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RESUMO

As arboviroses sao um grupo de patégenos transmitidos por artrépodes hematofagos,
como mosquitos e carrapatos. Devido a similaridade dos sintomas clinicos, o
diagnostico diferencial s6 é possivel através de técnicas laboratoriais. Entretanto, os
meétodos convencionais como ELISA, PCR e teste de neutralizacdo por reducao de
placa (PRNT), enfrentam limitagbes como falsos-positivo, resultado demorado e custo
elevado de equipamento e reagentes. Este trabalho, visa o desenvolvimento de um
biossensor eletroquimico nanoestruturado para a deteccao de arboviroses, utilizando
polipirrol (PPy), nanoparticulas de ouro (AuNPs) e lectina Bandeiraea simplicifolia
como biorreceptor. O biossensor foi caracterizado por voltametria ciclica (VC),
espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE) e microscopia de forca atbmica
(AFM), permitindo a analise das interagcdes com os virus da dengue (DENV 1-4), Zika
(ZIKV), Chikungunya (CHIKV) e febre amarela (YFV). Os resultados eletroquimicos
indicaram uma deteccado diferenciada entre os patdégenos, sendo a interacdo com o
YFV a mais expressiva. Os dados de EIE revelaram variacbes nos valores de
resisténcia a transferéncia de carga (Rct), comprovando a especificidade da
plataforma, com um aumento significativo nos valores de Rct para o YFV, que
apresentou maior afinidade com a lectina. O padréo de resposta obtido do sistema
sensor em termos de bioafinidade foi YFV > CHIKV > DENV1 > DENV2 > DENV3 >
ZIKV > DENVA4. O teste de seletividade com alfafetoproteina, glicogénio e lactose,
confirmou a especificidade da lectina para os carboidratos: galactose e N-
acetilgactosamina. Além disso, o teste com moléculas interferentes como acido
ascorbico, glicina e colesterol demonstraram uma minima interacdo, destacando a
precisdo do biossensor. O biossensor proposto apresentou alta especificidade e
capacidade de diagnaéstico diferencial entre os arbovirus testados, com potencial para
aplicacdo como método rapido e seguro. Como perspectiva, serdo realizados estudos
utilizando eletrodos descartaveis e flexiveis, além de testes com amostras humanas
para validacao.

Palavras-chave: Nanoparticulas de ouro. Voltametria ciclica. Impedancia
eletroquimica. Microscopia de Forca Atdmica. Nanomateriais.



DA SILVA GOMES, Mayza Jennifer. Development of an electrochemical
biossensor based on a nanostructured polypyrrole film and metallic
nanostructure for the detection of arboviral diseases. 2024. 53 paginas. Trabalho
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ABSTRACT

Arboviruses are a group of pathogens transmitted by hematophagous arthropods, such
as mosquitoes and ticks. Due to the similarity of clinical symptoms, differential
diagnosis is only possible through laboratory techniques. However, conventional
methods such as ELISA, PCR, and the plaque reduction neutralization test (PRNT)
face limitations such as false positives, long processing times, and the high cost of
equipment and reagents. This study aims to develop a nano-structured
electrochemical biosensor for the detection of arboviruses, using polypyrrole (PPy),
gold nanoparticles (AuNPs), and Bandeiraea simplicifolia lectin as a bioreceptor. The
biosensor was characterized by cyclic voltammetry (CV), electrochemical impedance
spectroscopy (EIS), and atomic force microscopy (AFM), enabling the analysis of
interactions with dengue virus (DENV 1-4), Zika virus (ZIKV), Chikungunya virus
(CHIKV), and yellow fever virus (YFV). Electrochemical results indicated a
differentiated detection among the pathogens, with the interaction with YFV being the
most significant. EIS data revealed variations in charge transfer resistance (Rct),
confirming the platform’'s specificity, with a significant increase in Rct values for YFV,
which exhibited higher affinity with the lectin. The response pattern obtained from the
sensor system, in terms of bioaffinity, was YFV > CHIKV > DENV1 > DENV2 > DENV3
> ZIKV > DENV4. The selectivity test with alpha-fetoprotein, glycogen, and lactose
confirmed the lectin's specificity for galactose and N-acetylgalactosamine
carbohydrates. Additionally, tests with interfering molecules such as ascorbic acid,
glycine, and cholesterol showed minimal interaction, highlighting the biosensor's
accuracy. The proposed biosensor demonstrated high specificity and differential
diagnostic capability among the tested arboviruses, with potential for application as a
rapid and reliable method. As a future perspective, studies will be conducted using
disposable and flexible electrodes, along with tests on human samples for validation.

Key word: Gold nanoparticles. Cyclic voltammetry. Electrochemical impedance.
Atomic Force Microscopy. Nanomaterials.
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1. INTRODUCAO

Os arbovirus sdo virus de RNA de fita simples, com destaque para os
representantes dos géneros Flavivirus — como o0s quatro sorotipos do virus da dengue
(DENV 1-4), zika (ZIKV) e febre amarela (YFV) — e Alphavirus, como o virus
Chikungunya (CHIKV). A emergéncia das arboviroses no Brasil est4 diretamente
associada as condi¢cbes ambientais favoraveis a reproducdo do principal vetor de
transmissdo, o mosquito do género Aedes aegypti (Magalhaes et al., 2020; Mundim-
Pombo et al., 2021). Como resultado, as infeccdes causadas por esses virus tém
gerado uma crise de saude publica significativa. Somente no primeiro semestre de
2024, o Ministério da Saude notificou aproximadamente 6 milhdes de casos provaveis
de infeccao por dengue (Ministério da Saude, 2024).

As arboviroses apresentam desafios de diagnostico clinico devido a
similaridade dos sintomas entre as infeccdes. Portanto, o diagnostico diferencial de
arbovirus requer o uso de métodos convencionais sorolégicos e técnicas moleculares
(Sena et al., 2024). Ensaios moleculares, como reacdo em cadeia de polimerase
(PCR), séo altamente sensiveis e especificos. Entretanto, apresentam limitacdes na
diferenciacao entre os sorotipos da DENV e podem gerar resultados falso-positivos
durante o processo de amplificacdo de acidos nucléicos (Ribeiro, Marisa O. et al.,
2021). O ensaio de imunoadsorcdo enzimatica (ELISA) € uma técnica soroldgica
confiavel, com desempenho eficaz na deteccdo de anticorpos IgM e IgG anti-
arbovirus. Embora apresente alta especificidade, seu elevado custo e o tempo
prolongado para a obtencao de resultados limitam sua aplicacdo como teste de rotina
(Pereira et al., 2023). Nesse contexto, novos métodos de diagndésticos inovadores que
permitam uma deteccdo rapida, sensivel, e especifica entre os arbovirus sao
necessarios.

Os biossensores eletroquimicos tém ganhado destaque devido a sua
capacidade de fornecer respostas precoces, precisas e sensiveis de maneira
econdmica. Este dispositivo analitico é constituido por materiais bioldgicos, como
proteinas, acidos nucléicos e anticorpos, imobilizados em um transdutor capaz de
reconhecer o analito de interesse e amplificar o sinal de deteccdo (Kaya et al., 2021,
Sharma et al.,, 2021). Os métodos eletroanaliticos, como espectroscopia de

impedancia eletroquimica (EIE) e voltametria ciclica (VC), permitem o estudo das
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interacbes entre biomoléculas e plataformas de biossensoriamento (Singh et al.,
2021).

