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RESUMO

A dengue é uma doencga infecciosa, ndo contagiosa, causada por um Flavivirus,
transmitido pela picada do mosquito Aedes aegypti infectado. Sua evolugao é rapida,
o diagndstico € baseado em sintomas clinicos imprecisos e laboratorial demorado e
inespecifico, o tratamento é paliativo, trata-se os sintomas e n&o a infeccdo. Neste
contexto, a proteina NS1, glicoproteina ndo estrutural do virus da dengue, tem sido
utilizada comercialmente como alvo para diagnéstico, pelo método ELISA. O objetivo
deste trabalho foi desenvolver um biossensor eletroquimico para diagnéstico da
dengue baseado na detecgcdo da proteina NS1, por técnica impedimétrica e
capacitiva. Pela técnica impedimétrica, monocamadas auto-organizadas de
alcanotidis, sobre os eletrodos de ouro, formadas pelo acido 11-
mercaptoundecandico e 6-mercapto-1-hexanol foram usadas para ancorar o
anticorpo anti-NS1 e minimizar o impedimento estérico entre as proteinas,
respectivamente. Esta camada funcionalizada e sua interacdo com o analito,
proteina NS1, geram um bloqueio para reagdes redox da espécie eletroativa
[Fe*2(CN)g]*/Fe™(CN)e]* contidas na solucdo de PBS, resultando em um aumento
da resisténcia a transferéncia de carga em fungdo da concentracédo do analito alvo.
Para a abordagem capacitiva, foram utilizados os alcanotidis acido 16-
mercaptohexadecanoico e 11-ferrocenil-undecanotiol sobre o eletrodo de ouro para
ancorar o anticorpo anti-NS1 e as medidas foram realizadas em TBACIO, dissolvido
em acetonitrila. Nesta técnica, esta camada funcionalizada e sua interacdo com o
analito, proteina NS1, geram uma variagédo do sinal de capacitancia redox (C, ). Por
Espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE) e Voltametria Ciclica (CV), pode-
se verificar que a capacidade impedimétrica a transferéncia de carga foi
gradativamente aumentada pela construgdo da monocamada, imobilizagdo do
anticorpo anti-NS1 e adi¢des crescentes de NS1 diluida em PBS ou soro. Os valores
estimados foram extraidos e sua relacdo com a concentracdo gerou uma curva
analitica. Com a proteina diluida em PBS, foram obtidos excelentes limites de
detecgédo e quantificagao, 0,003 ug/mL ou 6,25 x 10™"" mol/L e 0,006 pg/mL ou 1,25 x
107" mol/L, respectivamente. Para NS1 diluida em soro humano, os limites de
deteccdo (0,03 pg/mL ou 6,25 x 107"° mol/L) foram muito satisfatérios. Contudo, os

limites de quantificagdo obtidos (29,56 pg/mL ou 6,16 x 107 mol/L) ainda sugerem



necessidade de ajustes para emprego da técnica. Por Espectroscopia de
capacitancia eletroquimica (ECS) péde-se verificar uma variagdo de C, (capacitancia
redox), resultante da capacidade de armazenamento de energia eletroquimica desta
interface e o sinal de C, pdde ser utilizado como sinal analitico. Os limites de
detecgdo e quantificagdo para capacitancia foram 0,0005 pyg/mL ou 1,04 x 107
mol/L e 0,003 pg/mL ou 6,25 x 10™"" mol/L, respectivamente, obtidos para amostras
de NS1 diluidas em PBS, sugerindo que esta técnica apresenta maior sensibilidade
comparada com EIS. O aprimoramento desta abordagem e da engenharia de
superficie pode oferecer uma alternativa atraente do tipo point-of-care para o

diagndstico da dengue.

Palavras-chave: Biossensores. Dengue. Diagnéstico. Espectroscopia de
capacitancia eletroquimica derivada da impedancia. Espectroscopia de impedancia

eletroquimica. NS1.



ABSTRACT

Dengue is a non-contagious infectious disease caused by a Flavivirus transmitted by
a bite of infected mosquito Aedes aegypti. The evolution is fast, the diagnosis is
based on clinical symptoms inaccurate and prolonged and nonspecific laboratory, the
treatment is palliative, is treated the symptoms and not the infection. In this context,
NS1 protein, nonstructural glycoprotein of dengue virus has been used commercially
as a diagnostic target by ELISA. The aim of this study was to develop an
electrochemical biosensor for dengue diagnosis based on the detection of this
protein, by impedimetric and capacitive technique. Through impedimetric technique,
self-assembled monolayers of alkanethiols on gold electrodes formed by 11-
mercaptoundecanoic acid and 6-mercapto-1-hexanol were used to anchor the anti-
NS1 antibody and minimize steric hindrance between the proteins, respectively. This
functionalized layer and its interaction with the analyte, the NS1 protein, generate a
lock for redox reactions of electroactive species [Fe™*(CN)g]*/Fe**(CN)s]> contained
in the PBS solution, resulting in an increase in charge transfer resistance due to the
concentration of the target analyte. For capacitive approach, alkanethiols acid 16-
mercaptohexadecanoico and 11-ferrocenyl-undecanotiol on gold electrode were
used to anchor the anti-NS1 antibody and measurements were performed in
TBACIO,4 dissolved in acetonitril. In this technique instead of a steric hindrance, this
functionalized layer and its interaction with the analyte, the NS1 protein, generate a
variation of signal redox capacitance (C, ). Initially ELISA test was performed to verify
and confirm the specificity of interaction anti-NS1 by NS1. Through Electrochemical
impedance spectroscopy (EIS) and cyclic voltammetry (CV) can be verified that
impedimetric ability to transfer load was gradually increased by the construction of
the monolayer, immobilization of anti-NS1 and increasing additions of NS1diluted in
PBS or serum. The estimated values were extracted and their relation to the
concentration generated a calibration curve. With diluted protein in PBS, excellent
limits of detection and quantification 0.003 pg/mL or 6.25 x 10™"" mol/L and 0,006
ug/mL or 1.25 x 107"° mol/L, respectively, were obtained. For NS1 diluted in human
serum, limits of detection (0.03 ug/mL or 6.25 x 10™'° mol/L) were very satisfactory.
However, limits of quantification obtained (29.56 pg/mL or 6.16 x 107 mol/L) suggest

the need for adjustment to use this technique. Through Electrochemical capacitance



spectroscopy (ECS) it could be verified a variation of C, (redox capacitance),
resulting from the electrochemical energy storage capacity of this interface and the
signal C, could be used as an analytical signal. The limits of detection and
quantification 0.0005 ug/mL or 1.04 x 10™"" mol/L and 0.003 pg/mL or 6.25 x 107™
mol/L, respectively, were obtained for samples of NS1 diluted in PBS, suggesting
that this technique presents greater sensitivity compared to the EIS. The
improvement of this approach and surface engineering may offer an attractive

alternative as a point-of-care for dengue diagnosis.

Keywords: Biosensors. Dengue. Diagnosis. Electrochemical capacitance
spectroscopy derived impedance. Electrochemical impedance spectroscopy. NS1.
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1. Introdugao:

1.1. Doencas Negligenciadas

Doengas negligenciadas referem-se a doengas causadas por agentes infecciosos
e parasitarios associadas a precarias condicdes de vida, pobreza e as iniquidades
em saude e que afetam severamente a populagédo das areas tropicais e subtropicais
(WHO, 2009). Dentre o grupo de doencas negligenciadas estdo a dengue, doenga
de Chagas, hanseniase, esquistossomose, malaria, leishmaniose e tuberculose.
Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (WHO, do inglés World Health
Organization) devido principalmente a condicdes sanitarias precarias, mais de um
bilhdo de pessoas estdo infectadas com uma ou mais doengas negligenciadas.
Apesar do numero significativo de infecgdes, ha grande dificuldade de avangos
nessa area prejudicando o desenvolvimento de novos farmacos ou métodos de
diagnosticos (BRASIL, 2010).

1.2. Dengue

A dengue é uma doenca infecciosa, nao contagiosa, causada por um virus
que recebe o nome de DENV, pertence a familia Flaviviridae, género Flavivirus,
transmitido pela picada do mosquito Aedes aegypti infectado. A dengue é uma das
arboviroses (viroses transmitidas por artrépodes hematéfagos) mais importantes do
mundo, que pode ser causada por quatro diferentes formas do virus, sendo que
qualquer um dos sorotipos diferentes (DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4) tem a
capacidade de gerar a infecgédo (HALSTEAD, 2007).

