de dengue com sinais de alerta é todo caso de dengue que, no período 

da remissão da febre, apresenta um ou mais dos seguintes sinais de alarme: dor 

abdominal intensa e contínua, ou dor à palpação do abdómen; vômitos 

persistentes; acumulo de líquidos (ascites, derrame pleural, derrame 

pericárdico); sangramento de mucosas; letargia ou irritabilidade; hipotensão 

postural; hepatomegalia maior do que 2 cm; aumento progressivo do 

hematócrito. (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2019; WALIA; ARIF; LIAQAT, 2019).  

A classificação vigente adotada encontra-se detalhada na Figura 3. 
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Figura 3: Classificação da infecção por dengue conforme a OMS, 2009. 
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Dengue com ou sem sinais de alerta 

Critério 
• O paciente viajou recentemente ou vive em uma área endêmica, tem febre e dois dos seguintes: 
  náusea ou vômito, erupção na pele, dores e sofrimentos, teste positivo de torniquete, leucopenia e 
qualquer sinal de alerta 
• Infecção pelo vírus da dengue confirmada em laboratório  

Doença da dengue sem sinais de alerta 

Doença da dengue com sinais de alerta 
• Dor ou sensibilidade abdominal; 
• Vômito persistente; 
• Acúmulo de fluido; Sangramento da mucosa; 
• Letargia ou inquietação; 
• Aumento do fígado e o nível elevado de hematócrito 
que é acompanhado por uma diminuição da contagem de plaquetas. 

Doença da dengue grave ou severa 

Critério 
• Extravasamento grave do plasma levando à síndrome do choque da dengue 
e acúmulo de fluido com dificuldade respiratória; 
• Sangramento grave, conforme avaliado por um médico; 
• Envolvimento grave de órgãos, incluindo o fígado (níveis de AST ou ALT de 
≥1.000), o sistema nervoso central (consciência prejudicada), o coração e 
outros órgãos. 
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 Os sintomas da dengue se manifestam após o período de incubação do 

vírus, que é de 4 a 7 dias, podendo chegar a 14 dias; após esse período o 

paciente começa a apresentar sintomas, em três fases: fases febril, fase crítica 

e fase de recuperação. (MURUGESAN; MANOHARAN, 2019; WILDER-SMITH 

et al., 2019). A fase febril é a etapa inicial do curso da doença e seu primeiro 

sintoma é a febre que normalmente é acima de 38 ºC, podendo durar entre 2 e 

7 dias. Essa febre vem acompanhada de outros sintomas, além dos acima 

mencionados para a FD, os quais podem estar presentes: vômito, náuseas, 

diarreia, dores abdominais, dor de garganta, paladar modificado, constipação e 

rinorreia. Crianças podem ter quadros de convulsões quando a febre chega a 

40 ºC, nos primeiros dias (MURUGESAN; MANOHARAN, 2019).  

 A maioria dos pacientes apresenta lesões exantemáticas do tipo 

maculopapular que se espalha pela face, tronco e membros, com ou sem 

prurido (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2019). Quando a febre cessa há uma 

melhora do paciente, no entanto, pode acontecer complicações que levam a 

desenvolver outros sintomas, fazendo-se necessário uma identificação rápida 

e marcando o início da fase crítica (WILDER-SMITH et al., 2019b).  

 A fase crítica começa após a redução da febre, geralmente entre o 3º e 

7º dia do início dos sintomas e é nessa fase (entre o 4º e o 5º dia) que os sinais 

graves podem aparecer (Figura 4). Na fase crítica, que pode durar de 24 a 48 

horas, é de extrema importância a realização de testes específicos para 

verificar  se há extravasamento plasmático, assim como testes para 

diagnosticar o dengue, a fim de realizar o tratamento adequado, evitando, 

assim, a evolução das formas graves da doença (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 

2019). Os sintomas graves são vários, como já citados para a FHD, também 

podem ocorrer sangramentos onde foi realizado coleta de sangue; a dispneia e 

letargia estão presentes em quase todos os casos. (WALIA; ARIF; LIAQAT, 

2019).  

 Crianças e jovens geralmente desenvolvem uma síndrome chamada 

extravasamento vascular sistêmico, manifestando-se com sangramento, 

extravasamento do plasma, podendo levar a uma falência dos órgãos (WALIA; 

ARIF; LIAQAT, 2019). A recuperação total do paciente se dá em torno de 1 a 2 

semanas, mas o paciente pode ficar cansado por vários dias, pois a fase de 

recuperação em adultos é longa (GARCÍA et al., 2011). Na fase de 
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recuperação, acontece uma reabsorção constante do fluido extracelular, 

estabilização do hematócrito e o aumento dos leucócitos, retorno progressivo 

do apetite e redução dos sintomas gastrointestinais (HARDEEP; REEMA, 

2019). 

 

 

Figura 4: Evolução clínica e laboratorial da dengue 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: (CONCEIÇÃO; DINIZ, 2010).  
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3.3 ZIKA: EPIDEMIOLOGIA E ASPECTOS CLÍNICOS 

 

 A Zika é uma doença febril aguda, causada pelo vírus Zika, um arbovírus 

da família Flaviviridae, gênero Flavivirus, transmitida por meio da picada de 

mosquitos do gênero Aedes, principalmente o A. aegypti e A. albopicuts 

infectados. O vírus Zika foi identificado pela primeira vez em Uganda no ano de 

1947, em amostra de sangue coletada de um macaco Rhesus que servia como 

sentinela para o vírus da febre amarela, na floresta denominada Zika. Não havia 

relatos de surtos na população humana; a circulação do vírus acontecia há 

muitas décadas, principalmente em primatas não humanos, por transmissão 

esporádica ou silenciosa. Após o seu descobrimento em 1947, só em 1954 é 

que foi isolado e identificado o primeiro caso em uma menina, porém foi 

questionado sua veracidade, e em 1962-63 o primeiro caso de infecção por 

ZIKV em humanos foi confirmado, clínica e laboratorialmente. (MUSSO, KO, et 

al., 2019, SHARMA, SHARMA, et al., 2020).   

 No Brasil, em 2015, o ZIKV foi introduzido causando uma doença febril, 

semelhante a dengue, em seguida se disseminou para quase todo o país. No 

Brasil, a Zika assumiu grande importância epidemiológica e para a saúde 

pública em virtude de ser uma doença que causa sérios problemas 

neurológicos aos fetos de mulheres que contraem a infecção durante a 

gestação (ARORA, 2020). Posteriormente, o vírus foi confirmado em outros 

países das Américas e foram confirmados 223.000 casos até o final de 2017 

nas ilhas do Pacífico e nas Américas conforme podemos observar na Figura 

5 (BRITO, CORDEIRO, 2016). 
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Figura 5:  Linha do tempo do surgimento e disseminação da infecção pelo ZIKV, 
mostrando os principais acontecimentos sobre sua epidemiologia, desde seu primeiro 
relato em 1947 até 2017. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: A autora 

 O Zika vírus é um exemplo de vírus emergente que pertencente à 

linhagem asiática e africana, que causa surtos e apresenta grande capacidade 

de se disseminar e infectar o Aedes com eficiência, afetando regiões em todo 

o mundo pelo movimento da população humana. Nos surtos ocorridos nos 

últimos anos, cepas da linhagem asiática foram identificadas em todo o 

continente americano. O ZIKV foi confirmado em 87 países e territórios com 

climas subtropicais e tropicais, como no caso da Flórida e Texas e todos esses 

locais relataram transmissão autóctone (RODRIGUEZ-BARRAQUER, COSTA, 

et al., 2019).  

