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RESUMO 

 

O sucesso no tratamento de muitos tipos doenças passa pela detecção seletiva e sensível de 

biomarcadores proteicos que permitam um diagnóstico precoce. A dengue é uma doença infecciosa de 

diagnóstico clínico impreciso e diagnóstico laboratorial demorado e custoso, a qual não possui 

tratamento ou vacina efetivos. Portanto se requer de ferramentas diagnósticas precisas, baratas e 

portáveis que permitam o diagnóstico rápido para realizar um tratamento adequado de sintomas e 

identificar os focos infecciosos para prevenir o espalhamento da doença. Um biomarcador útil na 

detecção da dengue, é a proteína NS1 que vem sendo utilizada com sucesso em diferentes plataformas 

de diagnóstico. Porém, nenhuma das plataformas oferecidas a nível comercial, consegue combinar a 

precisão, portabilidade, baixo custo e facilidade de manuseio. Portanto, o melhoramento de ditas 

ferramentas é o foco de bastantes pesquisas. Neste trabalho se apresenta uma plataforma que se amostra 

útil para a detecção de diferentes biomarcadores, incluindo a proteína NS1.  Esta plataforma combina 

o uso de uma técnica eletroquímica como é a Espectroscopia de Capacitância Eletroquímica (ECE), 

com o uso de peptídeos redox e está baseada na funcionalização de eletrodos de ouro mediante 

formação de monocamadas auto-organizadas (SAM) confeccionadas com um peptídeo redox (Fc-Glu-

Gli-Ser-Gli-Ser-Cys) desenhado para ser ancorado em superfícies metálicas, ao mesmo tempo que tem 

capacidade de ancorar uma sonda redox e um bioreceptor na mesma estrutura/molécula, com a 

vantagem adicional que a SAM obtida tem propriedades anti-incrustantes desejáveis em 

biossensoriamento.  Ensaios realizados com a proteína NS1 permitiram a detecção de esta proteína em 

concentrações de 2 µg/ml. 

 Palavras-chave: Peptídeo redox; Monocamadas auto-organizadas; Anti-incrustante; 

Espectroscopia de Capacitância Eletroquímica; NS1. 

  



 

  

  

ABSTRACT 

 

Success in the treatment of many kinds of illnesses depends on the selective and sensitive 

detection of protein biomarkers that allow an early diagnosis. Dengue is and infectious disease of 

imprecise clinical diagnostic and delayed and expensive laboratorial diagnostic. This disease does not 

have an effective vaccine or treatment. Therefore, precise, cheap and portable diagnostic tools are 

necessary to allow a fast diagnostic in order to treat the symptoms, identify focuses of infection, and 

thus prevent the spreading of the disease. A useful biomarker in the detection of dengue is the protein 

NS1, which has been successfully used in different diagnostic platforms. However, none of the 

commercially available platforms combines precision, portability, low cost and user friendliness. 

Consequently, the improvement of such tools is object of ample research. This work, introduces a 

platform, which is useful for the detection of various biomarkers, including the protein NS1. This 

platform combines the usage of an electrochemical technique such as Electrochemical Capacitance 

Spectroscopy (ECS) and the use of redox peptides. It is based in the functionalization of gold electrodes 

through formation of Self Assembled Monolayers (SAM) formed by a redox peptide (Fc-Glu-Gli-Ser-

Gli-Ser-Cys) designed to bind to metallic surfaces as well as to anchor a redox probe and a  bioreceptor 

in the same structure/molecule. It presents the additional advantage of forming anti-fowling SAMs, 

which is a highly desirable property for biosensing. Tests made with NS1 protein allowed the detection 

of this protein in concentrations as low as 2 µg/ml. 

Key words: Redox peptide; Self Assembled Monolayers; Anti-fowling; Electrochemical 

Capacitance Spectroscopy; NS1. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. O QUÉ É A DENGUE? 

A dengue é uma doença viral sistêmica, não contagiosa, causada pelos flavivirus dos 

sorotipos: DENV-1, DENV-2, DENV-3, DENV-4 e DENV-5 (o último, reportado em 2013, ainda 

não foi caracterizado), e transmitida a humanos pelos mosquitos Aedes aegypti (vector primário) 

e Aedes albopictus (vector secundário) (Bhatt, et al., 2013; Mustafa et al., 2015).  

O vírus da dengue é um vírus envelopado e esférico, com um diâmetro aproximado de 50 

nm (Figura 1 A), consistindo de um genoma de RNA de fita simples e sentido positivo de 

aproximadamente 11000 nucleotídeos (Darwish et al., 2015), codificando uma poli-proteína com 

o seguinte arranjo de genes: NH2-C-prM-E-NS1-NS2A-NS2B-NS3-NS4A-NS4B-NS5-COOH 

(Figura 1 B) (Shu e Huang, 2004). Onde: C, prM e E são proteínas estruturais e NS1, NS2A, 

NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5 são proteínas não estruturais (Lindenbach e Rice, 2003 apud 

Muller e Young, 2013), expressas em células infectadas, responsáveis pela replicação do vírus, 

montagem do vírion (partícula viral morfologicamente completa e infecciosa) e por evitar a 

resposta imune do hospedeiro (Darwish et al., 2015).  

 
Figura 1: Estrutura do vírus da dengue e representação do genoma. A) Vírion em corte: RNA (rosa 

escuro), proteínas do capsídeo (C) (laranja). Membrana (verde) e proteínas: M (azul claro) e E, (azul 

escuro). B) Genoma. Região estrutural: Proteínas: (C) Capsídeo, (prM) membrana, (E) envelope. Não 

estrutural: proteínas NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5. Modificado de: Angel e Valle, 2013. 
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1.2. INCIDENCIA E CONTROLE DA DENGUE 

Um mapeamento dos focos de Dengue evidencia que a doença é ubíqua nos trópicos e 

também de grande incidência nas regiões subtropicais, com as zonas de maior risco no continente 

americano e Ásia (Bhatt et al., 2013). Porém, as mudanças climáticas, sociais e demográficas, 

assim como o deslocamento aéreo de pessoas, entre outros, devem aumentar as regiões do planeta 

sujeitas à transmissão do vírus (Peeling et al., 2010; Bhatt et al., 2013), como é o caso das Américas 

(Figura 2) devido a que tais mudanças possuem efeitos sobre diferentes variáveis, entre elas as 

populações dos vetores. Por exemplo, o vetor primário, a espécie A. aegypti, está muito 

domesticado e a sua população cresce à medida que a urbanização se expande. Por outro lado, o 

vetor secundário, A. albopictus, pode sobreviver em regiões temperadas, sendo capaz de introduzir 

a doença em regiões não endêmicas (Gubler, 1998 apud Deimantavičiūtė, 2017). 

 

Figura 2: Variação na distribuição dos sorotipos da dengue nas Américas entre os anos 1990 a 2014. 

Fonte: PAHO-WHO, 2015 



19 

 

  

De acordo com a Organização Mundial da Saúde (2012) (WHO, das suas siglas em inglês 

para World Health Organization), nas últimas 5 décadas, a expansão da doença e das populações 

dos mosquitos vetores aumentaram 30 vezes a nível global (Figura 3). Porém, de acordo a Bhatt 

et al. (2013), estes números representam só uma estimativa que subestima a quantidade real de 

casos existentes no mundo. Assim as estimativas da incidência da dengue são discrepantes, em 

que o número estimado de casos vão de 100 até 390 milhões de pessoas infetadas a cada ano no 

mundo (Bhatt et al., 2013; WHO, 2012 B). 

 

Figura 3: Media de casos de dengue reportados anualmente à Organização Mundial da Saúde entre 1955-

2007, e o número de casos reportados em anos recentes, 2008-2010. Porém o número de casos reportados 

é menor que o número de casos estimados. Fonte: WHO, 2012 B. 

No entanto, a importância da doença ao nível individual nos países não deve ser 

menosprezada, tais são os casos do Brasil e do Paquistão, os quais sofreram surtos de dengue, com 

custos que chegaram a mais de 1 bilhão de dólares americanos para o Brasil nas tentativas de 

prevenção e controle. Em 2008, só no estado de Rio de Janeiro, o surto provocou mais de 158000 

casos reportados, mais de 9000 internações hospitalares e 230 mortes, entre os meses de janeiro e 

abril. Apesar dos esforços no controle, em 2010, foram reportados mais de 1,2 milhões de casos 

de dengue no Brasil, que é só um exemplo de uma situação global que vai se agravando (WHO, 

2012 A). 

Atualmente não existe cura para a dengue, só tratamento dos sintomas. Portanto, os 

métodos de prevenção e controle da dengue estão principalmente relacionados ao controle das 
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populações dos vetores e à prevenção de picadas, através da redução de ambientes aquáticos 

disponíveis e uso de inseticidas (WHO, 2012 B); Como também pela introdução de mosquitos 

machos geneticamente modificados, em populações naturais para se reproduzir com fêmeas 

selvagens e introduzir genes letais na progênie, causando a sua mortalidade e reduzindo desta 

forma a população de vetores (Harris et al., 2012). No entanto, os esforços no controle 

populacional só apresentam um sucesso parcial, devido a fatores como produção insuficiente de 

organismos geneticamente modificados (Harris et al., 2012) e dificuldade no controle de ambientes 

de reprodução em superfícies extensas. 

Por outro lado, recentemente foi desenvolvida uma vacina proveniente de flavivírus 

quiméricos, contendo os genes estruturais do DENV e os genes não estruturais de uma variedade 

do vírus da febre amarela. No entanto, esta vacina só pode ser utilizada em crianças maiores de 9 

anos de idade, deixando um grande segmento da população sob risco (Halstead e Russell, 2016). 

Portanto, é importante a continuidade da pesquisa para os ensaios clínicos de outras vacinas em 

desenvolvimento (Deimantavičiūtė, 2017). 

Assim, tanto o efetivo controle das populações de vetores, através da modificação genética, 

quanto a obtenção de vacinas efetivas para a prevenção da doença, só tem sucesso parcial na 

atualidade, se precisando do desenvolvimento de mais pesquisas, o que as tornam medidas a longo 

prazo. Desta forma, a redução da morbilidade por dengue, a curto e médio prazo, passa pelo 

melhoramento na predição e detecção de surtos através de vigilâncias epidemiológica e 

entomológica (WHO, 2012). Assim, o desenvolvimento de ferramentas diagnósticas para a 

pesquisa, vigilância e controle da dengue é importante, já que um diagnóstico rápido e confiável 

pode melhorar o manejo clínico e as medidas de controle dos vectores, bem como prover dados a 

respeito da epidemiologia da doença (Deimantavičiūtė, 2017).  