A severidade da doenga € influenciada pelos antecedentes genéticos e idade
do paciente, a linhagem e o sorotipo do virus infectante e o historico de prévias
infecgdes por dengue do paciente (AASKOV, 2003). Segundo a WHO, metade da
populagdo mundial, ou seja, cerca de 3.5 bilhdes, vive em areas onde o vetor da
dengue, Aedes aegypti, pode ser encontrado (ORGANIZACAO PAN-AMERICANA
DA SAUDE E ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2014 e BRASIL, 2014).

A dengue pode se apresentar em determinados casos com a forma mais

grave, como a dengue hemorragica (DHF, do inglés dengue hemorrhagic fever) e a
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sindrome do choque por dengue (DSS, do inglés dengue shock syndrome), que
pode levar o paciente a obito. Esta doenca trata-se de uma enfermidade sazonal,
com aumento de incidéncia nos periodos chuvosos, constitui um grave problema de
saude publica no Brasil e na maioria dos paises tropicais em termos de morbidade e
letalidade (GUZMAN, 2004). Atualmente ndo ha tratamento antiviral especifico
disponivel, nem mesmo medicacdo util no tratamento e complicagdes que esta
doenga possa causar. O tratamento de suporte com analgésicos, reposigao de
liquidos e repouso é geralmente suficiente (GUZMAN, 2004 e CHAWLA, 2014).

1.3. Histérico: A Dengue no Brasil e no mundo

No século XVII, estima-se que no continente americano ocorreram o0s
primeiros casos de dengue, embora ndo haja consenso entre sua origem geografica.
Algumas teorias apontam a Asia e outras, a Africa como ponto de partida.
Entretanto, independente da origem, sabe-se que o virus causador da dengue, foi
difundido na América através do comércio maritimo de escravos vindos das regides
asiaticas e/ou africanas (GUBLER, 1998 e AASKOV, 2003). Havendo pandemias
desde o século XVIII, somente em 1940, durante a segunda Guerra Mundial os
primeiros virus da dengue foram isolados. Novas cepas de virus da dengue e
sorotipos foram introduzidas (DEN-1 em 1977, uma nova cepa de DEN-2 em 1981,
DEN-4 em 1981, e uma nova estirpe de DEN-3, em 1994) (GUBLER, 1998).

Em mais de 100 paises endémicos e areas onde ha transmissao do virus da
dengue ha ocorréncia de mais de 50 milhdes de infecgdes anuais. Desse total, cerca
de 550 mil necessitam de hospitalizagdo e aproximadamente 20 mil vém a obito
(WHO, 2009).

No Brasil, a introdugao do virus da dengue foi relatada no século XIX e desde
entao a populagao brasileira sofre com ciclos periddicos de epidemias. No século
passado, ha relatos em 1916, de infestagdo do virus em Sao Paulo e em 1923, no
Rio de Janeiro, sendo a primeira transmissdo em massa da dengue notificada em
1986 (BRASIL, 2002). Hoje em dia, todos os quatro sorotipos do virus da dengue
circulam no pais. Mais do que trés décadas desde o seu ressurgimento, o Brasil se
tornou o pais que produz maior numero de casos no mundo (TEIXEIRA et al., 2009).
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Em 2013, os paises das Américas informaram mais de 2,3 milhdes de casos
de dengue, com 37.692 casos de dengue grave e 1.280 mortes, resultando em uma
taxa de mortalidade de aproximadamente 0.05% relatados pela ORGANIZACAO
PAN-AMERICANA DA SAUDE. No ano de 2013, no Brasil foram notificados 1,4
milhdo de casos provaveis de dengue (ORGANIZACAO PAN-AMERICANA DA
SAUDE E ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2014). Em 2014, foram
registrados 659.051 casos de dengue no pais até a semana epidemioldgica (SE) 27
(BRASIL, 2014). Somente até julho de 2014, uma epidemia de dengue em
Campinas (SP) chegou a marca de 40.005 casos notificados e trés mortes de acordo

com balancgo de registros processados divulgado por Torres, 2014.

Evidéncias

I completa ausencia

I Ausencia .

Ausencia moderada
| Pouca presenga

Intermediario

Pouca auséncia
I Moderada
[ Presenca
- Completa presenga
L | Dados nao disponiveis
[ nao aplicavet

Figura 1. Distribuicdo mundial das areas de risco de infeccado de dengue no ano de 2008.
Fonte: Adaptada de WHO, 2008.

Casos de dengue sao relatados em todo mundo desde 1780, mas devido a
sua raridade ndo eram considerados um problema de saude publica. Esta
perspectiva mudou a partir da segunda metade do século XX, no sudeste da Asia
durante e apdés a Segunda Guerra Mundial, como consequéncia das perturbacdes
ecologicas, que tornaram ideais as condigbes para proliferacdo de doencgas
causadas por mosquitos em geral (GUBLER, 1998).

Atualmente, dengue classica e dengue hemorragica s&o considerados
problemas de saude publica. Devido a diversos problemas que o aumento
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populacional descontrolado causa e falta de medidas eficazes de contencédo do
mosquito transmissor, faz com que o problema ainda esteja fora de controle,
colocando o Brasil nas estatisticas dentre os paises da América Latina o que mais
sofre com a doenca (BRASIL, 2013; GUBLER, 1998 e CATAO, 2011).

A Tabela 1 evidencia os dados relativos aos numeros de casos de dengue no
pais até a 272 semana de 2014 (BRASIL, 2014).

Tabela 1. Numero de casos notificados de dengue e taxa de incidéncia
(por 100 mil hab.), por regido e Unidade de Federacéo, 2013 e 2014.

SE 01 a 27 Incidéncia (/100 mil hab.)
Regigo/UF 2013° 2014° 2013° 2014°
Norte 44.671 32.476 262,6 190,9
Rondbénia 8.585 3.223 496,8 186,5
Acre 2.392 5.191 308,1 668,5
Amazonas 15.787 8.078 4146 2121
Roraima 489 733 100,2 150,2
Para 8.289 6.296 103,6 78,7
Nordeste 121.292 76.763 514,6 137,6
Maranh&o 2.935 2.086 43,2 30,7
Piaui 3.931 5.352 123,5 168,1
Ceara 21.246 22.348 242,0 254,6
Rio Grande do Norte 12.622 7.626 3741 226,0
Paraiba 9.337 4.783 238,5 122,2
Pernambuco 6.366 10.265 69,1 111,5
Alagoas 6.647 6.924 201,4 209,8
Sergipe 488 2.401 22,2 109,4
Bahia 57.720 14.978 383,7 99,6
Sudeste 903.686 383.212 1.069,9 453,7
Minas Gerais 414.667 77.956 2013,6 378,5
Espirito Santo 62.812 18.166 1636,0 473,2
Rio de Janeiro 208.811 9.765 1275,6 59,7
Séo Paulo 217.396 277.325 497,9 635,1
Sul 66.949 45.113 232,5 156,7
Parana 66.169 44.269 601,7 402,5
Santa Catarina 353 426 53 6,4
Rio Grande do Sul 427 418 3,8 3,7
Centro-Oeste 252.178 121.487 1.681,9 810,3
Mato Grosso do Sul 77.718 6.813 3003,9 263,3
Mato Grosso 32.595 8.333 1024,3 261,9
Goias 131.105 92.563 2037,7 1438,6
Distrito Federal 10.760 13.778 385,7 493,9
Total 1.388.776 659.051 690,2 327,8

Fonte: Ministério da Saude
@Sinan online (atualizado em 20/01/2014)
® Sinan online (consultado em 09/07/2014) e SES®. Dados sujeitos a alteragzo.