 O período de incubação do vírus Zika varia de 3 a 14 dias, até o 

aparecimento dos sintomas, tais como: febre, mal-estar, tontura, náusea, 

vômitos, cefaleia, dores estomacais, anorexia, conjuntivite, erupção cutânea 

maculopapular, diarreia e edema.  Geralmente os infectados passam até uma 
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semana com os sintomas, em casos mais graves alguns sintomas persistem 

por mais tempo, porém de 50% a 80% dos casos, as pessoas são 

assintomáticas (ARORA, 2020, KAZMI, ALI, et al., 2020).  

 Grande parte dos casos de Zika são assintomáticos, ou com sintomas 

leves. As manifestações clínicas na Zika possuem muitas semelhanças com a 

dengue, em relação a sintomas como: febre, mialgia, prostração e erupção 

cutânea. Na maioria dos casos de Zika não se faz necessária internação do 

paciente, entretanto, nos casos graves, como as complicações neurológicas 

(síndrome de Guillain-Barré, microcefalia e Meningoencefalite) se faz 

necessário uma maior atenção e cuidados especiais com o paciente (SHUAIB, 

STANAZAI, et al., 2016).  No Quadro 1, são apresentadas informações 

importantes sobre sintomas, tratamento e prevenção da Zika.  

 

Quadro 1: Informações básicas e relevantes sobre o ZIKV 

 

Duração dos 
sintomas (período 

de incubação) 
Sintomas Tratamento Profilaxia 

3 a 14 dias 

Dor de cabeça 
Artralgia 
Mialgia 

Conjuntivite 
Febre 
Vômito 

Erupção maculopapular 
Prostração 
Edema das 

extremidades 
Microcefalia 

Síndrome de Guillain-
Barré 

Hepatomegalia 
Aumento das 

transaminases 

Acetaminofeno 
Ingestão de água, 
amplo descanso e 

tratamento da dor e 
febre com soluções 
líquidas para alívio 

sintomático podem ser 
considerados como o 

paracetamol para aliviar 
a dor e a febre 

Homeopatia 

Telas da casa 
Ar-condicionado 

Remoção de detritos 
Repelentes 

Mulheres grávidas não 
viajar para áreas com risco 

de transmissão ZIKV 
Evitar a picada de mosquito 

durante a 1ª semana de 
doença para evitar a 

transmissão humano / 
mosquitos (transmissão 

humana) 

Fonte: (ARORA, 2020, KAZMI, ALI, et al., 2020, MARTÍNEZ DE SALAZAR, SUY, et al., 2016, SHUAIB, 
STANAZAI, et al., 2016) 
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3.4 BIOMARCADORES ALVOS 

 A dengue e a Zika são doenças infecciosas causadas por arbovírus 

pertencente à família Flaviviridae, gênero Flavivirus (WILDER-SMITH et al., 

2019a). O DENV apresenta quatro sorotipos antigenicamente distintos (DENV-

1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4) com plena capacidade de produzir a infecção. 

(TIAN et al., 2018; WANG, W. et al., 2020).   

 A partícula viral é esférica, medindo de 40-50 nm. O genoma dos 

Flavivirus, (tais como DENV e ZIKV) consiste em uma fita simples de RNA 

(ssRNA) de sentido positivo, possui um único quadro aberto de leitura (ORF, 

do inglês Open Reading Frame) e longo (extremidades 3’ e 5’), e que codifica 

as proteínas estruturais e não estruturais (NS). A ORF codifica uma poliproteína 

pelas proteases dos hospedeiros e proteases do vírus e é dividida em três 

proteínas estruturais que são do capsídeo (C), da membrana (M) e o envelope 

(E) viral e sete proteínas não-estruturais (NS1, NS2A, NS2b, NS3, NS4A, NS4B 

e NS5) (Figura 6). (BARROWS, CAMPOS, et al., 2018, CHONG, LEOW, et al., 

2019).  

 

Figura 6: (A) Genoma dos Flavivírus. B) Poliproteína flaviviral: topologia e domínios 
transmembranares. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: A autora 
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As regiões das extremidades (UTRs) 5’ e 3’ apresentam estruturas 

complexas por terem vários “grampos” e estes, por sua vez, têm importância 

na tradução, na síntese do RNA e na formação de sfRNA. A membrana do 

retículo endoplasmático faz parte da poliproteína dos flavivírus. Algumas das 

proteínas do vírus são encontradas geralmente na parte luminal e essas 

proteínas são a prM, E e NS1, já na parte do citoplasma as proteínas 

encontradas são as de C, NS3 e NS5. As proteínas não estruturais NS2A e B 

e as NS4A e B apresentam muitas propriedades nos domínios das 

transmembranas, englobando o retículo endoplasmático, dessa maneira, 

grande parte das proteínas fica no lúmen da membrana do retículo 

endoplasmático. O peptídeo 2K codificado pelas proteínas NS4A e B é todo 

incluso na membrana do retículo endoplasmático e a poliproteína é clivada em 

co- e pós-traducional em muitos locais (Quadro 2) (BARROWS, CAMPOS, et 

al., 2018). 

 

Quadro 2: Resumo das funções atualmente das proteínas estruturais e não estruturais 
dos flavivírus. 

 

Fonte: BIDET, GARCIA-BLANCO (2018) e CHONG, LEOW, et al., (2019) 

Proteínas Estruturais 

Proteínas Funções 

Capsídeo - C Capsídeo associado ao genoma do RNA 

prM (pr eM) 
Protege a proteína E da indução de alterações do pH 
conformacionais no virião imaturo 

Envelope -E Ligação e entrada de receptores celulares 

Proteínas não-estruturais 

NS1 
Replicação do genoma do vírus, evasão sistema imunológico, 
pode facilitar a dependência de anticorpos da infecção 

NS2A 
Componente do complexo replicase, montagem do virião, 
modulação do sistema imunológico e evasão 

NS2B Cofator para protease NS3 

NS3 
Protease responsável pela clivagem de poliproteínas, enzima 
multifuncional envolvida em replicação do genoma dos vírus 
(helicase, NTPase) 

NS4A Cofator NS3, componente do complexo da replicase 

NS4B 
Componente do complexo replicase, modulação imunológica 
e evasão do sistema 

NS5 

Componente do complexo replicase, dependente do RNA 
Polimerase, de RNA (RdRp) para síntese do genoma, RNA 
metiltransferase (MTase), modulação do sistema imunológico 
e evasão 
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A proteína não estrutural 1 (NS1) é de grande importância na 

patogênese das infecções virais por Flavivírus, principalmente o DENV e ZIKV, 

pois nos últimos anos vem sendo considerada um marcador ideal para o seu 

diagnóstico. A NS1 é considerada uma proteína conservada e possui 352 

aminoácidos (CARPIO; BARRETT, Alan D.T., 2021). Seu peso molecular é de 

40 a 50 kDa multifuncional (depende do estado de glicosilação), no entanto, 

sua funcionalidade ainda precisa ser bastante estudada, pois grande parte é 

desconhecida (NASAR, RASHID, et al., 2020).  

Inicialmente, a NS1 intracelular desempenha um papel de monômero, 

no entanto, no retículo endoplasmático, este forma um dímero resultante dos 

resíduos de cisteína, que formam ligações dissulfeto (CARPIO et al; 2021). 