O avanco da nanotecnologia trouxe beneficios significativos para o
campo dos biossensores, pois a aplicacdo de nanomateriais nesses dispositivos
melhoram a sua performance ao amplificar a resposta elétrica (Naresh; Lee, 2021). O
filme polimérico de polipirrol (PPy), é eficaz devido as suas excelentes caracteristicas
elétricas, termoestabilidade, biocompatibilidade e facil processamento e
funcionalizacdo (Zhang et al., 2023). Enquanto as nanoparticulas de ouro (AuNps) séo
amplamente integradas aos biossensores por sua capacidade de proporcionar alta
condutividade e possibilidade de interagir com moléculas biolégicas apresentando
biocompatibilidade (Siciliano et al., 2024).

O desenvolvimento de biossensores baseados em lectinas como
bioreceptores é frequentemente destacado na literatura devido a sua capacidade
Unica de reconhecer carboidratos especificos. A lectina vegetal Bandeiraea
simplicifolia (BS-I), por exemplo, é capaz de ligar-se especificamente aos carboidratos
N-acetilgalactosamina e galactose que estao presentes em glicoproteinas estruturais
dos arbovirus (Cavada et al., 2020; Siméo et al., 2020).

O presente estudo apresenta o desenvolvimento de uma plataforma
biossensora eletroquimica baseada em polipirrol, nanoparticulas de ouro e lectina
como elemento de biorreconhecimento. A avaliacdo do sistema sensor foi
caracterizada pelas técnicas de voltametria ciclica e impedancia eletroquimica, tendo
como objetivo obter uma nova alternativa diagnostica rapida e sensivel capaz de
proporcionar uma deteccgao precoce e distinta entre amostras de diferentes arbovirus

em diversas concentracdes.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 INTRODUCAO A ARBOVIROSES

As arboviroses sdo doencas infecciosas causadas por arbovirus, uma
abreviacdo de arthropod-borne virus, que se refere a virus transmitidos por
artropodes, como mosquitos e carrapatos (Goh; Mok; Chu, 2020). Esses virus
constituem um grupo grande e diversificado, transmitidos de hospedeiros infectados
para hospedeiros suscetiveis por meio da picada de um artrGpode vetor. Os principais
arbovirus que causam doencas em humanos pertencem as familias Flaviviridae e
Togaviridae. Entre eles, destacam-se os virus da dengue, zika, febre amarela e
Chikungunya (Giménez-Richarte; Arbona Castafio; Ramos-Rincén, 2024; Ogunlade
et al., 2021).

2.1.1 CONTEXTO HISTORICO DAS INFECGOES CAUSADAS POR ARBOVIROSES NO
BRASIL

O Brasil enfrenta as arboviroses desde o periodo colonial, século XVII, quando
foi relatada o primeiro surto de febre amarela no estado de Pernambuco,
possivelmente introduzida das Antilhas pelos colonizadores europeus (Franco, 1969).
Desde entéo, diversas epidemias foram documentadas. Na década de 1930, a vacina
antiamarilica foi aplicada em larga escala, sob a lideranca do sanitarista Oswaldo
Cruz, que tornou obrigatdria a vacinacdo de toda a populacdo com o objetivo de
erradicar a epidemia causada pela YFV (Diniz; Guedes Junior; Brandao, 2024).

Oswaldo Cruz também foi responsavel pela criacgdo de um programa de
controle de mosquitos, que culminou na erradicacdo do Aedes aegypti em 1950. No
entanto, na década de 1980, o crescimento desordenado das metrépoles devido a
urbanizacdo néo planejada criou condicdes favoraveis para o retorno e disseminacao
do mosquito (Almeida; Cota; Rodrigues, 2020). Em 1982, ocorreu a primeira epidemia
relatada de dengue no estado de Roraima, causada pelos quatro sorotipos do virus.
Posteriormente, o DENV1 rapidamente se espalhou pelo Brasil, com maior
persisténcia na regido Nordeste, onde sua incidéncia permanece significativa até os

dias atuais (DengueMinistério da Saude, 2024; Salles et al., 2018).
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Até 2015, o virus Zika ndo era considerado uma preocupacéo significativa de
saude publica. No entanto, em agosto do mesmo ano, diversos municipios do
Nordeste relataram um aumento incomum no numero de bebés nascidos com
microcefalia, associado a um crescimento nos casos de infeccdo por ZIKV. Em
resposta, o Ministério da Saude declarou Emergéncia de Saude Publica de
Importancia Nacional (ESPIN) (Coélho et al., 2022; Viegas; Ventura; Nunes, 2022).
Os primeiros registros de CHIKV no pais foram identificados nas regides Norte e
Nordeste em setembro de 2014. Apenas dois anos depois, foram notificados 236.287
casos suspeitos de infec¢bes pelo virus, dos quais 116.523 foram confirmados por
testes sorologicos (Martins et al., 2024).

2.1.2 DISTRIBUICAO GEOGRAFICA E PRINCIPAIS VETORES DE TRANSMISSAO

O Aedes aegypti € um inseto hematofago pertencente a familia Culicidae,
originario do Egito. Acredita-se que a introducao desse vetor no Brasil ocorreu através
do comércio de escravos africanos durante o periodo colonial. A epidemia de YFV
urbana foi o principal fator que levou o mosquito a se tornar um problema de saude
publica. Entretanto, atualmente, o A. aegypti € responsavel também pela transmissao
de outros arbovirus, como DENV, ZIKV e CHIKV. A propagac¢ao do virus é possivel
devido ciclo de transmissdo humano — mosquito — humano, que ocorre durante a
hematofagia (Almeida; Cota; Rodrigues, 2020; Ribeiro, Mario Sérgio et al., 2021).

A condicdo climéatica esta diretamente ligada a distribuicdo territorial de
doencas transmitidas por vetores, como as arboviroses. O mosquito Aedes aegypti
tem preferéncia por regides de clima tropical, temperado e umido, porque oferecem
condi¢cBes ideais para reproducdo e maturacdo das larvas (Sousa et al.,, 2023).
Ademais, é importante considerar os fatores urbanos e antropicos, como acumulo de
lixo e saneamento inadequado, que podem influenciar as condi¢cdes de reproducéo do
mosquito, criando microclimas com temperaturas favoraveis em areas que, de outra
forma, ndo seriam propicias. Devido a sua adaptacdo ao ambiente urbano, esse
mosquito utiliza diversos tipo de recipientes como habitat de reproducdo, desde
aquarios abandonados até cascos de garrafas (Soek et al., 2023).

Além disso, o género Aedes albopictus tem demonstrado adaptacdo a

ambientes urbanos, apresentando um ciclo reprodutivo semelhante ao de Ae. aegypti



19

e mostrando-se eficaz na transmissédo de CHIKV (MONTEIRO MOY et al., 2024). Os
mosquitos silvestres dos géneros Haemagogus spp. e Sabethes spp. sdo vetores
primarios e secundarios da YFV, onde seu contato com a populacdo humana é
facilitado por disturbios ambientais (Li et al., 2022).

Em vista disso, as regidées Norte e Nordeste sdo vitimas de casos emergentes
causados por DENV (1-4), ZIKV e CHIKYV, através da transmissédo vetorial favorecida
pelo clima quente e presenca de agua parada devido infraestrutura deficiente de
saneamento (Oscar Junior; de Assis Mendonga, 2021). Enquanto a YFV tem
prevaléncia acentuada nas regides Norte e Centro-Oeste, por causa da
predominéancia dos mosquitos silvestres (de Oliveira Figueiredo et al., 2020).