1.4. Caracterizagao da doenga

Os diferentes sorotipos do virus da dengue sao transmitidos pelo mosquito do
género Aedes. As fémeas da espécie Aedes aegypti, destacam-se, pois se
alimentam de sangue como parte fundamental do ciclo de desenvolvimento e
maturacao dos ovocitos, podendo picar varias pessoas num mesmo dia (WHO, 2009
e BRASIL, 2013).
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Apo6s um individuo ser picado, ocorre o periodo de incubagdo do virus que
varia entre 3 a 7 dias. No primeiro contato do organismo com o patégeno, chamado
infeccao primaria, o individuo pode nao apresentar manifestagdes tipicas ou apenas
uma febre indiferenciada. Quando ha o desenvolvimento da dengue, a infeccéo
inicia abruptamente com periodos febris, durando de 2 a 3 dias, seguido de sintomas
nao especificos como mialgia, cefaleia, prostragdo, artralgia, anorexia, dor
retroorbital, nauseas, vomitos, exantema e prurido cutaneo. Estes sintomas podem
variar de acordo com a idade do paciente, sendo a presenga de dor abdominal mais
comum nas criangas e ocorréncia de manifestagbes hemorragicas em adultos
(WHO, 2009, BRASIL, 2002, SIMMONS et al., 2012 e SRIKIATKHCHORN, 2009).

Apo6s o periodo febril inicia-se a fase critica, na qual ocorrem disturbios
circulatérios de gravidade variada, geralmente ha diminuicdo da contagem de
plaquetas e aumento do nimero de hemacias. E nesta fase que podem surgir os
sintomas mais graves, caracteristicos da dengue hemorragica. Cerca de uma
semana apos a infecgao o paciente comecga a melhorar, havendo a estabilizagao da
contagem das células no sangue (WHO, 2009 e SRIKIATKHCHORN, 2009). A
Figura 2 exemplifica o processo de infecgdo pelo virus da dengue e resposta

imunoldgica no individuo.

Viremia

d
- L

IgG

lgM

Infecgdo Primaria Infeccdo Secundaria

Tempo

Figura 2. Processo de infecgdo pelo virus da Dengue. O virus pode ser encontrado no organismo
principalmente no periodo febril (viremia), juntamente com seu material genético (RNA) e o antigeno
caracteristico (proteina NS1) se estendendo até o final da fase critica. A produgéo de anticorpos (IgM
e 1gG) se inicia na fase critica e atinge o pico na fase de recuperagcédo, permanecendo em niveis
reduzidos no organismo podendo ter seus niveis aumentados rapidamente apds uma reinfecgao
(SIMMONS et al., 2012).
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Para os casos de dengue hemorragica, os sintomas iniciais sdo0 0os mesmos
de uma infecgéo por dengue comum ou classica (DF, do inglés dengue fever), tendo
uma complicagao do quadro a partir do terceiro dia de infecgdo. A caracterizagao da
dengue hemorragica (DHF, do inglés dengue hemorrhagic fever), ocorre
basicamente por 4 sintomas: febre alta (> 39°C), podendo durar por 7 dias,
hemorragia em diversos 6rgédos (gastrointestinal, intracraniana, entre outras),
trombocitopenia (< 10° células.mm's) e colapso circulatério. O maior diferencial entre
DF e DHF é a ocorréncia de extravasamento de plasma, devido a indices elevados
de glébulos vermelhos ou hemacias no sangue, geralmente 20%, podendo chegar
ate 54% maior que o valor basal (GUBLER, 1998; WHO, 2009 e
SRIKIATKHCHORN, 2009).

Neste quadro ha ainda um agravante, que sdo os pacientes que progridem
para um estado de choque, proveniente da sindrome do choque por dengue (DSS,
do inglés dengue shock syndrome), que é a crise aguda de insuficiéncia
cardiovascular havendo dificuldade da irrigacdo de oxigénio para os tecidos do
corpo. DSS é chamado de choque hipovolémico, derivado de hemorragias graves e
desidratagéo, ocasionando diminui¢gdo da pressao arterial devido a perda de sangue,
tendo o paciente, neste estado grandes chances de 6bito, em um curto periodo de
tempo, de 12 a 24 horas, se nao tiver acesso de tratamento imediato (GUBLER,
1998, WHO, 2009 e SRIKIATKHCHORN, 2009).

1.5. O virus da dengue e a proteina NS1

O genoma do virus causador da dengue € constituido por uma molécula de
acido ribonucléico de fita simples (RNA, do inglés ribonucleic acid), polaridade
positiva, com aproximadamente 11 Kb (kilobases). (LINDENBACH; RICE, 2003 e
ACHESON, 2007)

A Figura 3 mostra a estrutura cristalografica do virus da dengue, obtida por
crio-microscopia de raio-X a uma resolucdo de 9.5 A, retirada de ZHANG et al.,
2013. Os virions maduros sao esféricos, medem entre 40 e 60 (nm) nandmetros de
didmetro e apresentam simetria icosaédrica (CHAMBERS et al., 1990;

LINDENBACH; RICE, 2003). Possuem um envoltorio glicoproteico que consiste nas
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proteinas do envelope (E) e membrana (prM), seu interior consiste apenas de

material genético e proteina do capsideo (C), (ZHANG et al., 2013).

Figura 3. Estrutura do virus da Dengue. Determinada a uma resolugdo de 9,5 A por crio-EM e
técnicas de reconstrugao de imagem que estabelece a disposi¢ao estrutural secundaria do envelope
(E) e proteinas de membrana (M) no envelope lipidico. Cadeias de proteinas s&o coloridas a partir do
N-terminal para C-terminal, utilizando gradiente de cor em arco-iris (espectro), retirada de ZHANG et
al., 2013.

Este genoma codifica trés proteinas estruturais: proteina C do capsideo, o
precursor da proteina de membrana e proteina E do envelope, além de sete
proteinas ndo estruturais (NS): NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4a, NS4b e NS5,
(CHAMBERS et al., 1990) representado na Figura 4. As proteinas nao estruturais
podem desempenhar fungdes na montagem, organizacdo e liberagcdo do virus
(RICE, 1996). Além disso, estdo envolvidas na modulagdo da resposta imune do
hospedeiro, por ndo fazerem parte da estrutura do virus e sdo ativadas somente
durante a replicagao viral (CHAMBERS et al., 1990).

Estrutural Nao Estrutural

Figura 4. Representacdo do genoma do virus da Dengue. Regido Estrutural: C = proteina capsideo,
prM = proteina de membrana, E = proteina do envelope. Regido N&o Estrutural: proteina NS1, NS2A,
NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5, adaptado de PEREIRA, 2008.
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A proteina NS1, alvo neste trabalho, é uma das glicoproteinas nao estruturais
do virus, massa molecular em torno de 46 kDa, com 12 residuos de cisteina
extremamente conservados, sitios de glicosilagao invariaveis, seis pontes de sulfetos
intramoleculares, além de regides de alta homologia entre os flavivirus (Figura 5),
(CHAMBERS et al., 1990; EDELING et al., 2014). E uma glicoproteina hidrofilica
com importante, embora desconhecido, papel na replicagdo viral e esta
reconhecidamente envolvida na patogenia e na ativagdo do sistema complemento
(EDELING et al., 2014). No RE (reticulo endoplasmatico) a NS1 é sintetizada na
forma de mondmeros, sendo glicosilados e assumindo rapidamente a forma
dimérica. Os carboidratos ligados aos dimeros sofrem algumas modificagdes no
Complexo de Golgi, antes de serem transportados para fora da célula, como uma
particula de lipoproteina hexamérica (NOISAKRAN et al., 2007; MULLER, 2013),
com um nucleo rico em lipideos central que sdo mantidos juntos por interagdes
hidrofébicas fracas (CROOKS et al., 1994, FLAMAND et al., 1999; WINKLER, 1989).
Esta glicoproteina é encontrada tanto em sua forma ligada a célula quanto secretada
no meio extracelular (forma soluvel) em forma de hexdmeros (FLAMAND et al.,
1999; CHAMBERS et al., 1999), em forma de barril com seu centro aberto, com =
10nm, entretanto, a natureza da associacdo com a membrana € controversa por niao
conter dominios de transmembrana (GUTSCHE et al., 2011).

A forma extracelular da NS1 induz fungdo imunoprotetora, sendo
caracterizado como antigeno fixador de complemento (JACOBS et al., 2006). NS1
intracelular co-localiza-se com dsRNA e outros componentes do complexo de
replicacao viral e desempenha um papel essencial como cofator na replicacédo
(MACKENZIE; JONES e YOUNG, 1996).