Estudos realizados por pesquisadores da Universidade Nacional de Cheng 

Kung (Taiwan) observaram, por meio da microscopia crioeletrônica, que a NS1 

possui três domínios em cada monômero (LAI et al., 2017), os quais são: 

domínio de dimerização hidrofóbico β-roll (possui os aminoácidos 1 a 29), 

domínio wing (WD) (aminoácidos 30 a 180), possuindo dois locais de 

glicosilação (Asn130 e Asn175), um dissulfeto interno e dos subdomínios e um 

domínio central, o β-ladder, sua formação acontece na posição do C-terminal 

da NS1 e os aminoácidos que o compõem são os das posições 181 a 352 

(AKEY et al., 2014). 

A ligação da NS1 se dá pela junção de células via sulfato de heparina e 

sua internalização acontece pelas vias de dinamina ou clatrina e essa 

internalização é essencial para a alteração da barreira do endotélio (WANG, C. 

et al., 2019).  

Durante a fase aguda da doença, os níveis de NS1 estão altos (BHATT 

et al., 2021) e a NS1 é secretada a partir das células que são infectadas e são 

detectadas no hospedeiro até 9 dias após a doença (WALIA, ARIF, et al., 2019).  

Em relação ao ZIKV, a NS1 também age nas células endoteliais. A NS1 

pode causar hiperpermeabilidade das células endoteliais do cérebro e da veia 

umbilical e modifica os glicosaminoglicanos da matriz extracelular das células 

trofoblásticas, resultando no mal funcionamento da barreira endotelial 

(PUERTA-GUARDO et al., 2020). A NS1 é uma glicoproteína que apresenta 

alta homologia dos aminoácidos e nucleotídeos dos flavivírus (DHAL, 

KALYANI, et al., 2020).  
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A NS1, na fase aguda das infecções causadas tanto pelo DENV quanto 

pelo ZIKV, apresenta-se em níveis altos na corrente sanguínea. Apesar da NS1 

ter alta sensibilidade de detecção nos casos da dengue grave, um dos 

problemas para o diagnóstico é quando ocorre a co-infecção por outros 

flavivírus. Em muitos países onde a dengue é endêmica tem ocorrido infecção 

pelo ZIKV, o que pode significar que os testes sorológicos para detecção da 

proteína NS1 podem não serem eficientes o bastante para diferenciar ambos 

os vírus, exigindo o teste de RT-PCR complementar para fechar o diagnóstico 

laboratorial. No entanto, a NS1 tem se mostrado um excelente marcador 

biológico empregado no diagnóstico sorológico da dengue e da Zika (LUSTIG 

et al., 2020). 

 

3.5 MÉTODOS DE DIAGNÓSTICO DA DENGUE E ZIKA 

 

As infecções por arbovírus trazem sérias consequências para a saúde 

pública em todo o mundo e é de suma importância ter instituições públicas de 

diagnóstico que possam suprir as necessidades da população e para o 

gerenciamento dos dados, que sejam específicos e de fácil detecção em 

ambientes urbanos e rurais (remotos). O diagnóstico é de grande importância 

para o atendimento clínico, suporte de vigilância, estudos de patogênese e 

tratamentos oportunos para ser administrado a pacientes antes que a infecção 

se agrave (CHONG, LEOW, et al., 2019b).  

A infecção por DENV e ZIKV é identificada por meio do isolamento viral, 

detecção do RNA viral por testes moleculares, detecção do antígeno NS1, 

testes sorológicos para detecção de anticorpos específicos IgM e IgG, bem 

como pela pesquisa de anticorpos neutralizantes por outras metodologias.  

 

3.5.1 Isolamento viral e diagnóstico molecular  

 

Para se realizar o isolamento dos vírus dengue e Zika as amostras 

biológicas devem ser obtidas o mais precocemente possível, de preferência 

nos primeiros 5 a 6 dias de sintomas, pois a viremia (presença do vírus no 

sangue) normalmente é fugaz, a partir do 6º dia a carga viral começa a diminuir. 

No que se diz respeito ao DENV, este pode ser detectado no sangue total, soro, 
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plasma e tecidos obtidos de autópsias de fígado, baço, nódulos linfáticos, 

pulmão e timo (KABIR et al., 2021). Quanto ao ZIKV, os mesmos espécimes 

acima podem ser utilizados, além de urina, leite materno, secreção vaginal, 

esperma, líquido amniótico, líquido céfalo raquidiano (LCR), etc. (MUSSO; 

DESPRÈS, 2020) 

Por exigir laboratório de virologia apropriado e o procedimento ser 

demorado, o isolamento viral foi substituído pelas técnicas moleculares, a RT-

PCR convencional e a em tempo real (RT-qPCR), para o diagnóstico ser mais 

rápido; os mesmos espécimes biológicos podem ser utilizados. Dado que os 

vírus da dengue e da Zika apresentam similaridades, as infecções causadas 

por estes vírus são confirmadas por testes moleculares (detecção de ácidos 

nucleicos – NATs, RT-PCR e RT-qPCR) (MUSSO; DESPRÈS, 2020).  

 Os testes de amplificação de ácido nucleico são considerados padrão 

ouro quando se quer realizar a detecção do DENV e ZIKV, pois apresentam 

maior sensibilidade e especificidade. Inicialmente, o RNA do vírus é extraído 

da amostra biológica a ser analisada e, após a extração do RNA, ele será 

transcrito em cDNA, em seguida, amplificado em equipamentos apropriados e 

realizada a leitura da amostra amplificada (KABIR et al., 2021). 

 Estudos realizados empregando a técnica RT-PCR para detecção do 

ZIKV, em amostras de soro e urina, observaram que a urina é confiável para 

confirmar a infecção pelo ZIKV, principalmente quando a carga viral no sangue 

está com níveis altos. Estudos realizados mostrou que a concentração de RNA 

é detectável na urina e apresentou carga viral maior (GOURINAT et al., 2015) 

e quando se compara com amostras de soro, a urina é detectada por um 

período mais longo no pós infecção (7 ou mais dias após se tornar indetectável 

no soro) (LAMB et al., 2016). Um estudo realizado em Nova Caledônia (é um 

território francês que abrange dezenas de ilhas no sul do Oceano Pacífico) com 

amostras de urina de pacientes infectados pelo ZIKV mostrou resultados 

positivos e sua carga viral máxima foi estimada de 0,7–220.106 cópias/mL 

(GOURINAT et al., 2015). Isso mostra que a urina pode ser usada como a 

amostra ideal para detectar o vírus sem ser invasiva (KAUSHIK et al., 2017). 

 Os testes moleculares, como a RT-PCR, apresentam  alta sensibilidade 

e especificidade para realizar o diagnóstico com rapidez já na fase aguda da 
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doença, apresentando uma confiabilidade alta, porém, convém ressaltar que o 

seu emprego se limita à fase inicial da infecção (MUSSO; DESPRÈS, 2020). 