2.2 FAMILIA FLAVIVIRIDAE

De acordo com o Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV), a familia
Flaviviridae é caracterizada por virions esféricos com diametro de 40 — 60 nm, possui
envelope lipidico contendo duas ou trés glicoproteinas e uma membrana que envolve
0 nucleocapsideo, como mostrado na Figura 1. O género Orthoflavivirus ou Flavivirus,
gue engloba 53 espécies, se destaca dentro dessa familia por incluir patégenos de
interesse clinico transmitidos por artropodes, como DENV, ZIKV e YFV (ICTV - Comité

Internacional de Taxonomia de Virus, 2019).

Figura 1. Estrutura viral da familia Flaviviridae..
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Fonte: (ViralZone, 2024)
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2.2.1 DENGUE

A dengue é uma doenca viral causada pelos quatro sorotipos do virus DENV
(1-4). O virion do DENV é composto por trés proteinas estruturais localizadas no
capsideo (C), membrana (M) e envelope (E), além de sete proteinas ndo estruturais
(NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5), que participam da replicacdo do RNA
viral (Harapan et al., 2020). As proteinas C e M sao importantes para formacao e
maturacdo da particula viral, enquanto a proteina E, dividida em trés dominios (I-ll),
possui glicanos que auxiliam na ligacdo do virus a célula hospedeira (Malavige; Ogg,
2024).

Os quatro sorotipos do DENV podem circular simultaneamente na mesma
regido, sao antigenicamente distintos e, apesar das diferencas genotipicas, todos
podem causar desde os sintomas da dengue classica até manifestacdes graves. No
entanto, em casos de reinfeccdo por um sorotipo diferente, os anticorpos gerados na
primeira infeccdo ndo sao capazes de neutralizar o novo sorotipo, o que pode agravar
a infeccao e levar ao desenvolvimento de dengue hemorragica (Gémez et al., 2024).
Ainda, em 2013, foi relatado o isolamento de um novo sorotipo (DENV5) em um
agricultor residente da Malasia. No entanto, evidéncias sugerem que esse Nnovo
sorotipo apresenta uma baixa taxa de transmissao (Mustafa et al., 2015).

A infeccao pelo DENV é, na maioria dos casos, assintomatica. No entanto, o
virus possui a predisposicao a estimular mondcitos e linfocitos a liberarem moléculas
pré-inflamatérias, como as células T CD4+ e CD8+, responsaveis pelo aparecimento
dos sintomas caracteristicos da dengue. Os sintomas classicos incluem febre alta (39
°C — 40 °C), cefaleia intensa e dores nas articulacdes e musculacdes. A doenca pode
progredir para a forma grave devido ao extravasamento de plasma, resultando em
choque, derrame pleural, ascite e hemorragias intensas (Bona, 2022; Oliveira et al.,
2024).

2.2.2 ZIKA
O ZIKV é um virus de RNA de fita simples, polaridade positiva, com o capsideo

icosaedro envelopado, cujo genoma, assim como o do DENV, codifica trés proteinas

estruturais (C, M e E) e sete proteinas ndo estruturais (complexo NS), importantes
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para replicacdo, patogenicidade e formacao do virus (Dahiya et al., 2023). Além da
transmissdo por mosquitos, o ZIKV pode ser transmito por contato sexual ou via
vertical, de mulheres gravidas infectadas para os embrides (Polonio; Peron, 2021).

Geralmente, a infeccéo pelo virus Zika se manifesta de maneira assintomatica.
No entanto, quando ocorrem sintomas, o quadro clinico é semelhante ao do DENV,
apresentando mialgia, artralgia e febre intensa. Em mulheres gravidas, o virus pode
causar infeccdo intrauterina, resultando em danos congénitos ao feto, o que pode
levar ao aborto espontaneo ou complicacdes neuroldgicas, como microcefalia,
disfagia e epilepsia. Esses defeitos congénitos relacionados ao ZIKV é conhecida
como sindrome congénita do Zika (SCZ) (Giraldo; Gonzalez-Orozco; Rajsbaum,
2023).

2.2.3 FEBRE AMARELA

A estrutura da particula viral de YFV € definida por um nucleocapsideo
envelopado e seu genoma é composto por RNA de fita simples de sentido positivo,
responsavel pela codificacdo de dez proteinas, tanto estruturais quanto n&o
estruturais, também presentes em outros arbovirus (Gianchecchi et al., 2022).

A patogénese da febre amarela é semelhante a de outras arboviroses, sendo
geralmente assintomatica ou manifestando-se com sintomas gerais como calafrios,
febre, dores de cabeca e nas articulacbes, nauseas, lingua avermelhada e
conjuntivite. Cerca de 3 a 4 dias ap6és o inicio dos sintomas, o paciente pode evoluir
para recuperacdo ou para o periodo de remissao, caracterizado pelo retorno dos
sintomas iniciais, acompanhados de manifestacdes clinicas graves, como ictericia,

delirio, albumindria, acidose metabdlica, choque e hemorragia (Sacchetto et al., 2020).

2.3 FAMILIA TOGAVIRIDAE

A familia Togaviridae € definida como virus esféricos pequenos com diametro
de 65 — 70 nm, envoltos por um envelope lipidico com glicoproteinas divididas em trés
heterodimeros: E1, E2 e E3, como mostrado na Figura 2. O género Alphavirus,

atualmente o Unico da familia, inclui o virus Chikungunya, que possui potencial
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endémico devido a sua capacidade de infectar humanos por meio de insetos
hematé6fagos (Comité Internacional de Taxonomia de Virus - ICTV, 2019).

Figura 2. Estrutura viral da familia Togaviridae.

Fonte: (ViralZone, 2024).

2.3.1 CHIKUNGUNYA

O virion CHIKV possui um nucleocapsideo icosaedro e um envelope viral
composto por picos de glicoproteinas. Seu genoma de polaridade positiva codifica
guatro proteinas nao estruturais (NSP1, NSP2, NSP3 e NSP4) e seis proteinas
estruturais: nucleocapsideo (C), proteinas de envelope (El, E2, E3 e 6K) e proteina
transframe (TM). As glicoproteinas E1/E2 sdo essenciais para a invasao da célula
hospedeira, promovendo a fusdo das membranas (Khongwichit et al., 2021; Kril et al.,
2021).

A apresentacéo clinica do CHIKYV inclui febre, dores articulares e musculares,
podendo ser facilmente confundida com infeccbes causadas por outros arbovirus. No
entanto, o virus Chikungunya apresenta tropismo por liquidos sinoviais, causando
intensa inflamacéo nas articulacbes. Assim, a artralgia simétrica e bilateral € uma
manifestacdo caracteristica dessa infeccdo. Além disso, o CHIKV pode resultar em
sequelas cardiovasculares, como arritmia e miocardite, bem como consequéncias
neurolégicas, incluindo sindrome de Guillain-Barré, encefalite e neuropatia Optica

(Chirathaworn; Chansaenroj; Poovorawan, 2020; Freppel et al., 2024).

2.4 DETECCAO LABORATORIAL DAS ARBOVIROSES
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Devido a similaridade dos sintomas entre as diferentes infec¢des causadas por
arboviroses, torna-se indispensavel o uso de analises laboratoriais para garantir um
diagnéstico diferencial, preciso e seguro que auxilie a medicina clinica e a vigilancia
das doencas (Piantadosi; Kanjilal, 2020). A figura 3 apresenta os principais métodos
utilizados na deteccao de arbovirus, incluindo técnicas sorolégicas e teste de biologia
molecular.

