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RESUMO

Nesta tese foi desenvolvido um biossensor capacitivo redox para deteccédo e
quantificacdo de diferentes concentracdes do antigeno NS1 do virus da dengue.
Primeiramente, o sensor foi construido com eletrodos convencionais, em PBS e soro
comercial com posterior validacdo do sistema, no qual, respondeu de maneira
satisfatoria. A proxima etapa foi a construcdo do biossensor realizado em eletrodos
microfabricados, para possibilitar andlises portateis, porém este sistema nado teve
éxito, pela instabilidade da superficie dos mesmos. Em seguida, o sensoriamento foi
realizado com amostras de soro de pacientes infectados com o virus da dengue. A
abordagem foi baseada na construcao da superficie receptora (contendo anticorpo
anti-NS1), utilizando SAMs mistas de tidis, (16-mercaptohexadecandico, 16-MHDA)
e (11-ferrocenil-undecanotiol, 11Fc) com o grupo redox, para medi¢cdes capacitivas,
gue possibilitam a automontagem no eletrodo, sendo que cada etapa do processo
de construcdo do biossensor foi monitorada por voltametria ciclica e espectroscopia
de impedancia/capacitancia eletroquimica, com intuito de comparacdo com o
sistema impedimétrico j& analisado anteriormente. Pela técnica de espectroscopia
de capacitancia eletroquimica, a interface funcionalizada e sua interacdo com o
analito, proteina NS1, geram uma variacdo do sinal de capacitancia redox (C,),
servindo dessa forma como sinal transdutor. Uma vez que em sua configuracdo o0s
sensores capacitivos redox ndo usam espécie eletroativa em solucéo (pois ela esta
confinada na monocamada), estes sdo potencialmente adequados ao
desenvolvimento de diagndsticos do tipo point-of-care (exame rapido com apenas
um passo para deteccdo). Fatores como sensibilidade, reprodutibilidade,
repetibilidade, limite de deteccdo e de quantificagdo foram avaliados e para
amostras de soro comercial sem diluicdo, apresentaram LoD ~ 5 ng mL™. Apés, a
metodologia foi modificada utilizando monocamada peptidica redox, mais adequada
para analises em matriz biolégica complexas, no qual foi testada em biblioteca de
amostras de sangue de pacientes infectados ou ndo com o virus da dengue, o que
permitiu avaliar a aplicacéo clinica da metodologia proposta, evidenciando respostas
relativas RR% para amostras negativas inferiores ao cut-off, enquanto que para
amostras positivas variaram de ~ 6 a 9%. Esta tese teve seu propdsito alcancado,
com isso, a avaliagdo de um maior niumero de amostras de pacientes, por parcerias
em laboratérios e hospitais sera fundamental para conseguir-se vislumbrar uma
nova ferramenta diagnostica para biomarcadores de interesse clinico em um futuro
préximo.

Palavra chave: Dengue. Diagndstico virologico. Biossensores. Espectroscopia de
impedancia. Analise eletroquimica.



ABSTRACT

In this thesis a redox capacitive biosensor was developed to detect and quantify
different concentrations of dengue virus NS1 antigen. Firstly, the sensor was
constructed with conventional electrodes in PBS and commercial serum with
subsequent system validation, in which it responded satisfactorily. The next step was
the construction of the biosensor made in microfabricated electrodes, to enable
portable analysis, but this system was unsuccessful due to their surface instability.
Then, the sensing was performed with serum samples from patients infected with
dengue virus. The approach was based on the construction of the receptor surface
(containing anti-NS1 antibody) using mixed thiol SAMs, (16-mercaptohexadecanoic,
16-MHDA) and (11-ferrocenyl undecanothiol, 11Fc) with the redox group for
measurements capacitive which enable self-assembly on the electrode, and each
step of the biosensor construction process was monitored by cyclic voltammetry and
electrochemical impedance/capacitance spectroscopy, in order to compare it with the
impedimetric system already analyzed previously. Using the electrochemical
capacitance spectroscopy technique, the functionalized interface and its interaction
with the analyte, protein NS1, generate a variation of the redox capacitance signal
(C,), thus serving as a transducer signal. Since redox capacitive sensors in their
configuration do not use electroactive species in solution (as it is confined in the
monolayer), they are potentially suitable for the development of point-of-care
diagnostics (one-step rapid examination for detection). Factors such as sensitivity,
reproducibility, repeatability, limit of detection and quantification were evaluated and
for undiluted commercial serum samples presented LoD ~ 5 ng mL™. Afterwards, the
methodology was modified using redox peptide monolayer, more suitable for
complex biological matrix analysis, which was tested in a library of blood samples
from patients infected or not with dengue virus, which allowed to evaluate the clinical
application of the methodology proposed, showing relative responses RR% for
negative samples lower than the cut-off, while for positive samples ranged from ~ 6
to 9%. This thesis had its purpose achieved; therefore, the use of a greater number
of samples by partnerships in laboratories and hospitals which will be fundamental
for the development of a new diagnostic tool for biomarkers of clinical interest.