 

3.5.2 Diagnóstico Sorológico 

 

Vários testes sorológicos estão disponíveis para a detecção de 

anticorpos para os vírus dengue e Zika, tais como: Western-blotting, teste de 

imunofluorescência indireta e imunoensaios enzimáticos (ELISA) para 

detecção de IgM e IgG, teste de neutralização por redução de placa (PRNT), 

ensaio dot-blot. Em relação ao ELISA (IgM), esta técnica proporciona um 

resultado mais rápido e de fácil acesso para diagnosticar infecções causadas 

pelo arbovírus, como o DENV e o ZIKV. Estudos mostram que os testes 

sorológicos baseados na detecção de anticorpos devem levar em conta o 

período da doença, pois entre a fase aguda e a convalescença existe uma 

janela imunológica, quando os anticorpos não podem ser detectados. O ideal é 

realizar os testes sorológicos em duas amostras de soro coletadas na fase 

aguda da infecção e outra após 14 dias do início dos sintomas (amostras 

pareadas).  Por exemplo, no caso do dengue, na fase aguda da doença, o IgG 

não é detectável nas infecções primárias causadas pelos flavivírus, entretanto, 

em uma segunda infecção, a detecção do IgG pode ser realizada três dias após 

o início dos sintomas, e isso se dá devido o IgG reconhecer epítopos que 

compartilham várias proteínas virais de diferentes sorotipos (CHONG, LEOW, 

et al., 2019a). 

 Os imunoensaios (IgM e IgG) para diagnosticar os flavivírus podem 

apresentar uma limitação por conta da reatividade cruzada dos anticorpos que 

são conservados na região da proteína E. Portanto, resultados falsos positivos 

para determinada infecção podem ser confundidos em áreas endêmicas 

(BARRETT, WEAVER, 2012). Como aconteceu na epidemia provocada pelo 

ZIKV em 2016, os imunoensaios (testes comerciais) foram imprecisos para 

diferenciar as infecções causadas pelos arbovírus, pois o surto de ZIKV 

acometeu áreas endêmicas do DENV (MUSSO; DESPRÈS, 2020). Neste caso 

específico, o teste in house MAC ELISA (do CDC), para detecção de IgM, é 

capaz de diagnosticar e diferenciar, com certa precisão, um caso de Zika ou de 
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dengue, ao testar a amostra de soro, simultaneamente, para ambos os vírus 

(CORDEIRO et al., 2016).  

 

3.5.3 Diagnóstico por NS1  

 

Estando presente nos quatro sorotipos do DENV, os níveis de circulação 

da NS1 no sangue são altos, tanto na infecção primária quanto na secundária, 

podendo ser detectada a partir do 1º dia do surgimento da febre e ficar 

circulante por cerca de nove dias após o aparecimento dos sintomas, em alguns 

casos por mais tempo (CHONG et al., 2019b).  Recentemente, a proteína NS1 

tem sido destacada como marcador de fase aguda da DENV (KABIR et al., 

2021). Nesta fase, a expressão desta proteína é máxima, portanto, sua 

detecção contribui decisivamente para o diagnóstico precoce e tratamento 

imediato, prevenindo a evolução para a dengue grave, evitando o choque por 

dengue (NASAR; RASHID; IFTIKHAR, 2020). A NS1 tem sido detectada em 

87% e 95% de pacientes com dengue (RAAFAT; BLACKSELL; MAUDE, 2019).  

Durante o curso da doença, os níveis circulantes do NS1 podem variar. Durante 

a fase de convalescença há uma queda drástica nos seus níveis, justificando 

assim a sua maior taxa de detecção em soros de fase aguda (ALCALÁ; 

PALOMARES; LUDERT, 2018).  

A concentração de NS1 circulante no soro humano demonstra ser 

significativamente maior nos pacientes que desenvolvem dengue grave quando 

comparada a febre da dengue, entretanto, este efeito não está claro se é uma 

causa ou uma consequência do extravasamento de plasma. Assim, além de 

ser um marcador diagnóstico da infecção pelo DENV, a NS1 pode representar 

um indicador de predição de gravidade de doença (KHAN et al., 2020).A 

detecção da proteína NS1 também tem se mostrado muito útil no diagnóstico 

da Zika, principalmente durante a fase aguda da doença, da mesma forma que 

é empregada para o diagnóstico da dengue. Atualmente, estão disponíveis 

testes comerciais, imunoenzimáticos (ELISA) e por imunocromatografia (teste 

rápido).   
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3.6 DIAGNÓSTICOS POR BIOSSENSORES 

 

Biossensor é um dispositivo analítico que compreende um componente 

biológico (enzima, anticorpos, antígeno, fita de DNA, etc) imobilizado à 

superfície sensora, em íntimo contato com um transdutor que converterá a 

resposta da interação bioquímica do componente biológico com o analito em 

um sinal elétrico quantificável (Figura 7). No biossensor, quando ocorre a 

interação do componente biológico com a molécula de interesse, a reação da 

conversão da energia bioquímica pelo transdutor pode ocorrer sob diferentes 

formas, por exemplo, transferência de calor, mudança de distribuição de cargas 

elétricas, movimento de elétrons, emissão de luz, alteração de massa 

(OBERLEITNER, THESES, 2018). As vantagens dos biossensores em relação 

aos métodos analíticos convencionais incluem a possibilidade de realização de 

análises diretas, uso de pequenas quantidades de amostras biológicas e fácil 

manuseio. Os biossensores podem ser aplicáveis ao diagnóstico clínico, 

controle ambiental, processos de fermentação e na indústria alimentícia 

(BHALLA, JOLLY, et al., 2016). 

 

Figura 7: Representação esquemática do princípio básico de um biossensor. 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: (BHALLA, JOLLY, et al., 2016)  
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Nos últimos anos, os biossensores que utilizam a transdução 

eletroquímica têm despertado interesse, mostrando-se atrativos por 

possibilitarem o desenvolvimento de métodos analíticos versáteis, econômicos 

e de tecnologia prática para diagnóstico à beira do leito. Este tipo de transdução 

combina a sensibilidade com baixos limites de detecção e alta especificidade 

nos processos de bioreconhecimento.  

Em relação ao elemento de bioreconhecimento, os biossensores são 

classificados em duas categorias:catalítico e de afinidade (CURULLI, 2021). Os 

biossensores catalíticos são aqueles em que a interação resulta no 

desenvolvimento de um novo produto de reação bioquímica. Este biossensor 

inclui enzimas, microrganismos, tecidos e células inteiras. No caso de afinidade 

(não catalítico) biossensor, o analito é ligado ao receptor irreversivelmente, e 

durante o interação nenhum novo produto de reação bioquímica é formado. 

Biossensores de afinidade são baseados na interação de um analito alvo, por 

exemplo, um antígeno que será detectado por meio da formação do 

imunocomplexo entre o antígeno e o anticorpo como agente de captura do 

anticorpo, resultando em um sinal gerado por um tipo de transdutor 

(ANALYSIS, 2019).  

Biossensores do tipo afinidade utilizam, por exemplo, anticorpos e 

antígenos, fitas de DNA e RNA, explorando a forte afinidade entre as 

biomoléculas, não gerando espécies eletroativas após suas interações (SHUI, 

TAO, et al., 2018). Particularmente, quando os biossensores de afinidade 

realizam a ligação antígeno-anticorpo são chamados de “imunossensores”. 

Estes vêm sendo muito estudados nas últimas décadas por oferecerem baixos 

limites de detecção e, devido a isto, eles muitas vezes são utilizados para 

detectar traços de micro-organismos, hormônios, etc. (CURULLI, 2021). Os 

imunossensores apresentam ótima qualidade em diagnósticos clínicos e 

utilizam diferentes biomarcadores que estão relacionados a infecções  

detectando a presença de anticorpos e antígenos em soro, urina, leite e entre 

outros (HARSHAVARDHAN et al., 2019). 