Figura 3. Principais técnicas utilizadas para diagnostico de arbovirus. a) ELISA, b) teste de
neutralizacdo por reducéo de placa (PRNT) e c¢) PCR.
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O teste sorolégico ELISA é amplamente usado para a deteccéo especifica de
anticorpos IgM, indicando infeccdo recente, ou IgG, relacionado com infeccdes
anteriores. Este teste € baseado na ligacao especifica entre antigenos e anticorpos,
seguida por uma reacdao colorimétrica, cuja intensidade é diretamente proporcional a
concentracdo da molécula alvo. Embora apresente alta especificidade, pode
apresentar resultados falso-positivos devido a reatividade cruzada com outros virus,
0 que exige a realizacdo de testes confirmatdrios adicionais. Além disso, o teste
apresenta uma limitacdo relacionada a fase da infec¢éo, pois os anticorpos ndo séao
detectaveis durante os estagios iniciais de viremia, dificultando o diagndstico precoce
(Morales et al., 2021; Varghese; De Silva; Millar, 2023).
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O teste de neutralizagdo por reducéo de placa (PRNT) é um ensaio sorolégico
confirmatoério, considerado o padrdo ouro para a deteccdo de anticorpos
neutralizantes contra arbovirus em amostras infectadas. Esse método oferece
resultados confiaveis e precisos, sendo capaz de diferenciar os sorotipos de DENV e
minimizar a ocorréncia de reatividade cruzada. No entanto, o PRNT necessita da
atuacdo de profissionais especializados, além de apresentar uma metodologia
extensa e um tempo de resposta prolongado, variando de 4 a 10 dias (Fischer et al.,
2021; Ma et al., 2024).

Os testes baseados na biologia molecular incluem o método PCR, que se
fundamenta na capacidade da enzima DNA polimerase de sintetizar novas cadeias de
DNA a partir de um molde de DNA de fita simples (ssDNA). Essa metodologia permite
a amplificacdo do material genético e trouxe avangos significativos no diagnostico de
patogenos, permitindo a deteccao precisa de DNA ou RNA viral. No entanto, esse
método também apresenta algumas desvantagens, como o alto custo, a necessidade
de equipamentos especializados e o risco de falso-positivos devido a amplificacédo de

material genético residual (Licinio; Ayres, 2021).

2.5 BIOSSENSORES ELETROQUIMICOS

Diante das desvantagens dos meétodos convencionais, torna-se crucial o
desenvolvimento de novas metodologias inovadoras que garantam um diagnostico
rapido, seguro e diferencial entre as arboviroses. Os biossensores tém se destacado
como uma alternativa promissora, oferecendo vantagens como alta sensibilidade e
especificidade, baixo custo, resultados rapidos e capacidade de miniaturizacao
(Duarte et al., 2021). Conforme ilustrado na Figura 4, esses dispositivos sdo
compostos por um receptor biolégico que reconhece de forma especifica o analito-
alvo, um transdutor que converte essa interagdo em um sinal elétrico mensuravel, e

um sistema de processamento que registra o sinal (Campos et al., 2020).
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Figura 4. Representacédo geral da opera¢do de um biossensor.
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Fonte: Proprio autor (2024).

A interacdo da molécula-alvo com o biorreceptor provoca uma perturbacéo
bioquimica que, dependendo do tipo de transdutor, pode gerar alteracées como
transferéncia de calor, variagdo de cargas elétricas, emissao de luz ou movimentacao
de elétrons. Essas mudancas sao convertidas em um sinal elétrico mensuravel. Nesse
contexto, as moléculas biorreceptoras — que englobam enzimas, proteinas, DNA e
células inteiras — desempenham um papel indispensavel devido a sua capacidade
seletiva de se ligar ao ligante especifico (Singh et al., 2021; Wu et al., 2023)

Os biossensores podem ser classificados conforme a natureza do receptor
biologico: i) biossensores enzimaticos; ii) imunossensores; iii) genossensor; ou
segundo o tipo de transdutor: i) eletroquimicos; ii) Opticos; iii) acusticos; iv)
calorimétricos (Saylan et al., 2019). Os biossensores eletroquimicos utilizam materiais
condutores ou semicondutores, também chamados de eletrodo, como transdutor para
converter as interacdes entre o elemento de biorreconhecimento e o analito-alvo em
sinais elétricos mensuraveis convertidos através de um método eletroquimico, que
pode ter carater potenciométrico, amperométrico ou impedimétrico (Cesewski;
Johnson, 2020).

2.5.1 ELEMENTOS DE TRANSDUGAO ELETROQUIMICA
A eletroquimica estuda as reac¢des quimicas, como os processos de oxidacao

e reducdo, que ocorrem entre a interface de um eletrodo e uma solugéo eletrolitica.

Essas reacdes sdo geradas dentro de uma célula eletroquimica e detectadas por um
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circuito elétrico externo, como um potenciostato. A configuracdo mais comum € a
célula eletroquimica de trés eletrodos, conforme apresentado na Figura 5,
amplamente utilizada no desenvolvimento de sistemas para deteccdo de patégenos.
O principal componente é o eletrodo de trabalho (ET), onde sdo realizadas as
modificacbes necessarias para montar a plataforma biossensora, seguido pelo
eletrodo de referéncia (ER), responsavel por fornecer um potencial estavel e o contra
eletrodo (CE), que completa o circuito elétrico (Rezaei; Irannejad, 2022). As técnicas
eletroquimicas, como voltametria ciclica (VC) e espectroscopia de impedancia
eletroquimica (EIE), permitem avaliar as modificagbes ocorridas nas diferentes
camadas do biossensor, desde a plataforma sensora até a deteccdo de substancias
e biomoléculas, proporcionando respostas rapidas e sensiveis (Deebansok et al.,

2024).

Figura 5. Representagdo esquematica de uma célula eletroquimica convencional de trés eletrodos:
eletrodo de trabalho (ET), eletrodo de referéncia (ER) e contra eletrodo (CE).
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Fonte: Préprio autor (2024).

2.6 NANOMATERIAIS

A aplicacao de nanomateriais em biossensores aprimora a performance desses
dispositivos, uma vez que promovem a amplificacdo do sinal detectado e oferece
excelente biocompatibilidade, seletividade e alta capacidade de adsorcdo. Dentre
esses hanomateriais, destacam-se o polipirrol e as nanoparticulas de ouro, devido as
suas caracteristicas eletroquimicas Unicas, como por exemplo: elevagdo da
condutividade e imobilizacdo de biomoléculas (Naresh; Lee, 2021). O

desenvolvimento de novos métodos diagndsticos baseados em nanotecnologia tem
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sido amplamente explorado para aprimorar o diagnoéstico rapido e diferencial de
arboviroses. Por exemplo, um estudo conduzido por Siméo et al. (2020), demonstrou
gue a associacdo de nanoparticulas metélicas aos biossensores eletroquimicos
garantiu alta sensibilidade permitindo uma deteccdo precisa e diferencial entre
diferentes arbovirus (Simé&o et al., 2020).

2.6.1 POLIPIRROL

Os polimeros condutores (PCs), como o polipirrol, ttm se destacado devido as
suas notaveis propriedades elétricas, 6pticas e magnéticas. O PPy é um polimero
condutor heterociclico que, na sua forma convencional, apresenta alta rigidez, baixa
ductilidade e baixa solubilidade. No entanto, quando nanoestruturado, esse polimero
adquire propriedades atrativas para a nanotecnologia, como excelente
eletrocondutividade, flexibilidade, facil processamento, estabilidade quimica e
biocompatibilidade. O PPy ainda pode reagir com agente dopantes, como acidos
fortes, substancias oxidantes ou redutoras, que promove modificacdo quimicas ao
polimero aumentando a sua condutividade (A. de Almeida; de F. Gimenez, 2022,
Sumdani et al., 2022).