1.3. CARACTERIZAÇÃO E METODOS DE DIAGNOSTICO 

1.2.1. DIFICULDADE NO DIAGNOSTICO CLINICO 

Um agravante relacionado à dengue é a dificuldade do diagnóstico, através dos sintomas 

clínicos, já que esta infecção produz uma grande variedade de sintomas, podendo ser assintomática 

até produzir sintomas inespecíficos como febre, dor abdominal, dor muscular, dor de cabeça e 

fadiga ou sintomas graves (Muller e Young, 2013; Darwish et al., 2015), observados nas formas 

mais severas como a Febre Hemorrágica (FHD) e a Síndrome de Choque por Dengue (SCD) 
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(Gubler, 1998). A FHD, geralmente segue a uma infecção secundária e geralmente afeta as 

crianças. O índice de mortalidade da SCD chega a 5% (Ashley, 2011 apud Darwish et al., 2015), 

no entanto, com um diagnóstico precoce, terapia de substituição de fluidos e bom manejo clínico, 

o índice pode diminuir até 1% (Deimantavičiūtė, 2017). O período de incubação da doença desde 

a picada do mosquito, usualmente demora entre 4 a 7 dias, podendo variar de 3 a 14 dias; iniciando 

usualmente com febre alta que pode alcançar os 39 oC ou mais (Darwish et al., 2015). 

1.3.2. BIOMARCADORES PARA DENGUE 

Os biomarcadores são moléculas biológicas, encontradas no sangue, em outros fluídos 

biológicos ou em alguns tipos específicos de células, que podem indicar um processo normal ou 

anormal e quando quantificadas podem ser utilizadas para diagnosticar patologias ou outros tipos 

de doenças em um organismo (Wulfkuhle, Liotta e Petricoin, 2003 apud Piccoli, 2015). As classes 

de biomarcadores podem variar desde DNA, RNA, expressão de marcadores de genes, mutações 

genéticas e proteínas (Wulfkuhle, Liotta e Petricoin, 2003 apud Piccoli, 2015). 

Estas moléculas são importantes no diagnóstico de doenças. No caso da dengue, diferentes 

moléculas são utilizadas como biomarcadores para a sua detecção. Estas moléculas incluem: 

Immunoglobulina M (IgM): Um anticorpo que começa a ser produzido entre 3 a 5 dias 

após a infecção, durante uma infecção primária, mas que só tem um nível quantificável após os 7 

dias (Darwish et al, 2015). 

Imunoglobulina G (IgG): Um anticorpo que começa a ser detectado entre 5 a 7 dias após 

a infecção, durante uma infecção primária, podendo ser detectado antes de 7 dias durante uma 

infecção secundária, mas os seus níveis elevados podem permanecer por anos e ainda mostrar 

reatividade cruzada com outros flavivírus (Darwish et al, 2015).  

Proteína NS1: Alvo deste trabalho, é uma das proteínas não estruturais do vírus da dengue, 

de 352 aminoácidos, a qual normalmente forma dímeros e cujos monômeros tem uma massa 

molecular de 46 a 55 kDa (Figura 4). Na sua forma extracelular esta proteína se encontra formando 

hexâmeros em forma de barril (Muller e Young, 2013). A sua presença pode ser detectada em 

níveis elevados na fase aguda da doença, entre 1 a 9 dias da infecção, tanto durante infecções 

primarias quanto em infecções secundárias. 

Assim, a proteína NS1 é útil no diagnóstico precoce da dengue, tanto em infecções 

primárias quanto em infecções secundarias, pois dos três biomarcadores citados é o único que pode 
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ser detectado sempre na fase aguda e sem risco de reatividade cruzada diante de infecções por 

outros flavivírus. 

 

Figura 4: A estrutura da NS1. A - Dímero NS1 com um monômero em cinza e um outro colorido por 

domínio: Azul para barril β; amarelo para aba; laranja para subdomínio conector; vermelho para alça β. 

Uma região desorganizada é indicada com linha ponteada. B - Um diagrama para o monómero NS1 onde 

os sítios de glicosilacão estão indicados em hexágonos verdes e dissulfetos em círculos amarelos. Fonte: 

Akey et al., 2014. 

1.3.3. MÉTODOS DE DIAGNÓSTICO LABORATORIAL 

A dengue é diagnosticada por meio de análises laboratoriais, através da detecção direta dos 

biomarcadores de origem viral ou de forma indireta mediante anticorpos. Os métodos diretos 

incluem a detecção do vírus por cultura em células, isolamento e detecção do RNA viral por 

amplificação através da reação em cadeia da polimerase por transcrição reversa em tempo real 

(RT-PCR, do inglês real-time reverse transcriptase polymerase chain reaction) (Darwish et al, 

2015). Estes métodos permitem detectar o vírus e sorotipá-lo na fase aguda da doença com um alto 

grau de precisão e especificidade. No entanto, eles dificilmente estão disponíveis para diagnósticos 

descentralizados nos países endêmicos da dengue (Kao et al., 2005); devido ao seu alto custo e 

necessitarem de pessoal e equipamentos especializados, limitando seu uso em países em 

desenvolvimento (Castro et al, 2010; Fry et al., 2011; Kittigul e Suankeow, 2002; Cavalcanti et 

al., 2012; Parkash e Hanim Shueb, 2015). Portanto, as metodologias mais utilizadas são as do tipo 

sorológico que incluem a detecção dos biomarcadores indiretos como a IgG e IgM e o marcador 

direto que é a NS1. Estes ensaios podem ser realizados por meio da imunocromatografia, ou 

através do ensaio de ELISA (Sigla em inglês para enzyme-linked immunosorbent assay), que é a 
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técnica padrão ouro. Porém os ensaios immunocromatográficos, apesar de serem rápidos e 

portáveis, tem baixa sensibilidade (Darwish et al., 2015). Enquanto que o ELISA mostra maior 

sensibilidade, mas não apresenta possibilidade de miniaturização (não sendo portável), demanda 

alta quantidade de amostra e alta quantidade de reagente comparado com as técnicas 

eletroquímicas, o tempo de análise é longo, o trabalho é intenso, o custo é elevado, e requer a 

marcação (labeling) do analito, utilizando-se substratos carcinogênicos (como a orto-

fenilenodiamina, ODP) (Peeling, et al., 2010; Piccoli, 2015). A Figura 5 compara os métodos 

padrão de diagnóstico, os biomarcadores detectados e o tempo de detecção apropriado para cada 

biomarcador. 

 

Figura 5: Biomarcadores e métodos de diagnóstico da dengue apropriados de acordo com o tempo de 

progressão da doença. O vírus pode ser detectado entre 0 a 6 dias após a infecção e a carga viral pode ser 

detectada por RT-PCR. A NS1 pode ser detectada entre 1 a 9 dias posteriores à infecção através do ensaio 

de ELISA. As imunoglobulinas M e G podem ser detectadas a partir de 3 a 5 dias através do ensaio de 

ELISA. Os níveis de IgM decaem até deixar de ser detectáveis perto dos 50 dias após o início da infecção, 

enquanto que os níveis de IgG se mantêm estáveis por longo tempo após o término da infecção. Fonte: 

Adaptado de Deimantavičiūtė, 2017 

Em resumo, a NS1 mostra vantagens como biomarcador uma vez que permite a detecção 

da doença em estágios iniciais e pode ser quantificada por métodos mais simples que os outros 

componentes virais. No entanto, as metodologias de detecção deste biomarcador podem ser 

melhoradas para evoluir em formatos de diagnóstico que combinem portabilidade, sensibilidade e 

facilidade de manuseio, sem a necessidade de marcação do analito nem requerimento da utilização 

de grandes quantidades de amostra. Assim, vêm sendo desenvolvidas pesquisas para a construção 

de biossensores baseados em diferentes técnicas.  
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1.3.4. BIOSSENSORES  

Um biossensor esta geralmente definido como um dispositivo analítico o qual converte 

uma resposta biológica em um sinal quantificável e processável (Lowe, 1984; Grieshaber et al, 

2008). O seu uso varia desde o monitoramento ambiental, o processamento de alimentos e controle 

de qualidade até o diagnóstico clínico-laboratorial (Piccoli, 2015; Santos et al., 2015).  

Alguns dos tipos de biossensores desenvolvidos para o diagnóstico da dengue, com as 

vantagens e limitações de cada um são mostrados na Tabela 1.  

Tabela 1: Classificação dos Biossensores para detecção de dengue. Fonte: Adaptado de Darwish et al, 

2015 

Como pode se ver na Tabela 1, um tipo de biossensor que apresenta interessantes vantagen 

é o sensor eletroquímico. Podendo ser:  potenciométrico (voltagem), amperométrico (corrente), 

impedimétrico (impedância), condutimétrico (condutância) ou transistor de efeito de campo 

(voltagem) (Darwish et al., 2015)  

Tipo de 

Biossensor 
Vantagens Desvantagens Limitações Desafíos Referencia 

Piezelétrico 

Sensitivo devido a seu 

módulo de elasticidade, 

Boa relação custo 

benefício para polímeros 

impressos, já que não se 

usam anticorpos 

monoclonais                     

Propriedades de 

reconhecimento 

inadequadas em 

polímeros 

impressos 

Elevado 

limite de 

detecção do 

analito 

Incremento 

do limite de 

oscilação 

Chen, et al. 

2009       

Tai et al., 

2006 

Óptico 

Potencial em baixos 

limites de detecção e útil 

para analisar um grande 

número de amostras ao 

mesmo tempo 

Precisa de um 

microscópio caro, 

equipado com 

filtros de 

fluorescência, 

assim como outros 

eletrônicos  

Requer 

muito tempo 

para a 

marcação do 

analito 

Detecção do 

analito sem 

marcagem 

Baeumner 

et al., 2006               

Chen et al., 

2013  

Eletroquímico 
Alta sensitividade, 

simplicidade e baixo custo 

Marcação do 

analito requer mais 

tempo 

Limitado 

tamanho de 

área 

eletroativa 

Melhorar a 

interface do 

elemento de 

bioreconheci

mento com a 

superfície do 

eletrodo 

Oliveira et 

al., 2009               

Wang et 

al., 2007 
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1.3.4.1. BIOSSENSORES ELETROQUÍMICOS 

Em biossensoriamento, as medições de propriedades elétricas para extrair informação de 

sistemas biológicos, são normalmente eletroquímicas em natureza, onde um componente 

bioeletroquímico serve como principal elemento de transdução (Grieshaber et al., 2008). Os 

biossensores baseados em técnicas de transdução de sinal como a eletroquímica apresentam a 

possibilidade de construção de dispositivos miniaturizados, permitindo análises em frações reduzidas 

de amostras (Cecchetto, 2015). 

Em geral, os biossensores eletroquímicos são fabricados mediante a funcionalização da 

superfície de eletrodos com biomoléculas como enzimas, anticorpos e DNA (Le et al., 2015; Khalil 

et al., 2016; Wang et al., 2017). A funcionalização pode se conseguir através do ancoramento 

direto das biomoléculas receptoras modificadas na superfície do eletrodo, ou mediante a formação 

de monocamadas auto-organizadas (SAM – do inglês self-assembled monolayers), que ancorem o 

bioreceptor. Uma SAM consiste de uma camada ordenada e organizada de moléculas, formada 

espontaneamente sobre uma superfície sólida, através de um processo dirigido pela interação de 

ligações e forças intermoleculares (Ulman, 1996). 