NS1 é um importante alvo para o diagndstico de infeccdo por dengue, uma
vez que esta proteina circula em niveis elevados no sangue durante a fase aguda da
doenca (DAS; MONGKOLAUNGKOON e SURESH, 2009) em pacientes com
infeccdes primarias e secundarias as concentracdes variam de 10 ng/mL a 2 ug/mL
podendo chegar até cerca de 50 ug/mL (LIBRATY et al., 2002 e ALCON et al.,
2002). Estudos demonstraram que os niveis de NS1 secretados no plasma tém
correlagdo com os niveis de viremia e, portanto, pode ser utilizada para diagnosticar
pacientes em risco para o desenvolvimento de dengue hemorragico (DAS;
MONGKOLAUNGKOON e SURESH, 2009).
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Figura 5. Estrutura cristalina de um dimero da proteina n&o estrutural NS1 do virus da dengue.
Cadeias das proteinas s&o coloridas a partir do N-terminal para o terminal-C (residuos 172 - 352),
utilizando um espectro de gradiente de cor arco-iris. A descrigdo da estrutura cristalina foi realizada
por difragdo de raio-X, resolucéo de 2.69 A, a proteina é composta por 9% helicoidal (6 hélices e 18
residuos) e 29% folha beta (15 fios e 54 residuos). A montagem bioldgica € gerada pelo PISA
(software), dados obtidos de EDELING et al., 2014.

1.6. Diagnéstico clinico e laboratorial

O diagndstico definitivo ndo pode ser feito através de observagao clinica, a
confirmacao laboratorial € necessaria, devido a variabilidade e generalidade nos
sintomas associados a dengue (HALSTEAD, 2007 e HENNESSEY et al., 2009).
Para os casos de dengue classica (ndo hemorragica) sado considerados como
provaveis aqueles que o paciente apresenta febre e dois ou mais sintomas
mostrados na sessao 1.4, como cefaleia, nduseas e dor retroorbital. Para os casos
mais graves como DHF, o diagnéstico deve apresentar todos os sintomas (BRASIL,
2010 e KUMARASAMY et al., 2007) e sua evolugdo em sindrome do choque por
dengue, necessita de pressao baixa (< 20 mmHg), agitagao, pele fria e pegajosa
(WHO, 2009). A confirmagao do diagndstico se faz através da jungéo dos sintomas e
dos exames laboratoriais, como por exemplo, alteragcdes nos niveis de anticorpos
IgG e IgM, e antigenos do virus da dengue, pela proteina NS1, detectados através
do exame de imunofluorescéncia (ELISA) ou através de reagdo em cadeia da
polimerase com transcri¢édo reversa (RT-PCR) (HALSTEAD, 2007 e HENNESSEY et
al., 2009).

Por ser considerada alta a concentragdao da proteina NS1 no sangue de
pacientes infectados, esta proteina torna-se um alvo viavel de ser usado no

diagndstico da doenca. Porém as plataformas de diagndsticos descritas na literatura
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relatam uma queda significativa desta proteina nas infecgdes secundarias,
incentivando a busca por dispositivos para diagnostico com limites de detecgdo mais
sensiveis e rapidos, levando em consideragcdao a chance de DHF nestes casos.
(DIAS et al., 2013 e KUMARASAMY et al., 2007).

Testes diagnosticos para dengue vém utilizando a proteina NS1 como alvo.
Por exemplo, em ensaios ELISA e ensaios imunocromatograficos, a proteina NS1
tem sido detectada em 87% e 95% de pacientes com dengue, nos respectivos
métodos (BISORDI et al., 2011). Kits de diagndstico para dengue, disponiveis no
mercado sédo capazes de detectar a proteina NS1 com sensibilidade acima de 69%
(SILVA et al.,, 2011). Segundo Alcon e colaboradores (ALCON et al., 2002), no
diagnostico de dengue, pela deteccdo de NS1 por ELISA, os limites de deteccao
desta proteina variam de 0.04 a 2 ug/mL em soro de pacientes em fase aguda na
primeira infeccdo e de 0.01 a 2 pg/mL na segunda infecgdo. Este teste apresenta
algumas desvantagens, como tempo longo para o diagnostico (em torno de dias,
desde a coleta da amostra) requerendo multiplas etapas de lavagem e incubacgao,
além da medida ser realizada de modo indireto, necessitando de um marcador para
diagnostico (MOREIRA, 2010).

Na busca de testes diagndsticos com melhor sensibilidade os biossensores
analiticos vém sendo construidos. Na Tabela 2 abaixo, sédo relatados o
desenvolvimento de biossensores para diagndéstico de dengue, utilizando diferentes

técnicas.

Tabela 2. Limites de deteccao relatados para biossensores de dengue referenciados pela literatura.

Mecanismo de Transmissdo | Analito (Alvo) Limite de deteccao (LD) Referencia
Proteina NS1 e Glicoproteina-E (A) 3 ug/mL (6,25x10° mol/L) Su et al 2003
Proteina NS1 (¢) 0,740 pg/mL (1,39x10° mol/L) Wu et al 2005

Piezelétrico

Glicoproteina-E (#)

0,740 pg/mL (1,39x10® moliL)

Dias et al 2013

Proteina NS1 (¢)
Proteina NS1 (¢)

1-10 pg/mL (2,08x107- 2,08 x10”" mol/L)
12 ng/mL (6,25x10-8 mol/L)

Tai et al 2006
Dias et al 2013

IgM e I1gG (#) 21 pg Blaksell et al 2006
RNA (a) 1nM Chen et al 2009
- IgM (a) 10° diluigtes Kumbhat et al 2010
Optico RNA (4) 10 pM Baeumner et al 2002
RNA (a) 0.01uM Zhang et al 2006
Particula viral (A) particula Gnica Kwakye et al 2003
cDNA (¢) 10 fM Oliveira et al 2009
Eletroquimico Particulas do virus DENV 2 (A) 1 pfu/mL Cheng et al 2012

Proteina NS1 (¢)

0,33 ng/mL (6,88x10™"? mol/L)

Cavalcanti et al 2012

Fonte: Adaptada de TELES,
(A) = diluigdo em PBS

2011.

(A) = diluicao em Soro comercial

(#) = diluicdo em Soro de paciente
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A perspectiva apresentada na Tabela 2 motivou o presente trabalho a investir
esfor¢os na elaboragdo de métodos eletroanaliticos, utilizando técnica eletroquimica
(com énfase em técnicas de resposta em frequéncia), capaz de detectar a proteina

NS1 do virus da dengue com bom desempenho.

2. Desenvolvimento de Biossensores

Um biossensor pode ser definido como sendo um dispositivo capaz de
identificar a espécie de interesse através de sua interagdo com um material bioldgico
(enzimas, anticorpos, antigenos, organismos, tecido vegetal e animal, células,
organelas, etc.), imobilizado neste dispositivo (FILHO e CAPELATO, 1992).

Biossensores baseados em determinadas técnicas de transducdo de sinal
como a eletroquimica apresentam a possibilidade de construgdo de dispositivos
miniaturizados, permitindo analises em fragdes reduzidas de amostras. O biossensor
tem como objetivo a identificagdo, quantificacdo e eventual triagem de moléculas
especificas, como aquelas presentes em misturas complexas. Assim eles podem ter
grande utilidade na pesquisa analitica, no diagndstico clinico, na industria de
alimentos e farmacéutica, no controle ambiental e no monitoramento de processos.

O interesse no desenvolvimento de biossensores decorre da necessidade de
uma analise rapida e de rotina de um grande numero de amostras, o que requer a
robustez, sensibilidade e reprodutibilidade. Além de recursos adicionais desejaveis
como: baixo custo de produgdo, miniaturizagdo, instrumentacdo simples e
processamento automatico de amostras (VILLAVERDE, 2003).

Devido ao fato destas moléculas bioldgicas serem altamente especificas para
seu ligante (analito), a interagdo gerara um determinado tipo de sinal, que sera
identificado pelo transdutor no qual o material biolégico esta imobilizado. O
transdutor € um dispositivo capaz de converter um sinal em outro mensuravel e, no
caso de biossensores, um transdutor converte o sinal de reconhecimento biolégico
(interagdo do analito com a molécula especifica) em um sinal elétrico. (FILHO e
CAPELATO, 1992).