  Os imunossensores também estão classificados em relação ao 

seu modo de transdução, possuindo três classes categorizadas, ótica 

(luminescência, fluorescência, índice de refração), eletroquímica 

(amperométrica, potenciométrica, impedância, capacitivo e condutimétrica) e 
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piezoelétrica (HARSHAVARDHAN et al., 2019).entre os transdutores para 

imunossensores, os eletroquímicos são os mais comumente utilizados e 

integram um grande grupo dos sensores, apresentando alta sensibilidade e 

seletividade em relação as interações antígeno-anticorpo, visto que têm 

potencial para um diagnóstico rápido, podendo direcionar a um tratamento 

imediato aos pacientes.  Ele emprega o uso de um antígeno ou anticorpo  que 

age como agente de captura, medindo quantitativamente o sinal elétrico gerado 

pela interação do anticorpo imobilizado com a molécula alvo 

(analito)(HARSHAVARDHAN et al., 2019).  

Nos últimos anos, com o advento da nanotecnologia, o número de 

pesquisas para desenvolver métodos de diagnósticos por imunossensores 

aumentou consideravelmente. O progresso no desenvolvimento de novos 

materiais e técnicas de funcionalização das superfícies nanoestruturadas, bem 

como o uso de biomoléculas teve um grande avanço, possibilitando a aplicação 

dos imunossensores em inúmeras áreas, tais como: saúde, meio ambiente, 

alimentação e entre outras (RODRIGUEZ et al., 2015).. Particularmente, em 

relação à detecção da NS1, muitos imunossensores foram desenvolvidos, visto 

que a proteína pode ser utilizada tanto para o diagnóstico do DENV como para 

a ZIKV na fase aguda da doença, como previamente mencionado. Em relação 

ao diagnóstico por imunossensores, os limites de detecção encontrados para 

NS1 corroboram com os descritos na literatura para o diagnóstico do DENV 

(ALCON et al., 2002; MULLER; YOUNG, 2013).  Na Tabela 2 estão relatados 

alguns biossensores para a aplicação no diagnóstico da dengue, utilizando 

diferentes técnicas de transdução eletroquímica (MENDONÇA et al., 2021b). 
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Tabela 2: Biossensores aplicados para o diagnóstico da detecção da Proteína NS1 

 

     Descrição Limite de detecção  
 (ng/mL) 

Faixa linear 
 (ng/mL) 

Referência 

Imunoensaio impedimétrico 0.5 10-25 (SINAWANG 
et al., 2016) 

Poli(alilamina) – nanotubo 
de carbono: ensaio 

sanduíche 

35 100-2500 (SILVA, 
M.M.S. et al., 

2015) 

Eletrodo de nanotubo de 
carbono impresso 

12 0-2000 (DIAS, Ana 
Carolina M S 
et al., 2013) 

Eletrodo impresso/tiofeno-
Nanopartículas de 

ouro/Proteína A 

15 40-600 (SILVA, 
M.M.S. et al., 

2014) 

Imunosensor eletroquímico 
híbrido baseado em 

anticorpo-nanopartícula 

35 5-4000 (DARWISH et 
al., 2016) 

Imunosensor impedimétrico 30 10-1000 (CECCHETTO 
et al., 2015) 

Imunosensor eletroquímico 
amperométrico 

6.2 20-800 (MENDONÇA 
et al., 2021b) 

 

Fonte: (MENDONÇA et al., 2021b) 

 

 

3.7 TÉCNICAS ELETROQUÍMICAS DE CARACTERIZAÇÃO E RESPOSTA 

ANALÍTICA  

 

No desenvolvimento de imunossensores, técnicas eletroquímicas usam 

propriedades elétricas mensuráveis submetendo-se os eletrodos em uma em 

uma célula eletroquímica para realização das medidas de caracterização de 

procedimentos de modificação, bem como de respostas analíticas (HARVEY, 

2019). As medidas que acontecem neste processo são: alteração de potencial, 

condutância, impedância, alterações de corrente, capacitância e entre outras. 

Para se realizar esses processos, as medidas são realizadas em uma célula 

eletroquímica, sendo esta célula composta por três eletrodos, que são eles: 

eletrodo de trabalho, o eletrodo ou auxiliar e o eletrodo de referência (Figura 

8). No eletrodo de trabalho são gerados mecanismos eletroquímicos com a 

espécie biológica imobilizada à superfície sensora. Usa um potenciostato para 

controlar o potencial aplicado no eletrodo de trabalho em função do eletrodo de 
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referência (ELGRISHI et al., 2018). Em relação ao eletrodo auxiliar, aplica-se 

um potencial no eletrodo de trabalho de modo que a redução ou oxidação do 

analito de interesse venha a acontecer e a corrente possa fluir. A função do 

eletrodo auxiliar é de se ter um circuito elétrico completo, sendo direcionado 

para descarga de potência. E, por último, o eletrodo de referência é usado 

contra o potencial do eletrodo de trabalho, apresentando um potencial 

equilibrado definido e estável (CYNTHIA G. ZOSKI; KEYES; FORSTER, 2007).  

 

Figura 8: Representação esquemática de uma célula eletroquímica trieletródica. 
 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Marcelino, 2015 

 

 

No desenvolvimento de imunossensores, são comumente usadas 

técnicas de voltametria, optando-se pelas voltametria cíclica, voltametria de 

pulso diferencial, voltametria linear e voltametria de onda quadrada. A seguir 

iremos decorrer sobre a voltametria cíclica e a voltametria de pulso diferencial 

que utilizam o sistema tri-eletródico nas medidas eletroquímicas (UGO; 

MORETTO, 2017). 
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3.7.1 Voltametria Cíclica 

 

A voltametria cíclica (CV) é conhecida como a marca registrada da 

análise eletroquímica, tendo grande impacto em várias áreas fora da química, 

tais qual ciência dos materiais, fotônica, biologia celular, neurociência, 

engenharia elétrica e física de fase condensada.  Os voltamogramas 

proporcionam uma vasta gama de informações em relação a transferência de 

carga e transporte de massa de processos nas superfícies dos eletrodos de 

trabalho (ESPINOZA et al., 2019), bem como na termodinâmica de processos 

redox, da cinética de reações heterogêneas e reações química juntas ao 

processo adsortivo. 

A voltametria cíclica dispõe da interação dos eletrodos com a solução de 

contato, proporcionando varredura de potencial em muitos ciclos sucessivos 

em duas direções, como oxidação e redução, atuando no desempenho 

eletroquímico das espécies que foram geradas no eletrodo (HARVEY, 2019).  

Nesse processo, uma corrente capacitiva é gerada, proporcionando 

modificações na dupla camada do eletrodo após aplicação do potencial, 

resultando na rápida queda do sinal (PACHECO, W. F. et al., 2013). A diferença 

de pico de potencial e de pico de corrente dos parâmetros catódico e anódico 

(Figura 9) de ambos são essenciais para analisar os dados obtidos, mostrando 

o sistema eletroquímico como reversível, sendo a voltametria cíclica importante 

para analisar superfícies e reações que acontecem por meio dela (REZAEI; 

IRANNEJAD, 2019). 
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Figura 9: Voltamograma cíclico demonstrando as correntes catódica (Ipc) e anódica 
(Ipa). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Trindade, 2015. 