Estes biossensores podem ser utilizados para a detecção de moléculas alvo em soluções, 

sem necessidade de pré-tratamento da amostra, devido a eventos de ligação específica ou 

interações entre os biomateriais e as moléculas alvo (Grieshaber et al., 2008).  

Os biossensores eletroquímicos monitoram os sinais de corrente ou potencial mensuráveis, 

gerados por reações de oxidação e redução (Perumal e Hashim, 2014). Estes sinais são registrados 

durante a ligação do alvo com os receptores, devido a que o evento produz uma alteração local das 

propriedades elétricas (Luo e Davis, 2013).  A medição de sinais é proporcional à concentração do 

alvo (Perumal e Hashim, 2014; Parkash e Hanim Shueb, 2015).  

1.3.4.2. BIOSSENSORES IMPEDIMÉTRICOS VS CAPACITIVOS 

De acordo com o citado por Santos et al, 2014 entre os métodos eletroanalíticos livres de 

marcação que são desejáveis e potencialmente comerciais, se encontram a Espectroscopia de 

Impedância Eletroquímica (EIE) e a Espectroscopia de Capacitância Eletroquímica (ECE). Ambas as 

metodologias estão baseadas na funcionalização de eletrodos metálicos (por exemplo de ouro) através 

de SAMs e dependem da resposta de frequência, onde as funções complexas tanto de impedância como 

de capacitância, são dependentes da medição da resposta sinusoidal da corrente diante de uma 
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perturbação sinusoidal do potencial no estado estacionário de um eletrodo de trabalho (Santos et al., 

2015). Na EIE (Figura 6a), o monitoramento do evento de bioreconhecimento pela superfície 

bioreceptiva (SAM) é realizado através da sonda redox em solução, enquanto que na ECE, a sonda 

redox está incorporada na superfície bioreceptiva (SAM) (Figura 6b) (Bedatty et al., 2015), tornando 

a superfície bioreceptiva (SAM) uma superfície eletroativa.  

 

Figura 6: Representação elétrica de uma monocamada auto-organizada (SAM), com um anticorpo 

imobilizado para detecção. a) Contendo sonda redox em solução: Circuito equivalente capaz de modelar 

dados do biossensor impedimétrico onde sonda redox está presente na solução. O elemento Warburg (Zw) 

representa as características de difusão em massa da sonda redox e Rct é a resistência de transferência de 

carga redox. A resistência (s) de eletrólito é modelado em série com a impedância interfacial total superior 

e, geralmente, não é importante na análise, uma vez que não varia. b) Contendo a sonda redox imobilizada: 

A impedância interfacial de uma superfície receptiva utilizada para biossensoriamento é representada por 

Zi e a resistência da solução por Rs. .Ao lado, o circuito elétrico equivalente capaz de modelar o biossensor 

redox capacitivo. Fonte: Adaptado de Fernandes et al., 2014 e Santos et al., 2014.  

A diferença principal, portanto, é em relação ao tipo de sinal transdutor, que na EIE faz uso da 

resistência de transferência de carga como sinal transdutor (Figura 7a), enquanto que na ECE o sinal 

transdutor é capacitivo (Figura 7b). Bedatty et al, 2015 propuseram que na ECE, o evento de ligação 
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da molécula alvo (biomarcador), provoca uma perturbação no sinal da capacitância redox, o que 

permite a construção de curvas analíticas altamente sensíveis.  

Estudos aplicando tanto EIS quanto ECE foram conduzidos utilizando SAM compostas de 

alcanotiois. Recentemente, Cecchetto et al., (2015) publicaram os resultados de um método de 

detecção de NS1 por EIS. Neste trabalho foi construído um biossensor impedimétrico a base de SAM 

com imobilização covalente do anticorpo para NS1, como espécie receptora, para detecção da 

glicoproteína NS1. No trabalho se reportou o sucesso na detecção desta proteína em PBS e em soro 

sanguíneo em que ambos: o limite de detecção (L.D.) e a faixa linear obtidos no método são uteis para 

o diagnóstico da dengue. Ainda em 2016, o mesmo grupo apresentou um novo trabalho para detectar 

a dengue utilizando a técnica de ECE, onde se reportou um L.D. em soro sanguíneo 60 vezes menor, 

ou seja, mais sensível, em comparação à técnica de impedância (Cecchetto et al., 2017).  

 

Figura 7: a) Espectro típico de Nyquist de impedância faradaica, Rct (o diâmetro do semi-círculo no 

espectro de impedância) representa a resistência de transferência eletrônica que controla a cinética de 

elétrons de transferência da sonda redox na interface do eletrodo. Z’ é a impedância real associada aos 

valores de resistência à transferência de carga, enquanto que Z" é a impedância imaginária que se 

correlaciona a capacitância da dupla camada elétrica. b) Representação da variação da capacitância 

redox (Cr) quando ocorre ligação de um alvo. Esta variação pode ser facilmente determinada a partir do 

menor valor de capacitância imaginária após a obtenção do semicírculo. C’ é a capacitância real 

associada aos valores de armazenamento de carga, enquanto que C" é a capacitância imaginária. Fonte: 

Adaptado de Santos et al, 2014 e Santos et al., 2015. 

1.3.5. SAM TIOLADAS VS SAM PEPTIDICAS 

Os primeiros trabalhos usando ECE para a detecção de biomarcadores usaram SAMs, 

compostas de alcano tióis (ancoras) e ferroceno tióis (probe redox), como plataforma para 

imobilização das espécies receptoras. Esta abordagem analítica possibilita a obtenção de métodos 

livres de marcagem (label free), no entanto, tal configuração tem influência de interações 
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inespecíficas, ainda que pequenas, sobre a resposta do biossensor, especialmente em análises 

realizadas em meio sanguíneo. Adicionalmente, a proporção de tiol/ferroceno influencia na 

sensibilidade das análises, assim afetando a reprodutibilidade das medidas (informação de 

investigações internas no grupo ainda não publicadas). Portanto, mesmo que os alcanotiois sejam 

úteis para este tipo de ensaios, é importante a pesquisa em outros tipos de moléculas que possam 

ser úteis no desenvolvimento de plataformas de biossensoriamento capacitivas. Assim, se começou 

a utilizar peptídeos para a formação de superfícies receptivas, principalmente por três razões: (1) 

São capazes de formar SAMs em superficies metálicas através da adição de um resíduo de cisteína 

(Cys) na cadeia (Li et al., 2011); (2) também podem ser marcados com sondas redox e (3) 

permitem a ligação de anticorpos (Piccoli, 2015), que são características essenciais para o 

desenvolvimento deste tipo de plataforma de biossensoriamento.  

Além do mais, este tipo de moléculas apresenta outras vantagens como por exemplo, maior 

compatibilidade com moléculas biológicas, podem ser manipulados e alterados para aplicações 

específicas (Piccoli, 2015) a maneira de blocos de construção e podem ser aplicados diretamente 

em ambientes biológicos complexos, evitando efeitos de incrustação de outros materiais na 

superfície da matriz (Brault et al., 2010); é dizer que podem ser desenhados com características 

anti-incrustantes. 

Uma outra característica importante dos peptídeos é que permitem a obtenção de 

aptâmeros, que são moléculas artificiais de reconhecimento que consistem de uma região peptídica 

variável inserida num andaime proteico constante, ou seja que funcionam como bioreceptores que 

se ligam a um alvo específico (Baines e Colas, 2006; Colas 2008), com afinidade e especificidade 

iguais ou superiores aos anticorpos, quando ocorre ligação das proteínas alvo, tornando os 

peptídeos desejáveis para micro ensaios de proteínas biomarcadoras (Li et al., 2011; Piccoli, 2015). 

Algumas vantagens dos aptâmeros de peptídeos, em relação aos anticorpos são seu pequeno 

tamanho, estrutura simples, e o enovelamento dissulfeto- independente (Colas, 2008). 

Este trabalho visou desenvolver um biossensor capacitivo baseado no uso de camadas 

automontadas de peptídeos contendo grupos ferroceno e propriedades anti-incrustantes (low fouling) 

como plataforma eletroquímica para obtenção de superfícies receptivas, via imobilização do anticorpo, 

para detecção do antígeno NS1. 
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2. OBJETIVOS 

O objetivo principal deste trabalho foi desenvolver um biossensor capacitivo para 

diagnóstico de dengue, utilizando como biomarcador a proteína NS1. Existindo diversos objetivos 

específicos intermediários: 

 Sínteses e purificação de um peptídeo anti-incrustante, automontável em superfícies de 

ouro, com características redox e capaz de ancorar um bioreceptor (anticorpo). 

 Caracterização eletroquímica por voltametria cíclica e espectroscopia de capacitância 

derivada da impedância eletroquímica de uma monocamada formada por peptídeo redox.  

  Ensaios de estabilidade da SAM peptídica (SAM-pep).  

 Ensaios de especificidade da SAM-pep como superfície sensora. 

  Ensaios de resposta da SAM-pep como superfície sensora utilizando o par antígeno-

anticorpo da proteína C-reativa como modelo. 

 Ensaios de resposta da SAM-pep como superfície sensora para o par antígeno-anticorpo da 

proteína NS1. 

3. MATERIAIS E MÉTODOS 

Os reagentes e solventes utilizados durante a realização deste trabalho, assim como a 

procedência de cada um deles, se detalha na seguinte tabela: 

Tabela 2: Reagentes utilizados. 