A sintese do polipirrol pode ser realizada por polimerizacéo eletroquimica, onde
as variacoes no potencial aplicado, na corrente e na taxa de varredura permitem o
controle da espessura e da condutividade do polimero (Zhang et al., 2023). Conforme
ilustrado na Figura 6, o PPy pode adotar diferentes morfologias, como nanotubos,
nanofibras, filmes, nanoparticulas e nanofolhas. Essa versatilidade, somada as suas
excelentes propriedades, torna o polipirrol um material eficaz para aprimorar o

desempenho de deteccdo em diversos biossensores (Hao et al., 2022).
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Figura 6. Versatilidade morfol6gica do polipirrol.
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2.6.2 NANOPARTICULAS DE OURO

As nanopatrticulas de ouro pertencem a classe das nanoparticulas plasmonicas,
gue inclui também nanocoloides de prata e cobre. A aplicabilidade das AuNPs tem
ganhado destaque em diversas areas de pesquisa e analise devido as suas
propriedades elétricas distintas, que proporcionam vantagens como aumento da area
de superficie, alta condutividade elétrica, baixa resisténcia e estabilidade quimica. O
tamanho das AuNPs pode variar, além de apresentarem flexibilidade morfoldgica,
podendo se mostrar como nanoesferas, nanobastbes, nanocubos e estruturas
ramificadas (Kumalasari; Alfanaar; Andreani, 2024; Siciliano et al., 2024)

A variabilidade de tamanhos e morfologias das AuNPs, adicionado a sua
biocompatibilidade, sensibilidade e facilidade de funcionalizacdo de superficie com
varios ligantes, as tornam ideais para ligacao seletiva a moléculas e ions. Isso as torna
fundamentais para a deteccao de diferentes analitos biologicos (Hua et al., 2021). Por
exemplo, estudo de German et al. (2017), apresenta um biossensor amperomeétrico
modificado com AuNPs eletrodepositadas e PPy para a determinacao ultrassensivel

de glicose em soro humano (German; Ramanavicius; Ramanaviciene, 2017).

2.7 LECTINAS

As lectinas sédo proteinas que se ligam especificamente a carboidratos e
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apresentam alta estabilidade fisico-quimica, resistindo a variagdes de pH, temperatura
e condicdes de desnaturacdo. Elas estdo amplamente distribuidas na natureza,
desempenhando papéis importantes na fisiologia de plantas, animais e
microrganismos. Sua capacidade de interagir com polissacarideos, devido ao dominio
de ligacao a carboidratos, é um fator determinante para suas propriedades biol6gicas
e potenciais aplicacdes na biotecnologia (Gautam et al., 2020; Katoch; Tripathi, 2021).

A lectinas vegetais, formam um grupo heterogéneo em termos de
caracteristicas bioquimicas, estrutura molecular e especificidade de carboidratos.
Dentro desse grupo, as lectinas da familia Leguminosae tém sido amplamente
estudadas e investigadas para aplicagcbes biomédicas. Por sua vez, a Bandeiraea
simplicifolia ou Griffonia simplicifolia, € uma lectina leguminosa extraida das sementes
do arbusto nativo da Africa, de mesmo nome, como ilustrado na Figura 7. A BS-I
possui cinco isolectinas tetrameéricas (A4, A3B, A2B2, AB3 e B4), que exibem alta
especificidade com os carboidratos galactose e N-acetilgalactosamina (Cavada et al.,
2020; Lamb; Shibata; Goldstein, 1983). Dessa forma, atraves de ligacdes quimicas, a
aplicacdo de lectinas como moléculas de biorreconhecimento melhora
significativamente a sensibilidade e o desempenho do biossensor (Abrantes-Coutinho
et al., 2021).

Figura 7. Extracé@o da lectina Bandeiraea simplicifolia.
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Fonte: Préprio autor (2024).

2.8 TECNICAS ELETROQUIMICAS APLICADAS NA CARACTERIZACAO DE UM BIOSSENSOR
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2.8.1 VOLTAMETRIA CiCLICA

A voltametria ciclica € uma técnica eletroquimica bastante utilizada no
desenvolvimento de biossensores, por causa da sua simplicidade, rapidez e baixo
custo. Esta técnica identifica processos de oxi-reducédo ao medir as correntes de pico
geradas, além de fornecer informacdes sobre a cinética de transferéncia de elétrons
e as reacdes quimicas que acontecem entre a interface do eletrodo e a solugdo. Com
isso, é possivel avaliar as propriedades das diferentes moléculas quimicas presentes
na solugéo. A velocidade de varredura, é um fator essencial dessa técnica que deve
ser bem ajustada para garantir que as reacdes ocorram completamente (Gharbi et al.,
2020; Pilz; Kielb, 2023).

A Figura 8 ilustra o diagrama da VC, onde o potencial aplicado (eixo x) &
correlacionado a corrente gerada (eixo y). Durante a varredura, na regido catodica
(negativa), as espécies quimicas sofrem redugéo, gerando um pico de corrente
proporcional a concentracdo dessas moléculas. Na regido anddica (positiva), o
potencial é invertido, promovendo o processo de oxidacao dessas espécies quimicas
(Elgrishi et al., 2018).

Figura 8. Representacdo esquemética de um voltamograma ciclico: Ipa (corrente de pico anodica),
Ipc (corrente de pico catddica), Epa (potencial de pico anddico) e Epc (potencial de pico catédico).
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Fonte: Préprio autor (2024).
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2.8.2 ESPECTROSCOPIA DE IMPEDANCIA ELETROQUIMICA

A espectroscopia de impedancia eletroquimica € amplamente utilizada em
pesquisas para investigar o comportamento das interfaces eletroquimicas. Essa
técnica se baseia na aplicacdo de uma corrente ou potencial alternado, que provoca
uma perturbacdo no sistema por meio da variagdo de frequéncia. A EIE é valorizada
por ser uma ferramenta rapida e eficaz, capaz de fornecer informacdes detalhadas
sobre propriedades impares do processo eletroquimico, que podem afetar a
condutividade, resisténcia ou capacitancia de um sistema (Magar; Hassan;
Mulchandani, 2021; Wang et al., 2021).

O diagrama de Nyquist, mostrado na Figura 9a, é a representacao grafica
padrdo da EIE. O diagrama consiste em uma série de pontos que correspondem a
grandeza e direcao do vetor de impedancia para diferentes frequéncias. Os espectros
de impedancia geralmente apresentam uma porg¢do semicircular em frequéncias
elevadas, refletindo o processo limitante da transferéncia de elétrons. O diagrama é
dividido em dois eixos: o0 eixo real (X), que representa 0s termos resistivos, e 0 eixo
imaginario (y), que indica os componentes capacitivos (Gharbi et al., 2020).

As medicOes de impedancia realizadas durante a formacdo do biossensor e
nos testes de biorreconhecimento sdo geralmente interpretadas por meio do circuito
elétrico equivalente, como por exemplo o circuito de Randles, apresentado na Figura
9b. Esse circuito inclui componentes principais como a resisténcia da solucao
eletrolitica (Rs), a resisténcia de transferéncia de carga (Rct) no eletrodo, o elemento
de capacitancia de dupla camada (Cdl) e a impedéancia de Warburg (Zw), que reflete
os efeitos de baixas frequéncias sobre a transferéncia de massa das espécies
eletroliticas (Sun; Liu, 2019).