 

 

3.7.2. Voltametria de Pulso Diferencial 

 

A técnica de voltametria de pulso diferencial (VPD) deriva da varredura 

linear e consiste na aplicação de uma série de pulsos de potenciais, com cada 

pulso sendo fixo e de pequena amplitude aplicando-se um pulso de potencial 

superposto em uma rampa de potencial linearmente crescente lentamente ao 

potencial de base (por exemplo, 10-100 mV). A corrente do eletrodo de trabalho 

é medida em dois pontos para cada pulso, o primeiro ponto antes do pulso ser 

aplicado e o segundo ao final do pulso. Esses pontos são escolhidos, 

permitindo a decadência não-Faradaica, eliminando efeitos de fundo, tais quais 

carga de camada dupla e capacitância inadequada (THEODORIDIS; 

LAMBROU, 2019).  A diferença entre a medida de corrente nos dois pontos de 

pulso é determinada e plotada contra o potencial de base. A corrente de pico 

indica presença de ferri/ferrocianeto de potássio. 

A diferença entre as medidas de corrente é apresentada em dois 

intervalos de tempo; o primeiro intervalo imediatamente antes da aplicação do 

pulso (S1) e o segundo próximo do final do tempo de vida (S2). O valor final da 
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corrente é a diferença entre esses dois valores medidos (Figura 10). A corrente 

de pico pode ser indicativa da presença de um marcador redox, como por 

exemplo, o par redox ferri/ferrocianeto de potássio. As vantagens de uma 

medição VPD é sua velocidade, sensibilidade relativa e facilidade de análise. 

Esta medição é usada para estudar as propriedades redox de analitos com 

valores de concentração muito baixos. Isso é alcançado devido a baixas 

correntes de carga que fornecem alta sensibilidade (BLAIR, CORRIGAN, 2019, 

GILL, SINGH, et al., 2019). 

 

Figura 10: Representação esquemática da técnica de pulso diferencial com aplicação 
em potencial em função do tempo. A corrente é amostrada em S1 e S2 e a diferença 
entre elas é que é registrada. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Luiz Manoel Aleixo 
 

 

 As técnicas eletroquímicas apresentadas são comumente usadas para 

desenvolver imunossensores, no qual apresentam bom desempenho quando 

aplicadas no desenvolvimento de plataformas sensoras. Dentre estes 

compostos citados, os nanomateriais apresentam grande área na superfície e 

isso proporciona uma maior desempenho de carga e o transporte de reagentes, 

resultando em um aumento do sinal. Neste trabalho, focamos em nanomateriais 

funcionais a base de carbono, utilizado em biossensores eletroquímicos. Estes 

nanomateriais a base de carbono melhorou a qualidade analítica em termos de 

sensibilidade, pois combinam propriedades como alta área superficial, 

propriedade eletrocatalítica, capacidade de movimento elétron, estabilidade 

química e eletroquímica, boa condutividade elétrica e biocompatibilidade. Os 
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nanotubos de carbono são os nanomateriais a base de carbono mais utilizados 

e  muito atrativos e usados na área de bioeletroanalítica na caracterização de 

plataformas sensoras (CHO; KIM; PARK, 2020). Pode-se, por meio desses 

processos, estudar as propriedades eletroquímicas dos nanotubos de carbono, 

assim como estimar certos parâmetros físicos destes, como a reatividade e a 

capacitância eletroquímica da interface eletrodo-eletrólito. Além disso, pode-se 

por meio  do processo de eletrodeposição fazer deposições de partículas em 

escala nanométrica (YELLAMPALLI, 2012). A seguir, iremos descrever um 

pouco sobre os 

 
 

3.5 NANOTUBOS DE CARBONO 

 

De acordo com o Instituto Nacional de Propriedade Industrial-INPI, o 

surgimento da nanotecnologia foi de enorme importância, pois proporcionou o 

desenvolvimento de dispositivos cada vez mais robustos para análises 

bioquímicas e diagnósticos moleculares, com grandes melhorias na eficiência, 

precisão e sensibilidade dos resultados (BAYDA, ADEEL, et al., 2020). Os 

nanobiossensores, dispositivos desenvolvidos em nano-escala, recebem este 

nome por utilizarem nanomaterias em suas plataformas sensoras, sendo 

capazes de manipular parâmetros bioquímicos e moleculares com um limite de 

detecção mais baixo, uma vez que os nanomaterias proporcionam aumento na 

área da superfície sensora, aumento na transferência de elétrons, no aumento 

na condutividade, entre outros (MAYRA BELTRÁN-PINEDA, 2021; BANIGO, 

AZEEZ, et al., 2020).  

Nanomaterial, simplificadamente, pode ser definido como um material 

que possui ao menos uma de suas dimensões na escala nanométrica, mais 

exatamente entre 1 e 100 nm. Um exemplo clássico são nanopartículas 

metálicas de ouro, prata ou cobre que têm seus espectros eletrônicos 

dependentes do tamanho e forma de suas partículas, quando as dimensões 

dessas são reduzidas à escala nanométrica (WU, Qiong, MIAO, et al., 2020). 

 Nas últimas décadas, os nanomaterias vêm sendo amplamente usados, 

construindo uma nova geração para a biotecnologia. Umas das áreas que 

mostra maior avanço é a biomedicina, com aplicações na terapia e nos métodos 
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diagnósticos que têm grande potencial, pois proporcionam soluções que são 

muitas vezes inovadoras e superam as limitações existentes (BAYDA, ADEEL, 

et al., 2020). Com o advento dos nanomaterias, foi possível observar 

propriedades físico-químicas e fotofísicas antes não observadas em escala 

macroscópica, como: pureza, estabilidade, peso molecular, solubilidade e 

atividade catalítica, entretanto, essas propriedades podem ser modificadas por 

meio da síntese utilizada e funcionalização da superfície do nanometerial 

(MAYRA BELTRÁN-PINEDA, 2021). Quando os nanomaterias são utilizados 

juntamente com materiais biológicos, eles são envoltos por proteínas, 

anticorpos e outras biomoléculas (BHATTACHARYA, MUKHERJEE, et al., 

2017).  

Uma classe de nanomaterias muito utilizada no desenvolvimento de 

biossensores é a dos nanotubos de carbono (NTC). Descobertos em 1991 por 

Sumio Lijima, os NTCs apresentam ótimas propriedades elétricas e mecânicas. 

Nanotubos de carbono são túbulos de grafeno compostos de camadas 

monoatômicas de átomos de carbono em estruturas hexagonais. Os NTC 

podem ser constituídos de diferentes cilíndricos concêntricos, contendo única 

ou múltiplas paredes (Figura 11) (BHATTACHARYA, MUKHERJEE, et al., 

2017). Os NTC de múltiplas paredes são de fácil síntese e, portanto, são os 

mais econômicos. Eles absorvem luz infravermelha, dando as propriedades, 

como amplificadores de sinal de biorreconhecimento e transdutores.  

 

 

Figura 11: Representação esquemática da estrutura dos NTC e imagem de 
microscopia eletrônica de transmissão, em: (a) NTC de parede simples, (b) NTC de 
paredes múltiplas.  
 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Gupta et al. (2019) 
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Os NTC são aplicados em biossensores eletroquímicos devido à sua 

grande área superficial por volume, elevada condutividade elétrica e excelentes 

propriedades de transferência de elétrons (MAYRA BELTRÁN-PINEDA, 2021). 