Os elementos de reconhecimento bioldgico de um biossensor sao
classificados em enzimaticos, imunossensores e genossensores. Estes podem ser

classificados de acordo com o método de deteccdo em transdutores opticos,
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elétricos, eletroquimicos, térmicos, amperométricos, entre outros. Os biossensores
eletroquimicos s&o os mais comuns e estudados para uso em analises clinicas e
baseiam-se na construgdo de eletrodos quimicamente modificados com materiais
bioldgicos imobilizados (VO, 2000).

21. Funcionalizagao do transdutor - Monocamadas Auto-organizadas

(SAM, self-assembled monolayer)

Uma maneira de funcionalizacdo de um transdutor se faz com a construgao
de monocamadas auto-organizadas (SAMs). As SAMs consistem de uma camada
ordenada e organizada de moléculas, formada espontaneamente sobre uma
superficie sdélida, um processo dirigido pela interacdo de ligagdes e forcas
intermoleculares (ULMAN, 1996). Uma importante aplicacdo de tais camadas € na
construcdo de eletrodos quimicamente modificados, usados para deteccdo e
quantificacdo de biomarcadores. Esta aplicagcdo torna possivel pré-estabelecer e
controlar a natureza fisico-quimica da interface eletrodo/solugdo, como uma forma
de alterar a reatividade e a seletividade do sensor, tornando suas propriedades
muito mais atraentes. Um eletrodo quimicamente modificado consiste em eletrodo
base, como exemplo, o ouro e a camada do modificador quimico, ou seja, a
monocamada auto-organizada.

Segundo Taniguchi e colaboradores, as monocamadas auto-organizadas de
dissulfetos e tidis sobre os eletrodos de ouro sdo formadas espontaneamente como
consequéncia da imersdo de uma superficie sélida em uma solugao constituida de
moléculas anféteras. As SAMs tém sido desenvolvidas e aplicadas em eletroquimica
e classificadas de acordo com o mecanismo de fixacdo da monocamada sobre as
superficies solidas. Os sistemas mais utilizados tém sido os tidis e alcanotidis sobre
as superficies de ouro, devido a estabilidade da ligagdo Au-SR, (ouro - enxofre -
proteina) resultando em uma estrutura ordenada e orientada. Existem alcanotiois
com diferentes grupos funcionais, sendo possivel o desenvolvimento de superficies
com propriedades e fungdes distintas, viabilizando a funcionalizagdo da superficie do
eletrodo com materiais bioldgicos (TANIGUCHI et al., 1982).
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2.2. Voltametria ciclica (CV)

A caracterizagdo das SAMs pode ser realizada utilizando a técnica de CV.
Medidas utilizando CV sao frequentemente utilizadas como uma forma eficaz para o
fornecimento de informagdes relacionadas ao estado fisico-quimico em uma
interface eletrodo/solucdo. Como informacgdes para a caracterizagao superficial do
efeito das SAMs, evidenciando a estipulagdo do grau de cobertura das superficies
modificadas (CAMPUZANO et al., 2006).

CV é uma técnica normalmente realizada como ferramenta de medicdo de
corrente que flui entre uma solugao eletrolitica e um eletrodo solido condutor ou
semicondutor, que permite investigar diversos fendmenos interfaciais entre
eletrodo/meio. No caso de um experimento eletroquimico realizado por CV,
respostas elétricas sdo medidas e estas sdo associadas a fatores intrinsecos do
material de interesse em contato com uma superficie condutora, por exemplo, o
ouro, pois a aplicacdo de uma varredura linear de potencial elétrico mede uma
resposta em corrente continua, de tal modo, que € possivel associar a magnitude da
corrente medida as propriedades redox de um dado analito, como no caso de uma
solucgao idnica eletroativa (BARD e FAULKNER, 1982).

2.3. Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica

A técnica de espectroscopia de impedancia eletroquimica fornece uma visao
completa e detalhada das caracteristicas elétricas da interface eletrodo/solugao
(CARVALHO; ANDRADE e BUENO, 2006), além disso, é uma técnica de
caracterizagao elétrica, que permite estudar o comportamento geral de um sistema
quando um numero grande de processos intercorrelacionados ocorre em diferentes
velocidades. Os estudos utilizando EIE abrangem desde o transporte eletrénico em
dispositivos semicondutores até a avaliacdo de processos cinéticos eletroquimicos
das mais diferentes naturezas, como processos que ocorrem em baterias de ions
litio, células fotovoltaicas, sistemas de corrosdo e/ou processos eletrocatalitico
(CARVALHO; ANDRADE e BUENO, 2006).
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Reacdes eletroquimicas que envolvem o transporte eletrénico em dispositivos
semicondutores e condutores como o ouro, fazem o monitoramento do
comportamento eletroquimico de uma espécie redox quando o sistema ¢é perturbado
por meio da aplicagdo de um potencial (tensdo) senoidal de pequena amplitude
acompanhado da resposta da corrente de rastreamento (MACDONALD, 2003). A
resposta de tensdo-corrente linear €& obtida tipicamente por uma pequena
perturbagcdo de = 10 mV (DANIELS e POURMAND, 2007) que nao perturba a
sustentagdo quimica e bioquimica do filme receptivo. A linearidade da resposta da
tensdo-corrente no intervalo de frequéncias estudadas pode ser avaliada através do
ajuste dos dados experimentais usando um circuito equivalente (descrito por
relagdes Kronig-Kramers, que contém elementos resistivos e capacitivos apropriados
para a interpretacao do sistema).

A representacdo do comportamento da interface eletrodo/solugao é até certo
ponto analogo a uma combinagdo em paralelo de um resistor (que representa a
resisténcia de transferéncia de carga) e um capacitor (capacitancia da dupla camada
elétrica) que pode ser representado por um modelo de circuito elétrico equivalente
(C.E.E) do tipo Randles (Fig. 6a) que € um modelo que representa as equacdes
cinéticas que levam as fungdes da impedancia (CARVALHO; ANDRADE e BUENO,
2006). Um (C.E.E) (Fig. 6a) engloba os termos R, R., C;. © Z, (resisténcia a
transferéncia de carga, resisténcia da solugdo eletrolitica, capacitancia da dupla
camada e impedancia de Warburg) que servem para descrever o efeito de cada

componente elétrico distinguivel pela impedancia.

Cec z" 4
a) § b)
— W — |
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Figura 6. a) Circuito de Randles utilizado para ajustar os dados experimentais de espectroscopia de
impedancia faradaica. b) Espectro tipico de Nyquist de impedéancia faradaica associado ao circuito
mostrado em (a). No circuito equivalente, R (o didmetro do semi-circulo no espectro de impedancia)
representa a resisténcia de transferéncia eletrbnica que controla a cinética de elétrons de
transferéncia da sonda redox na interface do eletrodo. Z’' é a impedéncia real associada aos valores
de resisténcia a transferéncia de carga, enquanto que Z" é a impedancia imaginaria que se
correlaciona a capacitancia da dupla camada elétrica.
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A resisténcia da solugao esta relacionada com a condutividade/mobilidade da
sonda redox em solucdo e nao € afetada por eventos de bioreconhecimento na
superficie do eletrodo (LUO E DAVIS, 2013). A capacitancia da dupla camada € uma
caracteristica intrinseca de eletrodos polarizados imersos em solugao eletrolitica.
Dependendo do potencial aplicado ao eletrodo, ions de carga oposta se aproximam
da superficie, formando uma dupla camada separada carregada que pode ser
interpretada como uma dupla camada elétrica. O elemento capacitivo € geralmente
substituido por um elemento de fase constante (CPE) para refletir a ndo idealidade
da capacitancia na superficie (DANIELS e POURMAND, 2007). A resisténcia a
transferéncia de elétrons quantifica a barreira eletrostatica e/ou estérica apresentada
para a sonda redox na superficie (Fig. 6b). A impedancia de Warburg, que nao é
geralmente usada com proposta analitica, representa a difusdo imperturbavel da
sonda redox em solugdo em massa em direcdo ao eletrodo, por um gradiente de
difusdo (K'OWINO e SADIK, 2005 e SANTOS; DAVIS e BUENO, 2014).