Figura 9. a) Diagrama de Nyquist e b) Circuito equivalente de Randles.
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Fonte: Préprio autor (2024).
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2.9 MICROSCOPIA DE FORCA ATOMICA

A microscopia de forca atdbmica (AFM) é uma técnica amplamente utilizada para
a caracterizacdo topografica bidimensional ou tridimensional de superficies em escala
nanométrica. Essa ferramenta é valiosa no processo de caracterizacdo de
biossensores, permitindo a observacédo de alterac6es no relevo da superficie ao longo
das diferentes etapas de montagem do sistema. Essa técnica € composta por um
cantilever com uma ponta ou sonda integrada, que detecta as caracteristicas da
superficie; um fotodiodo, que recebe um feixe de laser refletido pelo cantilever; e um
scanner piezoelétrico, responsavel pelo posicionamento tridimensional da amostra,
como ilustrado na Figura 10. Dessa maneira, a sonda integrada ao cantiléver escaneia
a superficie da amostra por meio de forcas interativas de atracao ou repulséo e, ao
final da varredura vertical e horizontal da superficie € processada uma imagem

topografica tridimensional (Cheong et al., 2019; Zhou; Du, 2022).

Figura 10. Representacdo esquematica da microscopia de forca atbmica (AFM).
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Fonte: Préprio autor (2024).



3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL
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Desenvolver um biossensor nanoestruturado baseado em filme de polipirrol,

nanoparticulas de ouro e lectina para identificar diferentes tipos de arboviroses.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Estudar as propriedades do filme de polipirrol, obtido diretamente sob

superficie metélicas através de sintese eletroquimica, e de AuNps;

» Avaliar estratégias para ancoragem covalente, interacdo fisico-quimica e

fungéo biologica da lectina (Bandeiraea simplicifolia) e virus inativado;

» Caracterizar a plataforma biossensora por meio das técnicas de voltametria

ciclica (VC) e espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE);

» Avaliar os diagramas de Nyquist e determinar o circuito equivalente de

Randles, para obter o comportamento interfacial da resisténcia de

transferéncia de cargas (Rcr), resisténcia da solucdo eletrolitica (RS),

impedancia de Warburg (ZW) e capacitancia da dupla camada elétrica

(CDL);

» Avaliar o desempenho do biossensor em relacdo as amostras de diferentes
tipos de arbovirus por meio de caracterizacdo eletroquimica para obter
dados estatisticos como reprodutibilidade, sensibilidade e especificidade;

» Analisar a estrutura e morfologia do biossensor por meio de microscopia de

forca atdmica (AFM).
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4. METODOLOGIA

4.1 MATERIAIS

Pirrol, cisteamina (Cys), &cido tetra-clorodurico tri-hidratado (HAuCl4),
colesterol, lactose, glicogénio, alfafetoproteina, &cido ascoérbico e glutaraldeido (GLU)
foram adquiridos pela Sigma-Aldrich. Ferrocianeto de potassio (KasFe(CN)g)),
ferricianeto de potassio (Kz[Fe(CN)g]), fosfato de s6dio monobasico, fosfato de sodio
dibasico, glicina e é&cido cloridrico (HCI) foram obtidos pela VETEC (Brasil). As
amostras de virus inativados foram fornecidos pelo Laboratério de Virologia e Terapia
Experimental — Instituto Aggeu Magalhdes (LAVITE — IAM). Em todas as etapas foi
utilizada agua deionizada ultrapura processada pelo sistema de purificacdo Milli-Q
(Billerica, EUA).

4.2 SINTESE DO FILME POLIMERICO DE POLIPIRROL

O polipirrol foi sintetizado através do processo de dopagem utilizando acido
cloridrico. Inicialmente, uma solucdo aquosa de HCI (0,5 M) foi preparada. Em
seguida, essa solucao foi misturada com 31 pL de monémeros de pirrol para a sintese
de PPy. A mistura foi submetida a um banho ultrassdnico para assegurar completa
homogeneizacéo. Para deposicao do filme de PPy na superficie metélica do eletrodo
de trabalho, utilizou-se a técnica de voltametria ciclica (VC) em uma célula
eletroquimica convencional de trés eletrodos, imersos em 15 mL da solucdo de PPy.
A voltametria foi realizada em 10 ciclos, com potencial variando de -0,4 a +1 V e uma

taxa de varredura de 100mV.s* (Avelino et al., 2021).

4.3 SINTESE DAS NANOPARTICULAS DE OURO

A sintese das nanoparticulas de ouro (AuNps) foi realizada seguindo a
metodologia de Lévy et al., 2004. As AuNPs foram obtidas pela redu¢édo do HAuCl, (1
mM) em citrato tribasico (38,9 mM). Para obtengdo das nanoparticulas, 100 mL da
solucao de HAuCI4 foram misturados com 10 mL da solug&o de citrato, e a mistura foi

agitada por 10 minutos a 100 °C. Ao término desse periodo, o aqguecimento foi
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interrompido, e a solugdo continuou sob agitacdo até alcancar 24 °C (Lévy et al.,
2004).

4.4 MODIFICACAO DA SUPERFICIE DO ELETRODO PARA OBTENGAO DA PLATAFORMA

BIOSSENSORA

Como representado na figura 11, um eletrodo de trabalho de disco de ouro (@
= 2mm) foi utilizado para montagem do sistema sensor. A principio, o eletrodo de
trabalho foi suavemente polido em lixa a base de 4gua e em feltro com suspenséao de
alumina seguido de banho ultrassonico. Em seguida, o eletrodo foi imerso na solucéo
de pirrol para eletropolimerizagdo do filme condutor na superficie metalica. Apos a
polimerizacdo e obtencéo do fime de PPy, as AuNPs foram aplicadas na interface do
eletrodo até a completa secagem e depois, Cys na concentracdo de 50 mM foi
adicionada para funcionalizar quimicamente as nanoparticulas. Por fim, o agente
conjugador glutaraldeido (5%) foi utilizado para a imobilizacdo covalente da lectina

Bandeiraea simplicifolia por meio de ligacdo amina-amina.

Figura 11. Representacdo esquematica da construcdo da plataforma biossensora

nanoestruturada.
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Fonte: Préprio autor (2024).
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4.5 AVALIAGCAO DA INTERAGAO COM ARBOVIRUS

A avaliagdo da plataforma nanoestruturada com amostras de virus inativados
de DENV (1-4), ZIKV, CHIKV e YFV foi preparada em diferentes dilui¢gdes (1:10, 1:20,
1;30, 1:40 e 1:50). O eletrodo funcionalizado foi exposto a amostras de arbovirus
durante 10 minutos, seguido de lavagem com agua deionizada para remocao do

analito ndo aderido e, por fim, submetido & analise eletroquimica em triplicata.

4.6 DESEMPENHO ANALITICO DO BIOSSENSOR ATRAVES DE TESTE DE SELETIVIDADE E

MOLECULAS INTERFERENTES

Para avaliar o desempenho analitico do biossensor em relacéo a seletividade,
o eletrodo funcionalizado foi exposto a solu¢cdoes de alfa-fetoproteina, lactose e
glicogénio, todas na concentragdo de 1ng/mL. Além disso, para avaliar a
especificidade, a plataforma biossensora foi testada com moléculas interferentes,

como acido ascorbico, colesterol e glicina, também na concentracdo de 1ng/mL.