REAGENTE FORMULA MOLECULAR PROCEDENCIA 

Água ultrapura (18.2 MΩ cm a 25 oC) H2O Millipore 

Acetonitrila (ACN) (≥99%) CH3CN 
Sigma-Aldrich Co. (USA) ou 

Novabiochem (USA) 
Anhidrido 3-ferrocenilpropiônico (≥98%) C26H26Fe2O3 

Sigma-Aldrich Co. (USA) 

N,N´-diisopropilcarbodiimida (≥98%) (CH3)2CHN=C=NCH(CH3)2 

Etanolamina C2H7NO 

Fmoc aminoácidos (≥95%) --- 

N-Hidroxibenzotriazol (≥97%) C6H5N3O 

Hidróxido de potássio (≥90%) KOH 
Hidróxido de sódio (≥98%) NaOH 
Perclorato de tetrabutilamônio (≥99%) TBAClO4 
Tampão Fosfato Salino (PBS)  --- 
Proteína C-reativa (CRP) --- 
Anticorpo anti-CRP --- 
Glicoproteína não estrutural 1 (NS1) --- 

AbCam (USA) 
Anticorpo anti-NS1 --- 
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Diclorometano (DCM) (>99%) CH2Cl2 Hexis Cientifica (Brasil)|Vetec 

Quimica Fina Ltda. (Brasil) Dimetilformamida (DMF) (>99%) C3H7NO 
Ácido trifluoracético (TFA) (>99%) C2HF3O2 Merck® 

1,2-Etanoditiol (EDT) (≥94%) C2H6S3 
Acros Organics® 

Triisopropilsilano (TIS) (98%) C9H22Si 
Ácido sulfúrico (98%) H2SO4 QHEMIS (Brasil) 

 

3.1. OBTENÇÃO DO PEPTÍDEO REDOX COM CARACTERÍSTICAS ANTI-

INCRUSTANTES 

 

3.1.1. SÍNTESE DO PEPTÍDEO REDOX 

O peptídeo de sequência: Fc-Glu-Gly-Ser-Gly-Ser-Cys, foi projetado com três regiões 

chaves para aplicações em biosensoriamento capacitivo redox (Figura 8). Em primeiro 

lugar, o grupo tiol (SH) presente na cadeia lateral da cisteína (Cys), para ligação covalente 

à superfície de ouro. Segundo, grupo ferroceno acoplado a região N-terminal da cadeia 

peptídica, no grupamento alfa-amino do glutamato (Glu), o qual irá lhe conferir as 

propriedades redox necessárias. Terceiro, grupo carboxílico livre para imobilização de um 

anticorpo, na cadeia lateral do glutamato. O peptídeo também tem propriedades não-

incrustantes devido as cadeias laterais da serina (Ser) serem polares e, portanto, há 

capacidade de formar uma camada de solvatação, restringindo o acesso de proteínas e 

outras moléculas na formação da monocamada auto-organizada (SAM) (Santos et al., 

2015; Piccoli et al., 2016; Wang et al., 2017) 

 

Figura 8: Estrutura do peptídeo. Em amarelo, a região de ancoramento no ouro. Em verde, a região que 

lhe confere polaridade (propriedade anti-incrustante). Em rosa, a região de ancoramento da sonda redox 

e de imobilização do anticorpo (molécula bio-receptora). Fonte: Modificado de Júlia Piccoli. 
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A síntese do peptídeo foi realizada por meio do protocolo de síntese de peptídeos em fase 

sólida (SPFS), descrito por Merrifield, 1964 apud Piccoli, 2015. Para a síntese foi utilizada a resina 

(suporte sólido) Rink-amida, a qual permite a ligação do primeiro resíduo de aminoácido da cadeia 

peptídica através de uma ligação covalente de tipo amida entre o grupo amino (NH2) da resina e o 

grupo carboxilato da cadeia principal do aminoácido (Cilli et al, 2017; Piccoli, 2015). A SPFS, 

está baseada no crescimento resíduo a resíduo da cadeia peptídica, presa no suporte (resina) pelo 

seu aminoácido carboxiterminal e consiste de várias etapas de desproteção e acoplamento, 

intercaladas com lavagens para eliminação dos reagentes utilizados e subprodutos obtidos 

(Lorenzón, 2015). 

As etapas de desproteção foram realizadas para retirar o grupamento Fmoc (9-

fluorenilmetiloxicarbonil) dos resíduos de aminoácidos antes de cada acoplamento. Para isto se 

realizaram incubações de 20 minutos sob agitação constante em solução de metil-piperidina 20% 

em DMF (Dimetilformamida) (Piccoli, 2015). 

Entre as etapas de desproteção e acoplamento se procederam com as etapas de enxágue 

para retirar o excesso de reagentes e/ou subprodutos, mediante o uso intercalado de DMF 

(dimetilformamida), e DCM (diclorometano). Posterior ao enxague se realizou o teste de ninidrina 

(Kaiser et al., 1970; Piccoli, 2015), para verificar o sucesso na desproteção (Figura 9). 

Uma vez verificado o sucesso na desproteção (presença de grupamentos amino livres, 

detectados pela presença de uma coloração azul) se procedeu ao acoplamento dos resíduos de 

aminoácido mediante ativação dos grupos carboxilas dos resíduos por adição de N,N-

diisopropilcarbodiimida (Dic)/N-hidroxibenzotriazol (HOBt) e os solventes DCM/DMF (1:1, v/v), 

por meio da incubação sob agitação constante por duas horas. Na etapa de acoplamento, todos os 

reagentes (resíduos de aminoácido e ativadores) foram colocados em excesso, numa quantidade 

que excedia em dobro ao número de sítios ativos (grupos amino) presentes na resina. 

Posteriormente foram repetidos os procedimentos de enxágue e ensaio de ninidrina, conforme 

procedimento anteriormente descrito, mas esperando que a resposta for negativa (coloração 

amarela), indicativa da ausência de grupos amino livres, comprovando a eficiência nos passos de 

acoplamento.  
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Figura 9: Esquema de síntese do peptídeo 

 

Figura 10: Reação que ocorre durante o teste de ninidrina. Extraído de: Pinto Picoli, 2015. 

Após a síntese da cadeia peptídica, o protetor Fmoc foi retirado como já foi descrito 

anteriormente, liberando o grupo alfa amino do Glutamato para poder ancorar a molécula de 

ferroceno. Para fazer o conjugado, um equivalente de anidrido de 3 ferroceno ácido propiônico e 

um equivalente de peptidil resina foram colocados em presença de DCM e DMF durante 24 h. O 

grupo carboxila do 3 ferroceno ácido propiônico é reativo, acoplando ao grupo alfa amino do Glu 
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através da formação de uma ligação amida. O produto do conjugado foi o peptídeo redox, aderido 

à resina Rink-amida.   

3.1.2. REAÇÃO DE CLIVAGEM 

 

A clivagem do peptídeo ao final da síntese foi realizada em frasco de cintilação sob 

agitação, com a solução de clivagem contendo 94% de ácido TFA, o responsável pela clivagem, e 

os supressores de reações colaterais: 2.5% de água Milli-Q®, 2.5% de EDT e 1% de TIS. O volume 

utilizado foi na proporção de 10 mL de solução para cada 1 g de resina. Depois foi executada a 

precipitação do peptídeo e da resina com éter etílico gelado e o sobrenadante foi descartado. Ao 

final, o peptídeo foi dissolvido com uma solução contendo 0.045% de TFA em água ultrapura e 

centrifugado para separar a resina. O sobrenadante resultante contendo o peptídeo foi liofilizado.  

As caraterísticas de síntese do peptídeo se encontram na Tabela 3.  

Tabela 3: Características da síntese do peptídeo. 

Resina Rink amida 

Grau de Substituicao  0.52 mmol g-1 

Escala 0.1 

Excesso 2 

Massa Incial 192 mg 

Massa final 233 mg 

Massa de Fc anidrido 45 mg 

Massa peptídeo bruto 66 mg 

Peptídeo puro (>98%) 5 mg 

 

3.1.3. PURIFICAÇÃO E CARACTERIZAÇÃO DOS PEPTÍDEOS 

Os produtos de síntese foram purificados por Cromatografia Líquida de Alta Eficiência 

(CLAE) em modo semi-preparativo, utilizando uma coluna C18 da marca Phenomenex 

(tamanho 250 mm x 10 mm, 300 Å, tamanho da partícula de 5 µm).  

Após a purificação e liofilização dos materiais obtidos, a análise de pureza de cada 

fração foi realizada por meio de CLAE em um aparelho analítico Shimadzu®, com coluna 4.6 

mm x 150 mm, de fase reversa C18 Ultrasphere Phenomenex, 300 Å, tamanho da partícula de 

5 µm. 

Os parâmetros cromatográficos estão amostrados na Tabela 4. 
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Tabela 4: Condições cromatográficas empregadas na análise e purificação do peptídeo redox. 

Modo Semi-preparativo Analítico 

Solventes A (0.045% de TFA em H20)  A (0.045% de TFA em H20)  

B (0.036% de TFA em ACN) B (0.036% de TFA em ACN) 

Gradiente 20-50% de solvente B em 90 min 5 a 95% de solvente B em 30 min 
Fluxo 5 mL min-1 1 mL min-1 

Comprimento de onda 220 nm 220 nm 

 

A análise do peso molecular do peptídeo para confirmar a obtenção do material desejado 

foi realizada por Espectrometria de Massas (EM) com aparelho Bruker mediante infusão direta, em 

modo de detecção por ionização positiva (MS+) faixa de 200/2000 g mol-1.  

3.2. AVALIAÇÃO DAS MONOCAMADAS AUTOMONTADAS (SAM) PEPTÍDICAS E 

DO BIOSSENSOR RESULTANTE POR TÉCNICAS ELETROQUÍMICAS 

Estes ensaios consistiram na realização de experimentos de caracterização da SAM 

formada na superfície de um eletrodo de ouro e posterior avaliação da resposta da plataforma 

resultante ante a interação dos pares antígeno-anticorpo para a glicoproteína não estrutural da 

dengue (NS1), que é o foco deste trabalho; e o par antígeno-anticorpo para a proteína C-reativa 

(CRP), já que a dita proteína é um importante biomarcador para doenças cardíacas e processos 

inflamatórios e que à sua vez que já foi utilizada com sucesso em outros trabalhos empregando 

plataformas capacitivas (Fernandes et al., 2014; Santos et al., 2014). 

Também se testou resposta da plataforma funcionalizada com o anticorpo anti-CRP diluido 

em solução eletrolítica (PBS) na ausência de alvo (antígeno), e a resposta de ambos os anticorpos 

(Ab-CRP e Ab-NS1) contra diferentes concentrações de Albumina do Soro Humano (HSA, da 

sigla em inglês para Human Serum Albumin) que foi utilizada como controle de superfície, já que 

é a proteína mais abundante no sangue (Sugio et al., 1999), sendo importante considerar os seus 

efeitos na resposta da plataforma em desenvolvimento, que tem como propósito ser utilizada em 

ensaios clínicos com amostras de soro. 

Previamente à realização de cada um dos ensaios, se preparou a superfície do eletrodo, 

conforme se descreve nas Secção 3.2.2. Os fatores de rugosidade (FR) obtidos variaram entre 1.26 

e 1.56, com superfícies de área eletroativa (Ae) variando entre 0.040 cm2 a 0.049 cm2. 
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3.2.1. MEDIDAS ELETROQUÍMICAS PARA CARACTERIZACAO DA SAM E DO 

BIOSSENSOR 

Todas as medidas eletroquímicas, foram realizadas num potenciostato AUTOLAB modelo 

PGSTAT30 com módulo de análise de resposta em frequência (FRA, sigla em inglês para 

Frequency Response Analysis). O sistema (Figura 11) utilizado consistiu de uma célula 

eletroquímica de 20 mL com arranjo de 3 eletrodos: Eletrodo de trabalho de Au (METROHM de 

2 mm de diâmetro), eletrodo de referência de Ag|AgCl em KClsat e eletrodo auxiliar de Pt. 