A instrumentacao para analise das respostas € composta essencialmente por
um potenciostato/galvanostato e um analisador de resposta de frequéncia (FRA) e
este, envia uma onda senoidal de uma determinada tensao de amplitude de AC para
o potenciostato e, simultaneamente, o potenciostato impde a tensao de comando e
mede a resposta atual.

Matematicamente, a impedancia complexa (Z*) é a relagao entre a fungao de
tensdo (V(t) = Vysin(wt)) e a fungdo de resposta de corrente resultante (I(t) =

Iysin(wt + ¢)), ambos em fungao do tempo (Equagéao 1):

% _ V(@) _ Vysin(wt) _ 1
Z'(w) = I(t) Ipsin(wt+@) Y* (1)

Sendo V, e I, sdo os sinais de maxima (amplitude) de potencial e corrente, w
€ a frequéncia angular (w = 2nf), f € a frequéncia, t é o tempo, ¢ € a fase da onda
senoidal e Y* é a admitancia complexa (relacionada com a condutancia complexa do

sistema). A impedancia obtida em diferentes frequéncias gera um espectro de

impedancia (Z*(w)), caracteristico da técnica de EIE. A funcdo Z*(w) é descrita
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como uma série complexa, Z*(w) = Z' +jZ"", em que j =+/—1, Z' e Z" s&o as partes
real e imaginaria, respectivamente. O espectro de impedancia pode ser
representado por seu modulo de |Z|, ou pelo deslocamento de fase ¢, ou mesmo
pelas componentes Z' e Z" em fungao da frequéncia. Para interpretar os resultados
de espectroscopia de impedancia, os dados podem ser analisados de duas
maneiras diferentes: pelo diagrama de Bode, que traca log |Z| e ¢ em fungao de log
f, que representa as respostas de impedancia em funcédo da frequéncia; ou pelo
diagrama de Nyquist, que plota —Z" versus Z' (por convengao, em eletroquimica é
referido como Z" versus Z' e o sinal de menos na —Z'"' é implicito), segundo Santos;
Davis e Bueno, 2014.

Um dos elementos utilizados como sinal analitico em biossensores
impedimétricos é a resisténcia a transferéncia de carga (R.;), que € a resisténcia do
par redox em se reduzir ou oxidar ao trocar elétrons com o metal na superficie do
eletrodo. Essa resisténcia a atividade eletroquimica do par redox aumenta
proporcionalmente com o bloqueio da superficie do eletrodo, obtido pela
imobilizacdo da monocamada, i.e. funcionalizacao pela adigado do anticorpo e adicao
de diferentes concentragbes do analito (Johnson, 2012). Essa abordagem vem
sendo aplicada, por exemplo, para deteccdo de baixos niveis (de picomolar até
femtomolar) de biomoléculas no organismo que indicam o inicio de certas
patologias, permitindo diagndsticos mais sensiveis e do tipo point of care (XU; LUO
e DAVIS, 2013). Elshafey et al., por exemplo, relatou um imunossensor
impedimétrico com baixo nivel de detecg¢ao (0,29 pg/mL em tampéo e 1,3 pg/mL em
tecido cerebral homogeneizado de rato) para um biomarcador de céancer
(ELSHAFEY et al., 2013). Bryan et al., e Fernandes et al., relataram um biossensor
impedimétrico para quantificagdo da CRP (marcador de estado cardiaco e trauma
em geral) em soro diluido com um LOD em niveis de concentracdo na ordem de 176
pM e 0,265 nM, respectivamente (BRYAN et al., 2013 e Fernandes et al., 2014).
Barton e colaboradores desenvolveram um sensivel ensaio impedimétrico (LOD =
1 pg/mL) para PSA, marcador de cancer de prostata (BARTON; DAVIS e HIGSON,
2008).

No presente trabalho de dissertagdo, foi desenvolvido um sensor
impedimétrico utilizando R.. como sinal elétrico mensuravel para detectar a interagao

da biomolécula (anticorpo anti-NS1) com seu ligante (antigeno NS1). Esta
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modificagdo na superficie funcionalizada gera um bloqueio para as reagdes redox
das espécies eletroativas contidas na solugao, resultando em uma alternacéo na
resisténcia a transferéncia de carga, como discutido anteriormente, no segundo

paragrafo deste topico.

2.4. Espectroscopia de Capacitancia Eletroquimica

Espectroscopia de Capacitancia Eletroquimica (ECE) derivada da Impedancia
€ uma técnica que se baseia na conversao dos valores obtidos experimentalmente,
por EIE para valores de capacitancia complexa, realizado por meio de expressdes
matematicas, gerando um segundo espectro que demonstra o efeito de acumulo de
carga do sistema eletroquimico em fungdo da resisténcia a passagem de carga
(BUENO et al.,, 2013). Esta técnica se mostra promissora para a investigagcao
biologica (FERNANDES et al., 2014 e LEHR et al, 2014). O monitoramento
biolégico com ECS tem a vantagem de eliminar a necessidade de uma sonda redox
na matriz biolégica ou no eletrélito. As diferengas entre EIS e ECS sao associadas
com a comunicagao eletroquimica entre a sonda redox e a superficie metalica do
eletrodo (FERNANDES et al., 2014). No entanto, o sinal de transdugdo de ECS
mede a mudanga da capacitédncia redox (C,) das interfaces receptivas redox
confinadas (FERNANDES et al., 2013, FERNANDES et al., 2014, LEHR et al., 2014,
BUENO E DAVIS, 2014a, BUENO E DAVIS, 2014b) e ndo necessita de uma sonda
redox em solugao.

A descricdo geralmente associada com um componente dielétrico, um
componente ativo redox e comparacédo das respostas mais detalhada entre EIE e
ECE sdo mostradas na Fig. 7, (BRYAN et al., 2014 e BUENO; FABREGAT e DAVIS,
2013).
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Figura 7. (a) Representacdo esquematica da impedancia interfacial das interfaces receptivas
utilizadas no monitoramento biolégico. (b) Circuito equivalente capaz de modelar dados do
biossensor impedimétrico onde sonda redox esta presente na solugdo. O elemento Warburg (Z)
representa as caracteristicas de difusdo em massa da sonda redox e Ry é a resisténcia de
transferéncia de carga redox. A resisténcia (s) de eletrolito € modelado em série com a impedancia
interfacial total superior e, geralmente, ndo é importante na analise, uma vez que nao varia. (c)
Circuito equivalente capaz de modelar biossensores eletroquimicos capacitivos. Note que a
capacitancia interfacial de um eletrodo modificado por uma monocamada dielétrica é definida por
duas capacitdncias em série, os da monocamada (C,) e da dupla camada (Cy4) onde Cyq »C,
significando que C,, domina as analises e é, por conseguinte, a Unica representada na capacitancia
do circuito equivalente mostrada nestes modelos de circuitos equivalentes. Além disso, C,, « C; de
uma forma de R; e C; controlar a monocamada dielétrica (ndo faradaica). Fonte: FERNANDES et al.,
2014.

Resumidamente, em ECE a transdugao de sinal, C,, esta relacionada com a
densidade dos estados redox (DOS), cuja ocupagao, por um unico nivel de estados,
€ dada por (BUENO et al.,, 2012; BUENO et al., 2013; BUENO E DAVIS, 2014a;
BUENO E DAVIS, 2014b): (Equagéo 2).

€, = L f-f) 2)

Onde f=n/I'=F(E, pe)={1+exp|[(E, — /Vte)/kBT]}'1 ¢ a funcdo de ocupacao
dada pela funcao Fermi Dirac, n densidade de elétrons ocupada nos centros redox,
e € a carga elementar, k; é a constante de Boltzmann, T & a temperatura absoluta,
I' € a cobertura da superficie molecular redox. Na equacao 2, C, € maximizado
quando f =1/2 e f(1—f) = 1/4, ou seja, no potencial de meia-onda. Além disso,
pode-se notar que f é uma fungdo do potencial quimico dos elétrons, u, e E,, € 0

potencial de centros redox que controla a atividade de acordo com o nivel do



Pagina |40

potencial redox por AG = E, — u., (BUENO et al., 2012; BUENO et al., 2013 e
FERNANDES et al., 2014).