4.7 CARACTERIZACAO MORFOLOGICA E TOPOGRAFICA

4.7.1 MICROSCOPIA DE FORCA ATOMICA

A analise topogréfica do biossensor foi realizada antes e ap6s a imobilizacéo
dos arbovirus, utilizando um microscopio de forca atdbmica (AFM) SPM-9700
(Shimadzu, Japao). As imagens de AFM foram obtidas em modo ndo contato,
empregando um cantiléver de silicio, em uma area de varredura de 5 x 5 um?, com
resolucao lateral de 512 x 512 pixels, e processadas pelo software Gwyddion. Todas

os registros morfologicos foram realizados a temperatura ambiente (24 £ 1 °C).
4.8 CARACTERIZAGAO ELETROQUIMICA
As analises eletroquimicas foram realizadas por meio do

potenciostato/galvanostato Autolab (PGSTAT 128N), controlado pelo software NOVA

1.11. O ferro-ferricianeto de potassio (10mM) foi utilizado como sonda redox na célula
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eletroquimica convencional constituida por trés eletrodos: um eletrodo de referéncia
(ER) Ag/AgCl, um contra eletrodo (CE) de fio de platina e um eletrodo de trabalho (ET)
de disco de ouro. A VC foi realizada com potencial entre -0,3 e +0,8 V com taxa de
varredura de 50 mV.s'. E as caracterizacGes de espectroscopia de impedancia
eletroquimica (EIE) foram registrados com uma faixa de frequéncia de 100 mHz a
100kHz e um potencial de amplitude de 10 mV. Todos os gréaficos produzidos para as

analises eletroanaliticas, foram processados pelo programa OriginPro8.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZAGAO TOPOGRAFICA E MORFOLOGICA

5.1.1 MICROSCOPIA DE FORCA ATOMICA

As caracteristicas morfolégicas do biossensor desenvolvido foi avaliada por
meio de Microscopia de Forca Atdmica, como mostrado na Figura 12. Essa
abordagem permitiu a avaliacdo de todas as etapas de constru¢do da plataforma
sensora e a sua interacdo com os arbovirus.

Figura 12. Imagens tridimensionais referente a morfologia do biossensor obtidas pela AFM. a) PPy,
b) PPy-AuNPs, c) PPy-AuNPs-Lectina, d) DENV1, €) DENV2, f) DENV3, g) DENV4, h) CHIKV, i) YFV
e|) ZIKV.
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Fonte: Préprio autor (2024).

Uma cobertura heterogénea foi obtida para os sistemas PPy (Fig. 12a), PPy-
AuNPs (Fig. 12b) e PPy-AuNPs-Lectina (Fig. 12c), com altura média de 70nm, 85nm
e 95nm, respectivamente. A topografia que corresponde ao filme polimérico (Fig. 12a),
apresenta pequenas saliéncias heterogéneas que indicam aglomerados de
mondmeros lineares de PPy (Marandi et al., 2010). Apds a imobilizacdo da lectina,
nota-se a acentuacdo da rugosidade na superficie, que corrobora com aumento de
18nm na altura (S& et al.,, 2020). A andlise de performance do biossensor é
demonstrada na Figura 12d-j. Os resultados de AFM mostram perfis de rugosidade

diferentes para cada tipo de arbovirus, onde a lectina foi capaz de interagir com todos
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os analitos devido a sua especificidade para o reconhecimento de glicoproteinas virais
(Siméo et al., 2020). Entretanto, observa-se interacdo mais intensa com YFV (151nm),
por causa da maior disponibilidade de galactose presentes nos sitios glicosilados
(Ishida et al., 2023).

5.2 CARACTERIZAGCAO ELETROQUIMICA DO BIOSSENSOR

5.2.1 ELETROPOLIMERIZACAO DO FILME POLIMERICO DE POLIPIRROL

A eletropolimerizacao é baseada na aplicacdo de um potencial elétrico variado,
resultando na oxidacdo do mondémero de pirrol e no acoplamento de cations
monomeéricos e oligoméricos, ocasionando a formacéo de um filme polimérico sobre
a superficie metalica. Essa técnica permite a variacdo de parametros como corrente,
potencial e tempo de varredura, que vai influenciar na espessura do filme e,
consequentemente, manipular as propriedades do biossensor de acordo com o analito
de interesse (A. de Almeida; de F. Gimenez, 2022; Zhang et al., 2023). A
eletrossintese de PPy foi ilustrada na Figura 13. A faixa de potencial fixa de -0,4 a +1
V, garantiu a formacao de picos de reducao e oxidacdo que, ao final de dez ciclos,

culminou na formacéo de um filme de cor preta.

Figura 13. Voltamograma ciclico obtido durante a eletropolimerizacéo de 10 ciclos de polipirrol.
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Fonte: Préprio autor (2024).
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5.2.2 CONSTRUCAO DO BIOSSENSOR NANOESTRUTURADO

Técnicas eletroquimicas voltamétricas e impedimétricas foram utilizadas para
analisar cada etapa de modificacdo na superficie do eletrodo para a formacdo do

sensor bioloégico, como demonstrado na Figura 14.

Figura 14. Analises de VC (a) e EIE (b) indicando a mudanga do comportamento eletroquimico do
biossensor.
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Fonte: Préprio autor (2024).

Através do voltamograma (Fig. 14a), observa-se a alteracdo da resposta
amperomeétrica total do eletrodo de ouro a medida que os materiais sdo adsorvidos.
Em vista disso, € possivel verificar uma reducdo ou aumento dos picos anddicos e
catédicos , refletido pela perturbacdo da passagem de corrente referente ao processo
de oxi-reducdo, o que confirma a imobilizacdo dos componentes na superficie
eletrolitica (Rafiee et al., 2024). Em adicdo, o grafico de Nyquist do estudo de
impedancia eletroquimica (Fig. 14b), demonstra a alteracdo do Rct, que depende da
propriedade eletrocondutora dos elementos do biossensor (Rahaie; Noroozi, 2019).

Apés a eletropolimerizacdo do PPy (linha cinza), houve a elevacdo da
densidade da resposta amperométrica nos dados voltamétricos e a resposta
impedimétrica ndo apresentou Rct elevado devido ao aumento da condutividade
proporcionada pela caracteristica fisico-quimica do polimero (Jain; Jadon; Pawaiya,
2017). As AuNPs funcionalizadas quimicamente com Cys (linha verde) através da
ligacdo amina-tiol, apds adsor¢éo reduziu os picos de correntes na VC. Este processo
revelou caracteristicas resistivas correspondentes a sua propriedade semicondutora

(Avelino et al.,, 2021). A imobilizagdo da lectina BS-1 (linha rosa) no sistema
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nanoestruturado PPy-AuNPs@Cys resultou na reducéo do sinal de corrente gerada
nos dados voltamétricos. Para garantir o acoplamento da lectina na plataforma
sensora, utilizou-se o agente bioconjugador glutaraldeido a fim de favorecer a ligacao
covalente intramolecular amina-amina via formacéo de base de Schiff entre o eletrodo

modificado e a proteina (lonescu, 2022).