.  

Figura 11: Esquema do sistema electroquímico composto de: a) Célula eletroquímica, b) Eletrodo de 

trabalho, c) Eletrodo de referência de Ag|AgCl em KClsat e d) eletrodo auxiliar (contra- eletrodo) de Pt. 

Fonte: Próprio autor. 

As medidas eletroquímicas de Voltametria Cíclica (VC) e ECE (Espectroscopia de 

Capacitância Eletroquímica derivada da Impedância) foram realizadas em solução 20 mmol L-1 de 

TBAClO4 dissolvido em ACN e água deionizada (Milli-Q) (20:80 v/v) como eletrólito de suporte.   

3.2.2. PREPARAÇÃO DA SUPERFÍCIE DO ELETRODO 

A preparação da superfície do eletrodo de ouro foi realizada por polimento mecânico com 

partículas de aluminas de diferentes diâmetros (1 µm; 0.3 µm e 0.05 µm), partindo-se da alumina 

de 1 µm de diâmetro para a de 0.05 µm. Entre cada etapa de polimento os eletrodos foram 

sonicados por 2 minutos em água Milli-Q para remover as partículas aderidas. Em seguida as 

superfícies dos eletrodos foram tratadas eletroquimicamente com NaOH 0.5 mol L-1 (potencial de 
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-1.5 V a -0.5 V com uma velocidade de varredura de 50 mV s-1) e subsequentemente com H2SO4 

0.5 mol L-1 (intervalo de potencial de -0.2 V a 1.5 V com velocidade de varredura de 100 mV s-1) 

até a estabilização do pico de redução do ouro na medida de voltametria cíclica (em torno de 50 

ciclos). Após os passos de polimento eletroquímico, a área real da superfície do eletrodo foi 

calculada com base na área eletroativa obtida por meio da integração do pico catódico para medida 

em H2SO4 0.5 mol L-1, utilizando-se o fator de conversão de 410 μC cm–2 (Fernandes et al., 2014 

apud Trassati e Petrii, 1991) 

Na Figura 12 é possível observar alguns perfis de limpezas característicos obtidos durante a 

realização dos ensaios: 

 
Figura 12: Perfil de limpeza eletroquímica do ouro polido realizada em solução de H2SO4 0.5 mol L-1 

aquecido a 80 oC. Velocidade de varredura de 100 mV s-1, numa janela de potencial de -0.2 V a 1.5 V. O 

pico catódico utilizado para o cálculo da área real do eletrodo se encontra destacado em cinza. 

3.2.3. FUNCIONALIZAÇÃO DO ELETRODO 

3.2.2.1. FORMAÇÃO DA SAM 

A funcionalização do eletrodo de Au através da formação da SAM peptídica (Figura 13) 

se conseguiu através da incubação a temperatura ambiente (25 °C) do eletrodo polido e limpo por 

16 h. em 150 µL ou 200 µL de solução de peptídeo redox dissolvido em uma mistura 50:50 de 

agua Milli-Q e acetonitrila (ACN) a uma concentração que variou entre 2.0 mmol L-1 a 2.6 mmol 

L-1, para a obtenção de uma SAM mais empacotada e portanto estável.  
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Figura 13: Esquema do desenvolvimento do biossensor formado por: eletrodo de ouro funcionalizado, 

monocamada auto-organizada peptídica contendo a sonda redox. Fonte: Cedido por Sequeiros, 2018. 

Em cada experimento, a formação da SAM foi confirmada por VC. Na Figura 14 se 

mostram VCs de alguns dos experimentos realizados. As VCs foram utilizadas para definir os 

potenciais de meia onda, a serem utilizados para realizar as medidas de ECE. 

 

Figura 14: Voltamogramas de SAM em alguns ensaios 
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Posteriormente à caracterização das SAM por VC e ECE, em cada experimento se 

procedeu com a ativação das SAMs e imobilização do anticorpo de interesse, seja para o Ab-CRP, 

ou o Ab-NS1. Para isto, procedeu-se à retirada do eletrodo da célula eletroquímica de medição, 

enxague com água deionizada (Milli-Q), secagem com gás nitrogênio e incubação por 30 minutos 

em 150 µL a 200 µL de solução aquosa de EDC/NHS (0.1/0.4 mol L-1). Este último procedimento 

teve por objetivo a efetiva ativação dos grupos carboxilas presentes na SAM que permite a 

incorporação do anticorpo. Em seguida, o eletrodo foi enxaguado com água deionizada (Milli-Q) 

e secado com gás nitrogênio. Posteriormente foi incubado por 1 hora em 50 µL de solução 1 µmol 

L-1 de anticorpo para proteína C-reativa dissolvida em tampão PBS pH 7.4, ou em 50 µl de solução 

10 µg mL-1 (0.25 µmol L-1) de anticorpo anti-NS1 dissolvido em tampão PBS pH 7.4, dependendo 

do experimento. Finalizado o período de incubação, se procedeu ao enxague do eletrodo com PBS, 

secagem com gás nitrogênio e posteriormente se procedeu a realizar as medidas de VC e ECE. A 

isto seguiu uma etapa de bloqueio, mediante a incubação por 5 minutos em 50 µL de solução 

aquosa de Etanolamina 1 M, com posterior enxague com água deionizada (Milli-Q) e secagem 

com gás nitrogênio, para posterior caracterização por VC (dados não mostrados) e ECE. 

Na Figura 15, pode se observar exemplos de curvas de Nyquist e gráficos de Bode 

representando a caracterização por ECE da SAM, antes e depois de imobilizar o anticorpo, assim 

como também posteriormente ao bloqueio, descrevendo tanto para a imobilização do anticorpo 

anti-CRP e bloqueio com etanolamina (Figura 15“a” e “b”) como a do anticorpo anti-NS1 e 

bloqueio com etanolamina (Figura 15“c” e “d”). 
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Figura 15: a) e c) Curvas de Nyquist: Capacitância e Impedância (acima), para o anticorpo anti-CRP (Ab-

CRP) em ¨a¨ e para o anticorpo anti-NS1 (Ab-NS1) em ¨c¨; b) e d) Gráficos de Bode. Monocamada 

Automontada (SAM) no potencial redox ou (redox in) (círculos verdes); SAM com anticorpo imobilizado 

no potencial redox (triângulos vermelhos); e SAM, com anticorpo imobilizado, depois de bloquear com 

Etanolamina 1M, também no potencial redox (quadrados prettos). A diminuição da Capacitância redox 

desde ~290 µF cm-2 na SAM para ~150 µFcm-2 depois de incubar em Ab-CRP, assim como o decaimento 

da mesma desde ~325 µF cm-2 na SAM para ~190 µFcm-2 depois de incubar em Ab-NS1 se considera como 

prova do sucesso na imobilização do anticorpo. Medidas realizadas em 20 mM de TBAClO4 dissolvido em 

acetonitrila e água deionizada (Milli-Q) (20:80 v/v) como eletrólito de suporte, entre as faixas de 

frequência de 0.05 Hz a 1.0 MHz. 

Os resultados das medidas de ECE demonstram o decaimento das capacitâncias redox observados 

nas curvas de Nyquist posterior à ativação da SAM e a incubação com anticorpo, o que se considera 
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como demonstração do sucesso da imobilização do anticorpo na SAM, devido a uma perturbação 

ao redor dos grupos ferrocenil (Santos e Bueno, 2016).  

3.2.2.2. ENSAIO DE ESTABILIDADE DA SAM 

O controle de estabilidade do sistema se realizou imobilizando anti-CRP na SAM. Para 

isto, uma vez confirmada a imobilização do anticorpo e seguindo a esta etapa de bloqueio, se 

realizou a incubação do eletrodo por 30 minutos em tampão PBS pH 7.4, com posterior enxague 

em PBS e agua, e seco com gás nitrogênio. Depois se procedeu à caracterização por VC e ECE. 

Este procedimento se repetiu 11 vezes. 

3.2.2.3. CONTROLE DE SUPERFICIE 

Seguindo a etapa de imobilização do anticorpo anti-CRP ou anti-NS1 e a etapa de bloqueio, 

foi realizada a incubação do eletrodo por 30 minutos em solução de proteína HSA a uma 

concentração 0.005 µg ml-1, equivalente a 0.075 nmol L-1 (nM), diluída em tampão PBS pH 7.4, 

com posterior enxague em tampão PBS pH 7.4, e seco com gás nitrogênio. Depois se procedeu a 

caracterização por VC e ECE. Procedimento que foi repetido, com as seguintes concentrações de 

proteína HSA: 0.01 µg mL-1 (0.15nM), 0.05 µg mL-1 (0.75nM), 0.1 µg mL-1 (1.5nM), durante o 

ensaio com anti-CRP. Durante o experimento com anti-NS1 se foram ensaiadas as seguintes 

concentrações adicionais de HSA: 0.5 µg mL-1 (7.5nM), 1.0 µg mL-1 (15 nM) e 2.0 µg mL-1 (30nM) 

3.2.2.4. ENSAIOS DE RESPOSTA DA SAM FRENTE ÀS INTERAÇÕES 

ANTÍGENO-ANTICORPO 

3.2.2.4.1. PAR CRP 

Para este ensaio se imobilizou o anticorpo CRP na SAM e, seguindo a etapa de bloqueio, se 

realizou a incubação do eletrodo por 30 minutos em solução de proteína C-reativa a uma 

concentração 0.5 nmol L-1 (nM), diluída em tampão PBS pH 7.4, com posterior enxague em 

tampão PBS pH 7.4, e seco com gás nitrogênio. Depois se procedeu à caracterização por VC e 

ECE. Este procedimento foi repetido por 4 vezes, com as seguintes concentrações de proteína C-

reativa: 1.0nM, 5.0nM, 20.0nM e 50.0nM. 
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3.2.2.4.2. PAR NS1 

Para este ensaio se imobilizou o anticorpo NS1 na SAM e, posterior à etapa de bloqueio, se 

realizou a incubação do eletrodo por 30 minutos em solução de proteína NS1 a uma concentração 

0.005 ug mL-1 (0.1nM), diluída em tampão PBS pH 7.4, com posterior enxague em tampão PBS 

pH 7.4 e agua, e seco com gás nitrogênio. Depois se procedeu à caracterização por CV e ECE. 

Este procedimento se repetiu, com as seguintes concentrações de proteína NS1: 0.01 µg mL-1 

(0.2nM), 0.05 µg mL-1 (1nM), 0.1 µg mL-1 (2nM), 0.5 µg mL-1 (10nM), 1.0 µg mL-1 (21nM), 2.0 

µg mL-1 (42nM). 

3.3. ENSAIO DE ELISA 

Foram realizados ensaios de ELISA para testara atividade das proteínas e a interação entre 

os pares antígeno e anticorpo a serem utilizados. Tanto o par NS1, que é o foco deste trabalho, 

quanto o par CRP. 