A natureza destas interfaces redox capacitivas podem ser avaliadas pela
conversdo da funcdo complexa de impedancia Z*(w) em capacitancia C*(w)
sabendo-se que C*(w) = 1/iwZ* (w), onde w é frequéncia angular e i =+V-1.
Praticamente, isso consiste em obter dados de impedancia em diferentes
frequéncias Z*(w) no potencial de meia onda (regidao redox) e converté-los em
capacitancia, com seus componentes reais e imaginarios, notando que C = ¢Z e
C' =¢Z ,onde ¢ = (w|Z]|)™ e |Z| é o modulo de Z*. Se uma analise for realizada
fora da janela de potencial faradaica (regido nao redox) € possivel obter o termo C,
puramente, i.e. livre da contribui¢do eletrostatica devido aos ions na interface e isso
se da a partir da subtragdo entre as capacitancias obtidas no potencial da regiao
redox (redox in) e regido nao redox (redox out). E notavel que este componente
capacitivo faradaico é significativamente mais sensivel ao ambiente interfacial, como
em eventos de bioreconhecimento (BUENO et al., 2012 e LEHR et al., 2014).

A interagcdo entre biomoléculas, como por exemplo, antigeno-anticorpo e
lectina-glicoproteina, tem sido analisada por meio da capacitancia redox. Lehr et al.
relataram a fabricagcao de interfaces para a deteccao das proteinas PAP (marcador
de prognéstico para cancer de prostata) e CRP (marcador de estado cardiaco e
trauma em geral) com limites de detec¢do de 11 pM e 28 pM, respectivamente,
diluidas em PBS (LEHR et al., 2014). Santos et al., caracterizaram, por exemplo, a
interacdo entre ArtinM-HRP (1,6 + 0.6) x 10® L mol™") em condicdes de alta diluicdo
de HRP em PBS (150 ug/mL), permitindo o uso da isoterma de Langmuir (SANTOS
et al., 2014). Fernandes et al. construiram interfaces capacitivas para deteccao de
CRP com LOD = 0,240 nM diluidas em PBS (FERNANDES et al., 2014). A hipotese
€ que uma sonda redox confinada em uma SAM tem uma impressao digital de carga
(armazenamento de energia a partir de uma combinagdo do campo eletrostatico
associado com a separagao de carga e um termo quantizado resultante do acesso
de ressonancia para os estados moleculares especificos confinados — C, ou
capacitancia redox) sensivelmente dependentes do ambiente. A mudanga no
ambiente, devido a um evento de bioreconhecimento como antigeno-anticorpo,

perturba a C,, permitindo assim a transducédo do sinal. Esta ideia tem sido usada
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para detectar com sucesso biomarcadores relevantes (LEHR et al.,, 2014,
FERNANDES et al., 2013; FERNANDES et al., 2014 e SANTOS et al., 2014).

Neste trabalho de dissertacao, a técnica de ECS foi aplicada no monitoramento
de interagdes especificas entre o anticorpo-antigénico, demonstrando que o uso de
superficies de reconhecimento com atividade redox é util no desenvolvimento de
meétodos de deteccdo e quantificagdo de biomarcadores (BUENO et al., 2012;
BUENO et al., 2013 e FERNANDES et al., 2013).

3. Objetivos:

O objetivo geral foi desenvolver um biossensor eletroquimico para diagndstico de
dengue.

Os objetivos especificos foram:

1) Construir superficies de reconhecimento utilizando monocamadas auto-
organizadas de alcanotidis para acoplar o anticorpo anti-NS1 tanto para

técnica impedimétrica quanto capacitiva;

2) Construir, utilizando analise impedimétrica, uma curva analitica para interagao
do anticorpo anti-NS1 com diferentes concentragbes de antigeno NS1

diluidos em PBS ou soro sem diluicao.

3) Construir, utilizando analise capacitiva, uma curva analitica para interagao do
anticorpo anti-NS1 com diferentes concentragcdes de antigeno NS1 diluidos
em PBS.

4. METODOLOGIA

4.1. Materiais



Na Tabela 3 é mostrada a procedéncia dos reagentes, solventes e demais

materiais que foram utilizados neste trabalho.

Tabela 3. Reagentes utilizados
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Reagentes Férmula Procedéncia
Molecular
Acido 11-mercaptoundecandico (11-MUA) 95% C11H2,0,S Sigma-Aldrich
6-mercapto-1-hexanol (C60H) 97% CeH1405 Sigma-Aldrich
N-etil N-(dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC) CgH17N3 Fluka
N-hidroxisuccinimida (NHS) 97% C4H5NO3 Sigma-Aldrich
Anticorpo anti-NS1 ab138696 Abcam
Antigeno NS1 ab64456 Abcam
Soro fetal bovino (Fetuina) - Sigma-Aldrich
Gelatina - Shynth
Albumina do soro bovino (BSA) - Sigma-Aldrich
Cloridrato de potassio kCI Sigma-Aldrich
Cloreto de Sodio 99,5% NaCl Sigma-Aldrich
Hidroxido de sédio NaOH Sigma-Aldrich
Peroxido de hidrogénio H,0, Qhemis
Hexacianoferrato (lll) de potassio 99% Ka[Fe(CN)s] Sigma-Aldrich
Hexacianoferrato (ll) de potassio trihidratado 99% K4[Fe(CN)g].3H,O Sigma-Aldrich
Dihidrogenofosfato de potassio KH,PO, Sigma-Aldrich
Monohidrogenofosfato de sédio dodecahidratado Na,HPO,4.12H,0 Sigma-Aldrich
Acido sulfurico concentrado P.A H,SO, Qhemis
Etanol anidro 99,8% C,HgO Sigma
Agua Milli-Q (18,2 MQ a 25°C) H.O Millipore
Aluminas 1 pm, 0.5 pm e 0.03 pm Al,O3 Buehler
16-mercaptohexadecanoico (99%) C16H3,0,S Sigma-Aldrich
11-ferrocenil-undecanotiol (95%) CyH3oFeS Sigma-Aldrich
Perclorato de tetrabutilamoénio TBACIO, Fluka
Acetonitrila CH3CN Synth
Soro Humano - Sigma-Aldrich
Etanolamida NH,CH,CH,OH Sigma-Aldrich
Tetrametilbenzidina C1eH2oN> Sigma-Aldrich
Tween 20 (Monolaurato de polioxietilenosorbitan) CsgH114026 Sigma-Aldrich
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4.1.1. Limpeza do eletrodo

O pré-tratamento dos eletrodos consistiu de um polimento mecéanico em
politriz, usando alumina 1,0 ym, 0,3 um e 0,05 um, até que suas superficies
apresentassem um aspecto espelhado. Apos lavagem com agua, os eletrodos de
ouro foram limpos eletroquimicamente através de uma dessorgao eletroquimica, em
solugdo de NaOH 0,5 mmol/L, variando o potencial entre -1,7 a 0,7 V (vs.
Ag|AgCI|KCI saturado) durante 400 ciclos a 100 mV/s, obtém-se um grafico com o
perfil indicado na Figura 8. Em seguida foram submergidos em etanol sob agitacao,
para redugao de 6xido de ouro, por 20 minutos e finalmente foram submetidos a
uma limpeza eletroquimica em solugéo de H,SO4 0,5 mmol/L, variando o potencial
entre - 0,2 a 0,5 V, durante 25 ciclos de voltamogramas ciclicos, a 100 mV/s. Neste
trabalho utilizou-se um intervalo de fator de rugosidade (F;) entre 1 e 1,3 para que a

area ativa (Aativa) €steja 0 mais proximo da area geométrica (Tkac e Davis, 2008).
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Figura 8. Voltamograma ciclico de limpeza eletroquimica.

4.1.2. Funcionalizagao do transdutor para ensaios impedimétricos

A funcionalizagado do transdutor (eletrodo de ouro) foi realizada por meio da

formagdo de monocamada auto-organizada de alcanotidis. A monocamada
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homogénea foi construida a partir de uma solugédo 1:1, contendo dois alcanotidis, o
acido 11-mercaptoundecandico (11-MUA) e o 6-mercapto-1-hexanol (CsOH) nas
concentragcbes de 2 mM e 2 mM, respectivamente. O MUA foi utilizado para a
ligacdo do anticorpo (anti-NS1) por meio de uma ligagdo entre um grupamento
amina presente na estrutura da proteina e o grupamento carboxilico presente em
uma das extremidades da molécula do alcanotiol. O 6-mercapto-1-hexanol foi
utilizado como espagador entre as moléculas.