Sabe-se que os NTC podem ser bio-persistentes, mantendo suas 

características físico-químicas inalteradas no meio ambiente, sem se degradar 

e tendo a capacidade de gerar efeitos adversos nos organismos expostos. A 

biocompatibilidade de NTC pode ser melhorada com a funcionalização por sua 

modificação com grupos reativos que favoreçam a imobilização de 

biomoléculas. O processo de funcionalização dos NTC é realizado, em geral, 

pela formação do grupo reativo ácido carboxílico, a partir de uma dispersão do 

nanomaterial em solução com a mistura de ácidos sulfúrico e nítrico [3:1] 

(BRITO, C. L.; FERREIRA, E. I.; LA-SCALEA, 2020). 

Na literatura, são descritos diversos processos de funcionalização de 

NTC empregando métodos químicos e físicos. Dentre os métodos físicos, 

podem ser empregados: ultrassom, moagem, trituração e fricção que ativam 

sua superfície (processos físicos modificam a estrutura da superfície dos NTC) 

(ALIM, VEJAYAN, et al., 2018).  

Em relação aos métodos químicos, têm-se por funcionalizações 

covalentes e não covalentes. A funcionalização não covalente permite que a 

estrutura original dos NTC seja conservada e suas propriedades não rompa o 

sistema π (ALIM, VEJAYAN, et al., 2018), ou seja, a ligação não covalente é 

baseada em forças de Van der Waals e suas interações hidrofóbicas não são 

invasivas, preservando assim, os NTC (GUPTA, N.; GUPTA, S. M.; SHARMA, 

2019). Em relação a funcionalização não covalente, são dispostas duas 

caracterizações par obter as interações necessárias, sendo elas por entalpia e 

entropia. A interação caracterizada pela entalpia acontece por ligações do tipo 

π – π, CH – π, NH – π, em meio a superfície dos NTC e seus dispersantes. Já a 

interação por entropia se dá pela interação hidrofóbica usando surfactantes 

(Figura 12) (FUJIGAYA; NAKASHIMA, 2015). 
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Figura 12: Imagem ilustrativa das interações do NTC por meio de funcionalização não 

covalente (dispersante)  

 

Fonte: Adaptado de (FUJIGAYA; NAKASHIMA, 2015). 

 

A ligação covalente é a mais comumente usada no processo de 

imobilização de elementos, dentre estes elementos, temos o NTC. A 

funcionalização covalente dos NTC tem como principal vantagem a sua 

eficiência no alto grau de modificação química (GUPTA, N.; GUPTA, S. M.; 

SHARMA, S. K., 2019), acontecendo pela adição de grupos funcionais 

químicos nas paredes laterais do NTC, resultando em NTC carboxilados, NTC 

funcionalizados com amina e NTC funcionalizados com sulfidril (AN ZHOU, 

2019).  

Os grupos funcionais dos NTC podem reagir com grupos funcionais 

complementares que estão presentes, por exemplo, nos anticorpos e, assim, 

formar uma ligação covalente que auxilia na imobilização da biomolécula na 

superfície do CNT (AN ZHOU, 2019). Neste caso, os NTC carboxilados tendem 

a interagir com anticorpos ou outra biomolécula quando usam um composto a 

base de carbodiimida e assim ativar os grupos carboxil nos NTC diretamente 

com as aminas primárias dos anticorpos. A carbodiimida, que frequentemente 

é o cloridrato de N-etil-N’-(3-dimetilamino-propil) carbodiimida (EDC - age como 

agente de reticulação), e o N-hidroxisuccinimida (NHS)acilitam a reação de 

acoplamento. O EDC reage com os grupos carboxila, formando um éster 

mediador ativo, podendo deslocar-se com facilidade por meio da amina 
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primária encontrada na biomolécula. O NHS é usado como um mediador 

secundário antes da aminação e a funcionalização dos NTC com estes 

compostos têm modificado as aplicações nas plataformas sensoras, 

melhorando assim a imobilização das biomoléculas utilizadas no processo de 

desenvolvimento de imunossensores (WICKRAMATHILAKA; TAO, 2019). 

 

Figura 13: Esquema da reação do EDC e EDC/NHS pela funcionalização covalente no 

nanotubo de carbono 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Adaptado de (AN ZHOU, 2019). 

 

 Com base nas inúmeras possibilidades dos NTCs eles são atrativos para 

o desenvolvimento de plataformas sensoras, pois aumentam a área eletroativa 

superficial dos eletrodos. Uma maneira de melhorar o desempenho deste 

nanomaterial é a combinação deste com polímeros, que são macromoléculas 

resultantes da formação de monômeros. Os polímeros facilitam o transporte de 

carga, são de fácil síntese e quando incorporados ou revestidos com NTC 
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permitem que a disposição do NTC possa ser perfilada na superfície sensora, 

ampliando sua área e potencializando as interações entre os nanomateriais e 

analitos, proporcionando condutividade, transferência de elétrons e interações 

eletrostáticas entre o NTC, demonstrando boa estabilidade e 

biocompatibilidade (AN ZHOU, 2019; YELLAMPALLI, 2012). 

3.8 POLÍMEROS CONDUTORES  

  

Os polímeros condutores apresentam propriedades eletroquímicas 

atrativas, pois possuem baixo potencial de ionização, altas afinidades 

eletrônicas e propriedades ópticas, com condutividade eletrônica intrínseca, 

podendo apresentar variações na condutividade. Polímeros condutores 

também são conhecidos por sua capacidade de serem compatíveis com 

moléculas biológicas em soluções aquosas neutras e, muitas vezes, eles 

podem ser modificados para ligar biomoléculas. Outra vantagem dos polímeros 

condutores é que a síntese eletroquímica permite a deposição direta de um 

filme de polímero no substrato do eletrodo, que pode ser seguida pela 

imobilização da biomolécula (KUMARA SWAMY, SANDEEP, et al., 2017).  

Os polímeros condutores têm vantagens em relação ao metal ou 

materiais inorgânicos, como: fácil síntese, na modificação da superfície do 

eletrodo, podendo promover afinidade e estabilidade do bicomponente, 

diversidade química e estrutural, baixo peso e flexibilidade. Quando são 

associados aos NTC, a área da superfície sensora é ampliada, potencializando 

as interações entre os materiais e analitos, o que leva à alta sensibilidade. Por 

outro lado, espera-se que nanocompósitos à base de NTC-polímero tenham 

várias propriedades como: mudança significativa na mecânica, propriedades 

elétricas e térmicas de matrizes poliméricas, tornando-os candidatos 

promissores para aplicação em plataformas sensoras (PARK, KWON, et al., 

2014). Para obtenção de um eletrodo modificado por filme polimérico, podem 

ser utilizadas as técnicas de dip-coating, spin-coating, eletrodeposição, 

polimerização por plasma, eletropolimerização, dentre outras (TAO et al., 

2007).  

  Em biossensores eletroquímicos, filmes poliméricos obtidos pela 

oxidação do pirrol, tiofeno e fenileno têm sido os mais estudados, devido às 
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suas características de rápida transferência de carga poliméricos                                                                                                                                        

ricos em grupos amino, carboxílicos, tiolados podem também facilitar a 

imobilização de biomoléculas. Uma das possibilidades é a utilização de 

monômeros contendo estas funcionalidades. A etilenodiamina (EDA) é um 

composto diamino de cadeia curta que facilmente pode ser polimerizado 

produzindo filmes delgados (Figura 12). 

 

Figura 12: Estrutura química da etilenodiamina. 