Para realizar estes ensaios, se utilizou o protocolo proposto pela Thermo Fisher Scientific 

Inc., 2010 para ensaio de ELISA indireto, utilizando como anticorpo secundário, o anti-rato 

marcado com Horse Raddish Peroxidase (HRP) (1:10000 em PBS+BSA 0.1%). O conjugado 

empregado para revelação foi O-fenilendiamina (OPD, das suas siglas em inglês para O-

phenylenediamine), e se utilizou ácido sulfúrico como solução Stop, para deter a reação de 

revelação. A intensidade da cor da reação foi determinada por absorbância em leitor de 

microplacas com comprimento de onda de 492nm.  Foram preparadas diluições tanto dos 

antígenos, quanto dos anticorpos em tampão PBS pH 7.4, que é o mesmo tampão utilizado para 

realizar os ensaios na plataforma capacitiva. Os anticorpos foram preparados na diluição 1:500. 

As faixas de concentrações de antígenos ensaiadas tanto para NS1 (0.005 µg mL-1 a 10 µg mL-1), 

quanto para CRP (0.05 nmol L-1 a 100 nmol L-1), incluíram várias concentrações a serem ensaiadas 

na plataforma capacitiva, assim como concentrações ainda maiores para poder confirmar com 

maior certeza o funcionamento de ambos os pares antígeno-anticorpo. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1. SÍNTESE DO PEPTÍDEO 

O peptídeo redox, foi sintetizado de acordo com o protocolo de SPFS, descrito na secção 

experimental, utilizando a resina Rink-amida de 0.52 mmol g-1, que permite a obtenção de uma 

cadeia peptídica com uma extremidade α-carboxiamida (Figura 16), evitando a existência de 

cargas indesejadas que pudessem interferir na imobilização do peptídeo no eletrodo de ouro. Os 

rendimentos de síntese estão resumidos na Tabela 5. 

 

Figura 16: Peptídeo com terminação α-carboxamida, como consequência da SPFS utilizando a resina 

Rink-amida. Fonte: Cilli et al., 2017. 

Tabela 5: Rendimento do peptídeo bruto. 

Produto 

Ganho de 

massa ou 

massa  

teórica (mg) 

Ganho de massa 

ou massa 

experimental 

(mg) 

Rendimento 

(%) 

Peptídeo redox: Fc-Glu-Gly-Ser-Gly-Ser-Cys 77.7 66 85 
 

Como resultado da síntese e purificação por CLAE, foram obtidos 5 mg de peptídeo redox, 

com uma alta porcentagem de pureza (>98%), muito similar ao reportado no trabalho de Santos, 

et al. (2015), que obtiveram conjugados de peptídeo redox com uma porcentagem de pureza >99%. 

Nas Figuras 17 e 18 pode ser visto os cromatogramas dos peptídeos bruto e puro. 
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Figura 17: Perfil cromatográfico do peptídeo redox Fc-Glu-Gly-Ser-Gly-Ser-Cys: (a) bruto (b) puro, com 

grau de pureza >98% 

O produto desejado teve um tempo de retenção de 12.6 minutos, como pode se ver pelo 

maior pico observado na Figura 17a.  O cromatograma de análise de pureza mostra um perfil puro 

onde pode se observar apenas o pico do peptídeo redox em 12.6 minutos. (Figura 17b). 

 

Figura 18: Espectro de massas referente ao peptídeo de massa molar de 777.0 g mol -1 
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O perfil obtido por MS mostrou um pico com massa molar de 778.3 g mol-1 confirmando 

a obtenção do peptídeo desejado de massa molar teórica 777.0 g mol-1. A variação entre a massa 

obtida por espectrometria e a massa teórica se deve à protonação da amostra pelo equipamento que 

faz parte do requerimento de ionização das substancias para análise por técnica espectrométrica. 

Assim, a obtenção do peptídeo redox esperado com um alto grau de pureza foi confirmada por 

CLAE e MS.  

4.2. CARACTERIZAÇÃO DA SAM POR TÉCNICAS ELETROQUÍMICAS 

As propriedades cinéticas e termodinâmicas da SAM de peptídeo (SAM-pep) foram 

determinadas por VC e ECE, assim como a reversibilidade e, portanto, estabilidade do sistema 

formado pelo eletrodo funcionalizado com SAM-pep. Assim, a resposta da densidade de corrente 

(𝐽) em função do potencial (V) foi monitorada em diferentes velocidades de varredura de 0.01 V 

s-1 até 1.0 V s-1 (em passos de 0.05 V s-1) na faixa de potencial entre 0.1 V até 0.5 V em relação a 

uma referência eletroquímica Ag|AgCl. 

Com base na relação entre a corrente de pico anódico (Ipa) contra a velocidade de varredura 

(V s-1) se obteve uma reta de regressão linear (r2 = 0.996) (Figura 19b), mostrando uma correlação 

eminentemente linear. Usando o coeficiente angular desta reta, calculou-se a densidade de estados 

redox ocupados (RDOS, Sigla em inglês para Redox Density of State Occupied) imobilizada sobre 

o eletrodo sendo que o valor enconhtrado foi de 1.13 x10-10
 mol cm-2, correspondente ao número 

de centros redox. Ainda analisando os dados obtidos por CV, foi calculado o potencial formal do 

sistema (ou potencial de meia onda, E(1⁄2), em torno de 0.34 V) (Figura 20). A variação de potencial 

entre os picos anódico e catódico a uma velocidade de varredura de 0.1 V s-1 foi de ~0.014 V, 

muito próxima do valor teórico para oxi-redução envolvendo a troca de 1e que deveria ser de 0 V 

(Eckerman et al., 2010). Se observou também que razão de picos anódico e catódico (Jpa ⁄Jpc) foi 

próxima de 1 a diferentes velocidades de varredura, o que indica simetria entre os picos de 

corrrente. 

 Um sistema eletroquimicamente reversível está definido por três características: (1) 

Simetria de picos de corrente; (2) linearidade na relação entre a corrente de pico e a velocidade de 

varredura e (3) a diferença de potencial entre os picos anódico e catódico deve ser de 0 V (∆Ep = 

0) a baixas velocidades de varredura (Eckerman et al., 2010). O sistema eletroquímico em questão 

cumpriu com estes parâmetros, o que é pré-requisito para um sistema eletroquimicamente estável, 
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necessário a uma plataforma eletroquímica a ser usada em sensores capacitivos redox (Bueno et 

al., 2012) 

 

 

Figura 19: a) Voltamogramas da monocamada do peptídeo redox a diferentes velocidades de varredura. 

b) Distribuição das alturas dos picos de corrente anódicos (pontos pretos), em relação às velocidades de 

varredura, comparados com uma curva de ajustamento linear (R2=0.996) dos dados (reta vermelha). 
 

 

Figura 20: Voltametria Cíclica para SAM do peptídeo redox. As linhas indicam o potencial de meia onda 

ou potencial formal (0.34 V), e potencial considerado como redox out ou região não-faradaica (0.15 V), 

onde a medidas por ECE foram realizadas. A presença dos picos anódicos e catódicos na SAM de peptídeo 

(linha vermelha), que estão ausentes no ouro polido (linha preta) é a evidencia característica do sucesso 

na imobilização do peptídeo com atividade redox sobre o eletrodo de ouro. Medidas realizadas em 20 mM 

de TBAClO4 dissolvidos em ACN e água deionizada (Milli-Q) (20:80 v/v) como eletrólito de suporte entre 

os potenciais de 0.1 V a 0.5 V com velocidade de varredura de 0.1 V s-1. 
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As caracterizações da SAM por ECE foram realizadas no potencial de meia onda 𝐸1 2⁄  

(resultante de calcular a meia dos potenciais de pico anódico e catódico na VC), que é a região de 

domínio da atividade faradaica na corrente. Estas medidas também foram realizadas em um 

potencial de domínio não-faradaico da corrente, ou como definido aqui fora da janela redox do 

sistema (𝐸𝑜𝑢𝑡, redox out ou região não-faradaica, 0.2 V), ambos potenciais indicados na Figura 

20. Os dados de impedância e capacitância estão representados nos gráficos de Nyquist (Figura 

21). Nesta abordagem, os valores de capacitância são determinados com base no diâmetro do 

semicírculo no gráfico capacitivo de Nyquist. A partir dos valores de capacitância fica evidente a 

distinção entre a resposta capacitiva observada no 𝐸𝑜𝑢𝑡 (gráfico inserido na Figura 21b) e a 

capacitância eletroquímica observada quando a medida é realizada no 𝐸1 2⁄ . No primeiro caso, os 

fenômenos não-faradaicos são dominantes podendo se considerar a resposta de capacitância como 

se fosse unicamente devido a dupla camada elétrica (𝐶𝑑𝑙), com valores de aproximadamente 25 µF 

cm-2. Já nas medidas realizadas no 𝐸1 2⁄ , a contribuição eletroquímica à capacitância fica evidente 

(𝐶𝜇̅ + 𝐶𝑑𝑙), sendo que o valor observado é de aproximadamente 283 µF cm-2. 

 

Figura 21: Diagramas de Nyquist: a) Impedância e b) dados de capacitância derivados das medidas em 

a) para a monocamada no potencial redox (círculos pretos), da monocamada fora do potencial redox 

(triângulos verde) e do ouro puro (triângulo vermelho). Claramente a capacitância aumenta de 

aproximadamente 6 µF cm-2 no ouro polido para 283 µFcm-2 no potencial de meia onda (Redox in) do 

eletrodo modificado. Medidas realizadas em 20 mM de TBAClO4 dissolvidos em acetonitrila e água 

deionizada (Milli-Q) (20:80 v/v) como eletrólito de suporte entre as faixas de frequência de 0.01 Hz a 1.0 

MHz. 
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Na Figura 22 estão representados os dados de capacitância real e imaginária em função da 

frequência (gráficos de Bode) para as medidas de Au polido, SAM na região não-faradaica (redox 

out) e SAM no 𝐸1 2⁄  (redox in). A Figura 22b ilustra os dados da capacitância imaginária em que 

o principal parâmetro a ser observado é a escala de tempo da variação de transferência de elétrons 

no sistema (𝜏𝑟) (Bueno et al., 2013), a qual pode ser obtida diretamente pelo pico na capacitância 

imaginária conforme indicado na figura. Para as medidas na região faradaica foi observado o valor 

de 𝜏𝑟 igual 0.17 s (6 Hz), indicando um processo de carregamento/descarregamento 

completamente faradaico, é dizer que envolve a transferência de elétrons. Enquanto que nas 

medidas na região fora do potencial redox, se encontrou um 𝜏𝑟 de 0.003 s (300 Hz), indicando um 

processo de carregamento não faradaico ou sem transferência de elétrons.  