5.2.3 DESEMPENHO ANALITICO DO BIOSSENSOR

O desempenho do biossensor foi avaliado pela exposicdo da plataforma em
diferentes amostras arbovirais, em diluicbes crescentes (1:50 — 1:10). Com o objetivo
de manter a carga superficial da célula viral neutra, as espécies de arboviroses foram
preparadas em PBS (10 mM, pH 7,4). A técnica de EIE foi empregada para investigar
as interacdes interfaciais relacionadas com os eventos de biorreconhecimento. Os
resultados sao avaliados a partir da formacéo de um semicirculo caracteristico, onde
€ possivel explorar as alteracfes da resisténcia a transferéncia de cargas (Saxena;
Srivastava, 2019). As respostas impedimétricas referente a determinacdo dos

arbovirus esta apresentada na Figura 15.

Figura 15. Gréficos impedimétricos referente a detecc¢éo dos diferentes arbovirus (a-g) e
variagcdo na resisténcia a transferéncia de cargas (Rct) apds deteccéo de diferentes arboviroses (h).
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Ao analisarmos os graficos de impedancia, nota-se que o biossensor detectou
os tipos de arbovirus, apresentando pequenas diferencas nos perfis de
biorreconhecimento, observado pela variagdo e aumento no diametro do semicirculo.
As arboviroses compartilham o mesmo dominio de N-glicosilacdo que envolve a
ligacdo de carboidratos a asparagina (Asn — 153). Este dominio é integrado pelos
glicanos complexos de manose, galactose, acido sidlico e N-acetilglucosamina
(Carbaugh; Lazear, 2020). Por esse motivo, a lectina BS-I foi capaz de identificar todos
os arbovirus propostos. A partir dos dados de Rct, observados na Figura 15h, ressalta-
se gue o biossensor mostrou uma resposta mais significativa para o arbovirus da febre
amarela. Além do dominio Asn — 153, a literatura afirma que algumas cepas de YFV
possuem glicosilacBes nas posi¢cdes Asn — 13 e Asn — 29 (Ishida et al., 2023), que
possivelmente aumenta a disponibilidade de unidades de galactose no envelope viral
da YFV, consequentemente, aumentando sua interacdo com a lectina especifica para
galactose. O padréo de resposta obtido do sistema sensor (Fig. 15h), em termos de
bioafinidade, foi YFV (6,21 kQ) > CHIKV (5,06 kQ) > DENV1 (5,43 kQ) > DENV2 (4,39
kQ) > DENV3 (4,11 kQ) > ZIKV (3,37 kQ) > DENV4 (3,10 kQ).
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O circuito de Randles foi utilizado para extrair os dados experimentais da
impedancia referente ao circuito da plataforma e das etapas de biorreconhecimento
com os diferentes tipos de arbovirus, como estd representado na tabela 1. Os
resultados indicam que a plataforma desenvolvida é capaz de detectar todos os setes
analitos em diferentes concentragdes, seguindo o crescimento gradativo dos valores
de Rct.

Tabela 1: Dados dos elementos do circuito equivalente a partir dos resultados de impedancia.

Eletrodo modificado Diluicdo CPE (UF) Rcr(KQ) Rs(KQ)  W(uF)

Plataforma - 1.14 0.604 0.203 330
1:10 0.833 3.88 0.161 574

1:20 0.733 3.23 0.177 558

1:30 0.676 2.76 0.186 548

DENV-1 1:40 0.690 2.16 0.195 519
1:50 0.916 1.55 0.198 484

1:10 0.366 3.25 0.194 591

1:20 0.377 2.91 0.191 525

1:30 0.491 2.48 0.192 522

DENV-2 1:40 0.742 2.18 0.187 505
1:50 0.543 1.67 0.202 469

1:10 0.209 3.08 0.187 542

1:20 0.219 2.81 0.187 514

DENV-3 1:30 0.278 2.46 0.186 503
1:40 0.392 2.03 0.179 464

1:50 0.541 1.53 0.185 430

1:10 0.873 2.48 0.138 349

1:20 0.849 2.26 0.148 337

DENV-4 1:30 0.948 1.97 0.150 330
1:40 1.13 1.68 0.148 326

1:50 1.16 1.35 0.162 289

1:10 0.409 2.7 0.154 265
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1:20 0.825 2.61 0.133 440

1:30 0.923 2.29 0.161 518

ZIKV 1:40 0.616 1.73 0.201 464
1:50 0.564 1.03 0.256 387

1:10 0.604 3.66 0.149 523

1:20 0.560 3.22 0.155 728

CHIKV 1:30 0.386 2.89 170 768
1:40 0.613 2.25 0.176 736

1:50 0.857 1.73 0.170 733

1:10 0.664 4.36 0.128 690

1:20 0.485 3.72 0.165 773

YFV 1:30 0.459 3.07 0.170 740
1:40 0.815 2.63 0.177 722

1:50 1.04 2.04 0.168 716

5.2.4 TESTE DE SELETIVIDADE E MOLECULAS INTERFERENTES

Com o objetivo de avaliar a seletividade da lectina Bandeiraea para sitios
glicosilados compostos por galactose e N-acetilgalactosamina, o biossensor foi
testado com solucdes de alfafetoproteina, glicogénio e lactose. Como esperando, o
sensor apresentou acentuada afinidade por alfafetoproteina, conforme observado na
Figura 16a, devido a N-glicosilacdo em Asn — 251 composta por residuos de galactose
expostos (Liu et al., 2024).

A interferéncia de moléculas ndo-alvo € uma limitacdo dos biossensores, pois
compromete a precisdo da detecgéo (Su et al., 2023). Com base nisso, a plataforma
nanoestruturada foi submetida a exposicdo de moléculas interferentes, como acido
ascorbico, glicina e colesterol. Os valores de Rct, apresentados na Figura 16b, indicam
gue o biossensor exibiu uma interacdo minima com essas moléculas interferentes em
comparacao com as respostas obtidas para as arboviroses, comprovando sua elevada

especificidade.
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6. CONCLUSAO

Um biossensor nanoestruturado foi desenvolvido, composto por um filme
polimérico de polipirrol, nanoparticulas de ouro funcionalizadas com cisteamina e
lectina. O revestimento do filme condutor, combinado com as nanoparticulas,
aprimorou a capacidade de deteccado do sensor biolégico devido a amplificacdo do
sinal elétrico. A lectina Bandeiraea simplicifolia foi utilizada como molécula de
biorreconhecimento, devido a sua habilidade em reconhecer carboidratos presentes
nas estruturas virais. A imobilizagdo da lectina na plataforma sensora foi realizada por
meio de ligagdes amina-amina entre a proteina e as nanoparticulas de ouro. A
construcéo do biossensor e a avaliacao de sua interagdo com os analitos de interesse
foram confirmadas por analises topograficas, utilizando microscopia de forca atémica,
e por técnicas eletroquimicas, como voltametria ciclica e espectroscopia de
impedancia eletroquimica. Os dados impedimétricos mostraram que o biossensor
detectou, de forma diferenciada, concentracdes crescentes de virus inativados dos
guatro sorotipos da dengue (DENV 1-4), zika (ZIKV), chikungunya (CHIKV) e febre
amarela (YFV), com uma interacdo mais expressiva para o ultimo patégeno. Testes
de seletividade e com moléculas interferentes também foram realizados,
demonstrando a precisdo e especificidade do biossensor, que se apresentou como
um método confiavel. O biossensor proposto mostra-se promissor para diagnostico
precoce e diferencial entre arboviroses, podendo ser utilizado como uma ferramenta
complementar as técnicas convencionais. Futuramente, tem-se como objetivo
continuar o estudo para aprimorar o biossensor com o uso de eletrodos flexiveis e
descartaveis, para garantir mais praticidade na sua aplicacéo, além de realizar testes

com amostras humanas para validacéo dos resultados obtidos.
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