 

Fonte: A autora 

 

 A síntese de filme de de poli-EDA pode resultar em uma superfície 

sensora com alta densidade de grupos amino reativos, além de alta área 

superficial e facilidade de imobilização covalente de biomoléculas por ligação 

amida (FREITAS, 2014). A eletropolimerização do EDA no eletrodo de trabalho 

resulta em um filme polimérico de estrutura semelhante ao polietilenoimina 

(PEI). A funcionalização de superfícies com NTC utilizando o poli-

etilenodiamina (poli-EDA) é facilitada pela capacidade das nanoestruturas 

formarem complexos com polieletrólitos catiônicos e íons metálicos. Neste 

caso, o polímero atua como agente controlador de tamanho e confere grande 

estabilidade. Outra vantagem da utilização do poli-EDA é a obtenção de grupos 

funcionais na superfície das nanopartículas por meio da síntese em uma única 

etapa (RIVA, FIORATI, et al., 2021).  A eletropolimerização ocorre com a 

primeira etapa envolvendo a eletro-oxidação do monômero utilizado com a 

formação de um cátion-radical (INZELT et al., 2000). A dimerização é o início 

da segunda etapa, chamada etapa química. O crescimento da cadeia e, 

consequentemente, formação do polímero, procede via reação do dímero 

resultante com outra molécula neutra e assim por diante. Por último, ocorre a 

eletrodeposição do polímero formado na superfície do eletrodo (KUMAR & 

CHEN, 2008).  
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Esses filmes eletropolimerizados geralmente contêm grupos funcionais 

que após ativação podem imobilizar biomoléculas via um grupo funcional 

específico, podendo ser hidroxilas (-OH), carbonilas (C=O), carboxilas (COOH) 

e aminas primárias (NH2) (FREITAS, 2014). Assim sendo, um filme formado 

pelo poli-EDA combinado com NTC foi formado, sendo possível observar pelas 

micrografias eletrônicas de varredura, proporcionando uma espessura 

controlada e boa estabilidade da plataforma para a imobilização dos anticorpos 

monoclonais anti-NS1. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Os resultados serão apresentados em forma de artigo referente ao artigo 

produzido e publicado, conforme mostra a Tabela 3. 

O artigo tem fator de impacto 4.142 (2020), classificado Qualis Capes 

2020 no estrato A2, atendendo os critérios para obtenção do título de Doutor 

no Programa de Rede em Biotecnologia do Nordeste.  

Tabela 3 – Organização dos Resultados obtidos na Tese. 
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5 CONSIDERAÇOES FINAIS 

 

No presente estudo, foi desenvolvido um imunossensor baseado em 

nanocompósito, buscando o desenvolvimento de um sensor eletroquímico 

capaz de detectar a proteína NS1.Para a caracterização da plataforma, o 

método usado foi a eletropolimerização que sintetizou o filme em um polímero 

(poli-EDA) usando a voltametria cíclica. A eletrossíntese permite o crescimento 

de filmes mais controlados e sua estabilidade eletroquímica resulta em uma 

condutividade melhor quando se comparado a dropcasting. Neste estudo foi 

desenvolvido um método label free por meio do filme poli-EDA e obtido em 

nanoescala, sendo confirmado pela microbalança de cristal de quartzo. A 

microscopia eletrônica de varredura mostrou um polímero com uma 

condutividade efetiva, gerando sinergismo entro o NTC-COOH e o poli-EDA por 

meio das ligações amidas e promoveu alta taxa de transferência de elétrons e 

estabilidade eletroquímica viável. O imunossensor foi capaz de detectar a 

proteína NS1, pela técnica de voltametria de pulso diferencial, apresentando 

boa sensibilidade para rastreamento de NS1 por meio de amostra reais de soro 

e urina em meio complexo. Comparado aos métodos convencionais, é 

econômico e prático a partir de um ponto de vista, a imobilização de anticorpos 

pode ser facilmente analisada, visto que imunossensor demonstra uma 

sensibilidade dentro dos limites de detecção quando se comparado aos outros 

métodos de diagnósticos que é relatado na literatura, apresentando boa 

facilidade de operação, utilização de amostra mínima com potencial adicional 

para análises clínicas. 
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APÊNDICE A 

NS1 glycoprotein detection in serum and urine as an electrochemical 
screening immunosensor for dengue and Zika virus 
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Fig. S1: (a) Effect of poly-EDA polymerization at different scan rates  (10mV, 20mV, 30mV, 40mV and 50mV); CV in presence of 5 mmol L-1 K4 [Fe (CN)6]4 

- / K3 [Fe (CN)6] 3- in KCl solution at 0.1mol L-1 (b) Redox peaks of CVs as function of the scan rate (Error bars represent the standard deviation of three 

replicate data). 
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Fig.S2. (a) Cyclic voltammetry of the modified electrode with different concentrations of NTC-COOH. (b) Effect of the NTC-COOH concentrations on the 

anodic redox peaks of the CVs (Error bars represent the standard deviation of three replicate data). 
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Fig S3 (a) DPV analytical curve of immunosensor in response to different concentrations of the NS1 in PBS diluted. Inset: Linear fit of the current vs. NS1 

concentrations. (b) DPV analytical curve of immunosensor in the spiked NS1 serum responses, and (c) Analytical curve of immunosensor in response to spiked 

and non-spiked NS1 serum. All the DPV measurements were obtained in 5mmolL1 de K3 [ Fe (CN)6] /K4Fe(CN)6 
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Table S1: Comparison of immunosensor performance of NS1 detection with this 

immunosensor. 

 

Reference Transducer 

Surface 

Limit of 

Detection 

(ng/mL) 

Linear Range 

(ng/mL) 

(Prima Dewi Sinawang et 

al., 2016)(SINAWANG et al., 

2016) 

Impedimetric 

lateral flow 

immunoassay 

0.5 10-25 

(Silva et al., 2015) (SILVA, 

M.M.S. et al., 2015) 

Poly (allylamine) 

(PAH) sandwiched 

NTCs 

35 100–2500  

(Dias et al., 2013)(DIAS, Ana 

Carolina M.S. et al., 2013) 

carbon nanotube-

ink printed 

electrode 

12 0 - 2000 

(Silva et al., 2014)(SILVA, 

M.M.S. et al., 2014) 

Thiophene-

SPE/gold 

NPs/Protein A 

15 40–600  

(Darwish et al., 

2016)(DARWISH et al., 

2016) 

Electrochemical 

Immunosensor 

Based on 

Antibody-

Nanoparticle 

Hybrid 

35 5–4000 

(Cecchetto et al., 

2015)(CECCHETTO et al., 

2015) 

Electrochemical 

impedimetric 

immunosensor 

30 10-1000 

 This work 6.2 20-800 
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Table S2. Recovery (%) obtained in interference contaminants with designed electrochemical immunosensor for NS1 in three replicate measurements. 

 

 

Interference Recovery % Error % 

NS1  100.0% 0 

5 mM Ascorbic 

Acid  

105.9 5.9 

1% BSA  92.4 7.6 

0.5 mg/mL IgG  99.4 0.6 
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Figure S4. Repeatibility and reproducibility study of the immunosensor in response to NS1 spiked serum. Coefficient of variation for Repeatibility obtained  

from same electrode at 10 replicates (a); and Reproducibility from 8 different electrodes (B)  in measurements  of  DPV, SWV, CV electrochemical techniques.  
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