 

Figura 22: Variação da capacitância em função da frequência. a) Variação da capacitância real e b) 

Variação da capacitância imaginaria. SAM no potencial redox (Pontos prettos. Frequencia = ~6 Hz; τr = 

~0.17 s). SAM potencial redox out (Triângulos verdes. Frequência: ~35 Hz). Ouro puro (Triângulos 

vermelhos. Frequência: ~300Hz).    
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Figura 23: Curva Gaussiana representando a dispersão da Densidade de Estados Redox (RDOS) para 

SAM de peptídeo ancorado com ferroceno. O número de RDOS se calcula derivando a área embaixo a 

curva. O número de RDOS é 7.14 x 10-7, Para o caso particular do ferroceno, o número de estados é 

proporcional ao número de moléculas. A curva já está normalizada pela área do eletrodo, portanto, basta 

dividir a área embaixo a curva pela carga elementar para obter o número de moléculas redox, neste caso 

o número de moléculas de peptídeo ancoradas com ferroceno. 

 

As medidas de reposta em frequência fixa (neste caso 0.12 Hz) com varredura de potencial 

foram realizadas entre os potenciais de 0.1 V a 0.5 V em 20 diferentes valores de potencial. 

Analisando-se os dados de capacitância real (C’) em função da energia (E) medida através do 

potencial (V) fornecido, obtêm-se uma curva Gaussiana conforme ilustrado na Figura 23. O pico 

de capacitância nesta medida está em concordância com o valor de potencial formal obtido nas 

medidas de CV (0.34 V), indicando que a natureza da atividade eletroquímica associada a 

capacitância neste potencial é maximizada. A integral desta Gaussiana mostrada na Figura23 

permite calcular a densidade de estados redox ocupados (RDOS – sigla em inglês para Redox 

Density Occupied States). Isto porque, considerando-se que o processo redox em questão envolve 

a troca de um único elétron em cada molécula (Fc++ e-→ Fc), o número de estados por molécula 

de ferroceno ancorado ao eletrodo é igual a 1. Portanto o RDOS (N) total é igual ao número de 

moléculas sobre a superfície do ouro, ou em outros termos, o RDOS é igual ao grau de 

recobrimento molecular (𝛤) da superfície de ouro pelo peptídeo redox obtido anteriormente. 
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Consequentemente, ao se calcular o RDOS, obtém-se também a densidade de moléculas 

imobilizadas sobre o eletrodo. O cálculo do RDOS foi realizado de acordo à seguinte equação: 

𝑁 = 𝛤 = ∫ 𝑑𝑁 =
1

𝑒
∫ 𝐶(𝑉)𝑑𝑉

𝑁

0
                                     

Onde (dN) é o diferencial do RDOS; 𝑒 é a carga elementar, que é uma constante (-

1,60×10−19 Coulombs); 𝐶(𝑉)  ou 𝐶′é a componente real da capacitância medida.  

Vale ressaltar que neste caso particular a componente real da Capacitância 

(𝑪(𝑽) ou 𝑪′) medida pode ser considerar equivalente a Capacitância eletroquímica (𝑪(µ̅)), devido 

a fato que a contribuição dos processos não faradaicos em 𝑪′ no 𝐸1/2 envolvidos na Capacitância 

eletroquímica, podem ser são considerados desprezíveis, como explicado por Bedatty et al., 2015.  

Também vale lembrar que 𝐶(𝑉), se deriva do fato que o potencial eletroquímico 𝜇̅ é igual à 

carga elementar (e) multiplicada pelo potencial elétrico aplicado (V).  

Por meio da integral da Gaussiana da Figura 23, foi obtido um valor de densidade 

molecular na ordem de 1.32 x 10-10 mol cm-2, muito próximo daquele obtido por CV (1.13 x10-10 

mol cm-2). 

Assim, nas duas metodologias apresentadas aquí, os resultados obtidos foram próximos, 

ficando também na mesma ordem de grandeza que o recobrimento reportado na literatura para 

outras SAM confeccionadas com peptídeos ou tioladas (Fernandes et al., 2014; Santos et al., 2014; 

Piccoli, 2015) (Tabela 6). No entanto, as SAM tioladas apresentam um grau de cobertura maior, 

o que representa a formação de SAM mais compactas que as SAM confeccionadas com peptídeos. 

Tabela 6: Comparação Superfície de recobrimento molecular em diferentes tipos de SAM. 

SAM Superficie de recobrimento 

molecular (mol cm-2) 

Fc-Glu-Gly-Ser-Gly-Ser-Cys 1.13 x 10-10- 1.32 x 10-10 

Ac-Cys-Ala-Ala-Lys(Fc)-Ala-Ala-COOH 

(Santos et al., 2014) 
1.2  x 10-10 

Ac-Cys-Ile-Ile-Lys(fc)-Ile-Ile-COOH 

(Piccoli et al., 2016) 
0.4  x 10-10 

Tiolada (Fernandes et al., 2014) 3.0  x 10-10 
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4.3. ENSAIO DE ELISA 

Os resultados do ensaio de ELISA foram positivos tanto para o par NS1 (R2 = 0.99) (Figura 

24 “a” e “b”) quanto para o par CRP (R2 = 0.99) (Figura 24 “c” e “d”), dado que as concentrações 

testadas de ambas as proteínas deram resultados de absorbância muito superiores ao branco (BSA), 

superando os 20% considerados suficientes para um resultado positivo com a utilização de esta 

plataforma. Portanto, sendo possível confirmar a interação antígeno-anticorpo, tanto do par CRP 

quanto do par NS1.  

 

 

Figura 24: Ensaio de ELISA dos pares antígeno-anticorpo para NS1 e CRP: a) Dados de 

absorbância e fotografia amostrando a reação colorimétrica de diferentes concentrações de 

antígeno-NS1 vs. o anticorpo-NS1, b) Curva analítica das 5 menores concentrações de antígeno 

(NS1) testadas no ensaio, demonstrando uma boa interação do par (R2 = 0.99), c) Dados de 

absorbância e fotografia amostrando a reação colorimétrica de diferentes concentrações de 

antígeno-CRP vs. o anticorpo-CRP, d) Curva analítica das 4 menores concentrações de antígeno 

(CRP) testadas no ensaio, demonstrando uma boa interação do par (R2 = 0.99)  
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4.4. ENSAIOS DE RESPOSTA DA SAM COMO SUPERFÍCIE DE    

BIOSSENSORIAMENTO  

4.4.1. ENSAIO DE ESTABILIDADE DA SAM 

O controle de estabilidade do sistema se realizou de acordo com o procedimento descrito na 

secção caracterizando cada etapa por CV e ECE (Figura 25).  

 

Figura 25: a) Curvas de Nyquist: Capacitância e Impedância (acima), e b) Gráficos de Bode. Incubação 

em PBS pH 7.4 por 11 vezes, simulando a incubação com target. Porém as três primeiras medições (PBS 

1, PBS 2 e PBS 3) se consideram verdadeiros brancos. Medidas realizadas em solução 20 mM de TBAClO4 

dissolvido em acetonitrila e água deionizada (Milli-Q) (20:80 v/v) como eletrólito de suporte entre as faixas 

de frequência de 0.03 Hz a 1.0 MHz. 

Observando tanto as curvas de Nyquist, quanto o gráfico de Bode, pode se observar que a 

variação entre as 11 medidas é mínima, mostrando que a SAM tem uma grande estabilidade de 

sinal, sendo não responsiva por longo tempo a soluções eletrolíticas não proteicas. No entanto, 

para poder confirmar esta ausência de resposta, se realizou uma prova estatística qualitativa 

simples, ou seja, se calculou a variação da resposta relativa (∆𝑅𝑅(%)) de acordo com a seguinte 

equação: ∆𝑅𝑅(%)  =  [(𝑅𝑛 − 𝑅0)/𝑅𝑛] ∗ 100. Onde,  𝑅𝑛 = 1 𝐶𝜇̅⁄
𝑛

, que representa o inverso da 

capacitância redox média (definida como Cr ou 𝐶𝜇̅  ) para cada concentração de proteína ou solução 
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(p.e. PBS) ensaiada no sensor;  𝑅0 =  1 𝐶⁄
𝜇̅0

 , representa inverso da capacitância redox média dos 

brancos. 

Os dados foram apresentados num gráfico de barras (Figura 26), mostrando a variação de  

∆𝑅𝑅(%), com os correspondentes desvios padrões relativos de cada medida que foi realizada em 

triplicata. 

 

Figura 26: Gráfico de barras, representando a variação de sinal relativo (∆𝑅𝑅(%)) entre as medidas 

realizadas com PBS. Meia Brancos refere-se à meia de ∆𝑅𝑅(%) das três primeiras incubações com PBS. 

Como pode ser observado no gráfico de barras (Figura 26) o ∆𝑅𝑅(%) varía entre 1% e -

4%.  Por outro lado, o desvio padrão para cada medida, varia entre 0.1 a 1% do ∆𝑅𝑅(%). Portanto, 

poderia se afirmar que a variação observada entre as medidas, não é muito maior que a variação 

observada entre as repetições de uma mesma medida. Concluindo-se, desta forma, que a variação 

entre medidas realmente se deve principalmente a oscilações inerentes do sistema (“ruído”) e não 

à resposta do sensor. 
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4.4.2. CONTROLE DE SUPERFÍCIE 

Os controles de superfície do sistema se realizaram de acordo com o procedimento descrito 

na secção 3.2.2.3, utilizando a proteína HSA em lugar do alvo, para verificar a ausência de 

interação entre o sistema e outras proteínas inespecíficas que pudessem ser consideradas potenciais 

interferentes. O resultado da comparação entre a resposta do sistema diante dos brancos, a proteína 

inespecífica e o alvo se mostra nas Figuras 27 e 28 

 

Figura 27: Gráfico de barras, estabelecendo a diferença de ∆𝑅𝑅(%)   do sensor para a interação específica 

do par antígeno/anticorpo CRP, a uma concentração 0.5nM de alvo (antígeno CRP) comparada com 

∆𝑅𝑅(%)  do sensor para a interação antígeno CRP-controle negativo, a uma concentração 1.5 nM do 

controle negativo (triplo da concentração de alvo). O controle negativo foi realizado com a proteína HSA. 

A Figura 27 nos permite observar que a ∆𝑅𝑅(%)  do sensor para o analito de interesse 

(proteína C-reativa), foi mais do que o dobro quando comparada com a ∆𝑅𝑅(%) ao triplo da 

concentração do controle negativo (HSA). Esta diferença de resposta pode ser tomada como um 

indicativo da utilidade do sistema testado como superfície de biossensoriamento para amostras 

complexas.  
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A continuação se mostra a comparação da resposta do sistema funcionalizado com o 

anticorpo NS1 diante do alvo (antígeno NS1), comparado com a resposta do mesmo sistema diante 

de uma proteína inespecífica e abundante no soro sanguíneo como é a proteína HSA. 