Keywords: Dengue. Virological diagnosis. Biosensors. Impedance spectroscopy.
Electrochemical analysis.
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1 Introducéao

Neste atual projeto, a plataforma de sensoriamento impedimétrica foi otimizada e
apos, comparada com a nova plataforma chamada espectroscopia de capacitancia
eletroquimica derivada da impedéancia, desenvolvida por meu orientador, professor
Dr. Paulo Roberto Bueno, com intuito de otimizacdo do sistema, retirando a
necessidade da sonda redox em solucdo, agora aderida a superficie receptiva de
sensoriamento. ApOs otimizacdo da técnica, o projeto teve um novo obstaculo, a
miniaturizacdo do sistema vislumbrando o uso point-of-care, que ndo obteve éxito,
porém, este resultado possibilitou a busca de monocamadas redox, mais estaveis,
gue demonstraram um Otimo resultado para deteccdo da proteina NS1 da dengue
diluida primeiramente em PBS, apos, em soro comercial e finalmente em amostras
de soro de pacientes.

Mas nenhuma plataforma de sensoriamento seria t&o importante se o
contexto da deteccdo nao fosse de extrema necessidade, tanto do ponto de vista
bioldégico quanto socio-econémico. Com este intuito, meu projeto de doutorado foi
detalhadamente desenhado, pois a rapida, barata e robusta deteccao da proteina do
virus da dengue principalmente em paises em desenvolvimento se faz a cada ano
mais urgente.

A dengue é uma doenca infecciosa, ndo contagiosa, causada por um virus
chamado DENV, pertencente a familia Flaviviridae, género Flavivirus, transmitida
pela picada do mosquito Aedes infectado, principalmente em areas tropicais e
subtropicais (GUZMAN et al.,, 2010). A dengue é uma das arboviroses (viroses
transmitidas por artropodes hematéfagos) de maior impacto na saude publica em
termos de morbidade e mortalidade, que pode ser causada por quatro diferentes
formas do virus, sendo que qualguer um dos sorotipos diferentes (DENV-1, DENV-2,
DENV-3 e DENV-4) tem a capacidade de gerar infeccdo (CAVALCANTI, L. P. DE G.
et al., 2017).

Na natureza os DENV sdo mantidos por um ciclo de transmissao
envolvendo mosquitos hematofagos do género Aedes e hospedeiros vertebrados. O
homem € o unico hospedeiro capaz de desenvolver as formas clinicas da infeccéao
(GUBLER, DUANE J, 2002).

O surgimento e disseminacdo dos quatro sorotipos no Sudeste da Asia,

Africa, Mediterraneo Oriental e Américas, representam uma ameaca de pandemia
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(figura 1) (KAMAL et al., 2018). Um estudo, sobre a prevaléncia da dengue, estima
que 3,9 bilhdes de pessoas, em 128 paises, estdo em risco de infec¢do pelo virus da
dengue (BRADY et al., 2012). Segundo Bhatt e colaboradores (2013), deve haver
um aumento de 390 milhdes de casos de infec¢cdes por dengue por ano em todo o
mundo, dos quais 96 milhdes se manifestam em qualquer nivel de gravidade, uma
discrepancia que pode ser explicada por casos leves ou assintométicos que podem
nao ter sido oficialmente notificados (BHATT et al., 2013).

Figura 1. Distribuicdo mundial de Aedes aegypti e potenciais infec¢des de dengue.