 

Figura 28: Gráfico de barras, estabelecendo a diferença de ∆𝑅𝑅(%)   do sensor para a interação específica 

do par antígeno-anticorpo NS1, a uma concentração 2 µg ml-1 de alvo (antígeno NS1) comparada com 

∆𝑅𝑅(%)  do sensor para a interação antígeno NS1-controle negativo na mesma concentração 2 µg ml-1 do 

alvo. O controle negativo foi realizado com a proteína HSA 

A diferença de sinal observada entre a máxima concentração de antígeno NS1 testada, 

comparada com o sinal detectado para a proteína HSA testada na mesma concentração do analito, 

mostrou especificidade do sistema para a detecção do antígeno NS1, já que o sinal de resposta 

diante do alvo foi mais de 5 vezes maior do que o sinal observado para a proteína inespecífica. 

4.4.3. ENSAIOS DE RESPOSTA DA SAM DIANTE DAS INTERAÇÕES 

ANTÍGENO-ANTICORPO 

4.4.3.1. PAR CRP 

O ensaio de interação específica do par CRP foi realizado de acordo com o procedimento 

descrito na secção 3.2.2.4.1, para verificar a resposta do sistema diante a interação antígeno-
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anticorpo de um par proteico já utilizado com sucesso em sistemas impedimétricos e capacitivos. 

A resposta do sistema pode se observar através dos gráficos de Nyquist e Bode na Figura 29. 

 

Figura 29: Curvas de Nyquist: Capacitância e Impedância (acima). Incubação em 5 diluções de proteína 

C-reativa, diluída em PBS pH 7.4. Pode se observar o decaimento da capacitância redox desde ~90 uF cm-

2 após o bloqueio até ~50 uF cm-2 após da incubação com a menor concentração de antígeno, o que sugere 

que o sensor tem sensibilidade de resposta dentro da faixa de concentrações de proteína adicionada. 

Medidas realizadas em solução 20 mM de TBAClO4 dissolvido em acetonitrila e água deionizada (Milli-

Q) (20:80 v/v) como eletrólito de suporte entre as faixas de frequência de 0.01 Hz a 1.0 MHz. 
 

Como pode se observar pelo decaimento da capacitância redox, desde a etapa do bloqueio 

com etanolamina (~90 µFcm-2) até a última concentração de proteína C-reativa, ensaiada (~50 

µFcm-2), a resposta do sensor para o par antígeno-anticorpo CRP, demonstrou sensibilidade dentro 

da faixa de concentrações de antígeno ensaiada. No entanto, para confirmar a correlação entre a 

resposta do sensor e as concentrações de proteína testadas, se realizou uma regressão linear simples 

(Figura 30), realizando a transformação logarítmica dos dados de concentração de antígeno e 

calculando a variação da resposta relativa (∆𝑅𝑅(%)), a partir da resposta capacitiva. Também foi 

realizada uma comparação mediante regressão linear da resposta da plataforma diante o par CRP 
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contra a resposta da plataforma frente à interação do anticorpo CRP com a proteína HSA. Os 

resultados desta comparação podem se observar na Figura 31. 

 

 

Figura 30: Curva de regressão linear simples, mostrando a relação entre o logaritmo da concentração de 

analito (antígeno CRP), e a ∆RR(%) do sensor. O coeficiente de determinação da reta (R2) foi de 0.96, 

confirmando a correlação linear entre a concentração de analito e a variação da resposta relativa do 

sensor (∆RR(%)). 

O resultado obtido da regressão linear (R2=0.96) neste ensaio evidenciou uma correlação 

linear aceitável entre a concentração do analito (antígeno da proteína C-reativa) e a ∆RR(%), que 

era o comportamento esperado. Além do mais, os desvios padrões relativos calculados para cada 

medida foram bastante menores que a variação observada entre medidas. 
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Figura 31: Curva analítica obtida a partir da curva de Nyquist para dados de capacitância para a proteína 

C-reativa. A resposta linear é obtida traçando o inverso da variação da capacitância redox média (definida 

como ΔCr ou Δ𝐶𝜇̅), calculada da seguinte forma: 1/ΔCr = (1/Crn)-(1/Cr0), onde 1/Crn é o inverso da 

capacitância redox média do biossensor depois de exposto à solução proteica, e 1/Cr0 é o inverso da 

capacitância redox média do biossensor depois de exposto ao branco ou bloqueio), contra o logaritmo da 

concentração de CRP. O ajuste da regressão linear foi de 96%. 

 

Os resultados observados nas Figuras 29 a 31, demonstram que o biossensor  foi 

responsivo diante a interação antígeno-anticorpo para o par CRP, e não responsivo diante da 

proteína HSA, apresentando sensibilidade e especificidade, diante as proteínas testadas.  

4.4.3.2. PAR NS1 

O ensaio de interação específica do par NS1 foi realizado de acordo com o procedimento 

descrito na secção 3.2.2.4.2, para verificar a resposta do sistema diante da interação antígeno-

anticorpo do par proteico de interesse. A resposta do sistema pode se observar através dos gráficos 

de Nyquist na Figura 32. 
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Figura 32: Curvas de Nyquist para a proteína NS1: Capacitância e Impedância (acima). Incubação em 7 

diluções de proteína NS1, diluída em PBS pH 7.4. Pode se observar o decaimento da capacitância redox 

desde ~90 µF cm-2 após incubação com branco até, ~70 µF cm-2 após da incubação com a menor 

concentração de antígeno, o que sugere que o sensor tem sensibilidade de resposta dentro da faixa de 

concentrações de proteína adicionada. Medidas realizadas em solução 20 mM de TBAClO4 dissolvido em 

acetonitrila e água deionizada (Milli-Q) (20:80 v/v) como eletrólito de suporte entre as faixas de frequência 

de 0.01 Hz a 1.0 MHz. 
 

Existiu uma variação da capacitância redox entre o branco e as diferentes concentrações de 

antígeno NS1 testadas, demonstrando sensibilidade do sensor diante as interações antígeno-

anticorpo para o par de interesse, no entanto, a resposta gráfica, através das curvas de Nyquist, não 

foi tão evidente quanto à resposta obtida para o par CRP. No entanto a análise de regressão linear 

e a comparação com o controle de superfície parecem indicar uma correlação positiva entre a 

resposta do sensor e concentração do alvo NS1 (Figura 33). 
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Figura 33: Curva analítica obtida a partir da curva de Nyquist para dados de capacitância. A resposta 

linear é obtida traçando o inverso da variação da capacitância redox média (definida como ΔCr ou Δ𝐶𝜇̅), 

calculada da seguinte forma: 1/ΔCr = (1/Crn)-(1/Cr0), onde 1/Crn é o inverso da capacitância redox média 

do biossensor depois de exposto à solução proteica, e 1/Cr0 é o inverso da capacitância redox média do 

biossensor depois de exposto ao branco ou bloqueio), contra o logaritmo da concentração de CRP. O 

ajuste da regressão linear foi de 93%. 

 

O ajuste de regressão linear (93%) para a curva de calibração da proteína NS1 no sensor, 

mostrando uma correlação linear direta entre o sinal medido no sensor e a concentração do alvo, o 

que se corrobora ao comparar dita curva com o controle de superfície obtido mediante incubação 

de diferentes concentrações de proteína HSA no sensor imobilizado com anticorpo NS1. Dito 

ajuste foi aceitável, porém menor que o obtido por Ceccheto (2014) em ensaios de EIE (97%) e 

ECE (98%), utilizando biossensores confeccionados com SAMs de alcanotiois para detectar a 

proteína NS1.  

A variação da resposta relativa do sensor (∆RR(%)) diante as diferentes concentrações de 

proteína NS1 pode se ver na  Figura 34: 
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Figura 34: Curva de regressão linear simples, amostrando a relação entre o logaritmo da concentração 

de analito (antígeno NS1), e a ∆RR(%) do sensor. O coeficiente de determinação da reta (R2) foi de 0.93, 

confirmando a correlação linear entre a concentração de analito e a variação da resposta relativa do 

sensor (∆RR(%)). 

Mesmo a resposta não sendo a esperada, o biossensor foi sensível diante as interações 

antígeno-anticorpo do par NS1. Além do mais, a comparação de resposta do par NS1 respeito do 

controle de superfície realizado funcionalizando o biossensor com o anticorpo NS1 e ensaiando 

diferentes concentrações de proteína HSA, demosntrou que o biossensor é também seletivo, o que 

pode se atribuir à capacidade da SAM peptídica de formar camadas de solvatação anti-incrustantes, 

assim como também ao fato que os anticorpos testados não apresentam interações inespecíficas 

com outras proteínas como é o caso da HSA. 

5. CONCLUSÃO 

Foi obtido um peptídeo com características redox e capacidade de formação de SAM sobre 

a superfície do ouro, ou seja, com as características necessárias à aplicação analítica visada neste 

trabalho. Estas características foram confirmadas através da caracterização do mencionado 

peptídeo por técnicas como VC e ECE. Adicionalmente, aplicando-se técnicas como a varredura 

de potencial foi possível demonstrar que as monocamadas formadas pelo peptídeo redox possuem 
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densidade molecular superficial comparável com a de monocamadas automontadas 

confeccionadas com outros peptídeos já reportadas na literatura. O peptídeo é apropriado para 

imobilização de anticorpo e, portanto, por todas as características mencionadas, as monocamadas 

automontadas formadas com ele são potencialmente úteis no desenvolvimento de biossensores 

capacitivos eletroquímicos. Adicionalmente se testou a estabilidade da SAM, simulando o tempo 

e o número de medidas de analito a serem realizadas durante a execução de uma verdadeira curva 

analítica com proteína e se observou que durante esse tempo e com um número similar de 

repetições de branco, a monocamada peptídica mostrou mínimas mudanças do sinal relativo e sem 

um padrão de tendência, o que sugere a estabilidade dela durante o tempo requerido para a 

realização de um experimento. 

Por outro lado, o sistema de biossensoramento mostrou sensibilidade estatísticamente 

significativa diante das interações antígeno anticorpo, utilizando dois pares proteicos. Ele também 

mostrou especificidade ao não apresentar resposta significativa diante de incubações com 

diferentes concentrações de uma proteína inespecífica. No entanto, para a obtenção de uma 

plataforma capacitiva útil para a realização de análises em amostras clínicas, é necessário realizar 

outros tipos de ensaios que incluem: ensaios de especificidade da plataforma diante de outras 

proteínas como a proteína NS1 proveniente de outros flavivirus diferentes do DENV; ensaios da 

proteína diluída em soro negativo e ainda a possibilidade de ensaiar outro tipo de bioreceptores 

além dos anticorpos, como por exemplo aptâmeros para poder melhorar a interação do alvo com a 

plataforma de biossensoriamento. Também é recomendável realizar um maior número de 

repetições dos experimentos que possam garantir a repetibilidade e a obtenção de curvas de 

calibração com maior significância estatística. 
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