Fonte: Adaptada de (KAMAL et al., 2018).
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6 Conclusodes

Nesta tese foi utilizada a técnica de capacitancia eletroquimica, sensivel a
eventos de ligacdo do tipo receptor-ligante em sua proximidade, e tem sido utilizada
com sucesso em eletroanalitica na deteccédo de biomarcadores de interesse clinico.
A capacitancia foi utilizada como sinal transdutor na constru¢cdo de biossensores
para deteccdo e quantificacdo da proteina NS1 do virus da dengue em soro
comercial diluido e ap6s, em amostras de pacientes verdadeiramente negativas e
positivas para o virus da dengue. O tema desta doenca necessita de novas
abordagens de deteccdo uma vez que os métodos convencionais, como o ELISA,
necessitam de pessoal treinado e impossibilitam a andlise point-of-care, além de
serem morosos e de custo elevado.

O inicio deste projeto foi marcado pela otimizacdo de engenharia de
superficie atravées de uma monocamada mista de alcanotiéis com grupo redox
acoplado, para medidas de capacitancia eletroquimica, utilizando eletrodos de ouro
da Metrohm, e as mesmas foram utilizadas como receptoras do anticorpo anti-NS1.
Seu desempenho foi promissor, mostrando curvas analiticas para deteccéo
capacitiva da proteina NS1 com LoD = 0,2 ng mL™ diluida em PBS e LoD = 0,5 ng
mL™ diluida em soro comercial ndo diluido. Estes resultados renderam um artigo
cientifico publicado em 2017.

Com intuito de miniaturizacdo do sistema, para possibilitar a diminuicdo de
custos, obtencdo de um dispositivo mais robusto, do tipo point-of-care, o préximo
passo foi a construcdo do biossensor em eletrodos microfabricados da Micrux,
primeiramente utilizando a técnica impedimétrica, jA& bem estabelecida, para
estabilizacdo da superficie destes eletrodos com monocamadas mistas de
alcanotiéis em diversas proporcdes, com a espécie eletroativa 1 mmol L*
[Fe(CN)g]*"* em solugdo. Os eletrodos microfabricados n&o apresentaram
estabilidade eletroquimica, com variagdes nos valores de R.; em funcédo do tempo,
por isso os resultados néo foram utilizados para construcéo de curvas analiticas. Isto
pode ter ocorrido em decorréncia da fina deposicdo do Au na superficie dos
mesmos, em conjunto com a necessidade de se realizar inimeras medidas de EIE

para o desenvolvimento da analise completa na constru¢cdo de uma curva analitica,
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0 que, consequentemente, pode danificar ou remover as finas e instaveis peliculas
de Au.

A proxima etapa do projeto foi a volta da utilizacdo dos eletrodos de ouro da
Metrohm para uso da técnica de capacitancia eletroquimica, com a otimizacdo das
monocamadas mistas de alcanotidis por peptideos redox, que mostraram uma
estabilidade de superficie através de curvas analiticas 100 vezes mais sensiveis
qgquando comparadas as monocamadas de alcanotiois, pela mesma técnica de
capacitancia, em tampao PBS. O sistema apresentou variagdes no sinal de C, para
proteina NS1 diluida em soro comercial diluido e também em amostras
verdadeiramente positivas de pacientes. JA4 para amostras negativas em soro
comercial e amostras verdadeiramente negativas de pacientes, o0 sistema respondeu
de maneira esperada, i.e., ndo houve variacdo no sinal de C,.

Por meio dos resultados obtidos, foi possivel observar que o uso de
monocamada peptidica redox € devidamente promissor para construcdo de
biossensores para deteccdo de dengue. Para inferir este biossensor como uma nova
ferramenta diagndstica, um nimero maior de testes de repeticdes em amostras de
pacientes devera ser realizado. Porém, para uma tese de doutorado os resultados
evidenciam o potencial uso da capacitancia eletroquimica para o desenvolvimento
de dispositivos biossensores aplicados ao diagndstico clinico (proteina NS1 da
dengue), com a possibilidade de vislumbrar num futuro préximo, a utilizagdo deste
biossensor como ferramenta fundamental para combate da doenca da dengue, com
uma deteccdo mais rapida, barata, robusta, do tipo point-of-care, tendo grande valor

de promocéo e aplicacédo entre as instituicdes de atencdo primaria a saude.
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