A mistura dos alcanotidis foi preparada em etanol e nesta solugdo, o
transdutor foi imerso por um periodo de 16 h. Em seguida, o eletrodo foi lavado com
etanol e solugdo tampdo fosfato salina 0,1 mmol/L com pH 7,4 (PBS).
Posteriormente, o eletrodo foi imerso, em uma solugdo de EDC 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil) carbodiimida e NHS (N-hidroxisuccinimida) com concentragao de
0,4 M de EDC e de NHS 0,1 M respectivamente, por 30 min, para a ativacdo dos

grupamentos carboxilicos presentes no alcanotidl.

4.1.3. Interagcao antigeno-anticorpo por EIE

O eletrodo de ouro modificado com a SAM, foi lavado com PBS (pH 7,4)
mantido por 1 h em solugdo de anticorpo anti NS1 (1 ug/mL em PBS), seguido de
exposi¢cao a uma solugdo 1 mmol/L de etanolamina, por 5 min, para desativagdo do
NHS remanescentes. Posteriormente, ele foi incubado com solugdo de BSA 0,1 %
(Sigla em inglés para bovine serum albumin) por 30 min, para o bloqueio dos
grupamentos carboxilicos remanescentes. Apos este procedimento, o eletrodo foi
imerso em diferentes concentragées do antigeno NS1 (0,01 - 2 pg/mL) diluido em
PBS para construgao da curva analitica em PBS.

Para construcao da curva analitica em Soro, as etapas de ativagdo da SAM e
imobilizagdo do anti-NS1 foram realizadas de forma similar ao experimento em PBS,
seguido de incubagdo com soro sem diluicdo por 30 min para bloqueio dos sitios
inespecificos. Apds a caracterizagao eletroquimica, o eletrodo foi imerso em
diferentes concentragbes do antigeno NS1 (0,01 - 10 pg/mL) diluidos em Soro sem

diluicdo. Entre cada etapa o eletrodo foi lavado com PBS.
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4.1.4. Funcionalizagao do transdutor utilizado para ensaios ECE

Para o experimento com ECE, a funcionalizacdo do transdutor foi realizada
por meio da formagdo de monocamada mista. Para tanto, o eletrodo de Au foi
imerso por 16 h em uma solugdo de 0,2 mM de acido 16-mercaptohexadecanoico
(para ligagao covalente do anti-NS1) e 2,0 mM de 11-ferrocenil-undecanotiol,
utilizado como sonda redox confinada. Em seguida, o eletrodo foi lavado com etanol
e PBS pH 7,4. As etapas seguintes, corresponderam a ativagdo da SAM,
imobilizagdo do anticorpo anti-NS1 e bloqueio com BSA 0,1%, semelhante ao

descrito nos itens 4.1.2 e 4.1.3.

4.1.5. Interagao antigeno anticorpo por ECE

Concentragbes sucessivas do antigeno NS1 (0,005 — 1 ug/mL) foram
adicionadas ao eletrodo funcionalizado descrito no item 4.1.3. Entre cada etapa o

eletrodo foi lavado com PBS.

4.1.6. llustragcao esquematica da funcionalizagcao dos eletrodos por

EIE e ECE

A Figura 9 abaixo mostra em detalhes as diferengas entre EIE e ECE do

ponto de vista da quimica de superficie.
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Figura 9. Representagbes esquematicas comparativas para (a) EIS faradaica e (b) ECE. (a) A
engenharia de superficie impedimétrica faradaica € baseada na resisténcia de transferéncia de
elétrons (R,,) da sonda redox em solugéo para a superficie metalica. (b) A abordagem capacitiva nao
precisa de uma sonda redox em solugdo, mas confinada no eletrodo. A sensibilidade desta
capacidade de carga é utilizada como o repérter de bioreconhecimento vizinho. Fonte: Adaptada de
FERNANDES et al., 2014.

4.1.7. Avaliagcao Eletroquimica

Para os experimentos eletroquimicos foram empregados a Voltametria Ciclica
(CV) e a Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica (EIE) e Espectroscopia de
Capacitéancia Eletroquimica derivada da Impedéncia (ECE).

O sistema usado para as medidas eletroquimicas consistiu de uma célula
eletroquimica com volume de 20 mL e um sistema convencional de 3 eletrodos: o
eletrodo de Ag|AgCl como referéncia, uma placa de platina como contra-eletrodo e
um eletrodo de ouro com 2,0 mm de didmetro, modificado com os filmes
automontados como eletrodo de trabalho (Figura 10). As medidas eletroquimicas
foram realizadas utilizando o potenciostato/galvanostato Autolab, modelo
PGSTAT30 com mddulo de analise de resposta em frequéncia (FRA) para aquisigao

e tratamento de dados (Figura 11).



Pagina | 47

Potenciostato

W=
<
®)
©)

—

Figura 10. Célula eletroanalitica tipica de trés eletrodos para uso em EIE e ECE: (A) eletrodo auxiliar
ou contra eletrodo, (B) eletrodo de referéncia e (C) eletrodo de trabalho. Fonte: Adaptada de Damos;
Mendes e Kubota, 2004.

Figura 11. AUTOLAB® (PGSTAT302N, METROHM®).

Figura 12. Eletrodo de trabalho. Fonte: Metrhom Autolab B. V. Disponivel em:

<http://www.ecochemie.nl/Products/Echem/Accessories/Metal WE.htmlI>. Acesso em: 06/08 2014.

As CVs foram realizadas a uma velocidade de varredura de 100 mV/s, entre a
faixa de -0,1 V e 0,5V, relativo ao eletrodo de referéncia de Ag|AgCl, para obtengao

de respostas qualitativas e quantitativas da interface eletrodo/solucdo. As medidas
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de EIE para monitoramento das interfaces foram realizadas em eletrolito suporte
composto por [Fe(CN)e]s'M' em solucdo, conduzidas na faixa de frequéncia entre
0.01Hz a 1 MHz, com potencial = 0.22 V, aplicado entre os eletrodos de trabalho e
de referéncia, variando a velocidade em fung¢ao do tempo.

Para o experimento por ECE, o eletrélito suporte contido na célula
eletroquimica foi uma solugdo de 20 mmol/lL TBACIOs (perclorato de
tetrabutilaménio) dissolvido em acetonitrila e H,O (20:80). Nao foi usado nenhum
tipo de sonda redox na solugdo TBA e as medidas foram conduzidas na faixa de
frequéncia 0.1 Hz a 100.000 Hz no potencial de meia onda (regido redox) obtidos a
partir das medidas VC (ver Figura 15). Adicionalmente, também foram realizadas
medidas no potencial de 0,1 V (para regido nao redox).

As medidas foram realizadas no potencial = 0.44 V extraidos pela verificagdo
meédia dos picos de corrente na voltametria ciclica da SAM, ou seja, na regido de
potencial com maior atividade faradaica.

Esses procedimentos foram realizados a cada etapa de imobilizacdo da
formagao da monocamada, funcionalizagéo e analise das interagdes.

Os dados gerados foram tratados em software, com o programa Origin 8, para
obtencdo da area real do eletrodo trabalho e fator rugosidade. O Sigma Plot foi
utilizado para tratamento por EIE dos dados e calculo do R.;. O R, foi estimado a
partir do valor de Z’' obtido na frequéncia = 22 Hz.

Para ECE o calculo dos dados foi feito através do sinal de C;, que é obtido a
partir de Z*(w) que & convertido matematicamente a capacitancia usando a relagao
C* (w) = 1/iwZ*(w), em que w é a frequéncia angular e i =+—1 (Bueno et al.,
2013).

Os experimentos com EIE e ECS foram realizados em triplicatas. Os graficos

exemplificam uma das medidas das triplicatas.

4.1.8. Ensaio ELISA

Para avaliagdo da interacdo anti-NS1 e NS1 por teste ELISA as microplacas
foram revestidas com diferentes concentragcdes de antigenos NS1 (0,005 - 5 pg/mL)
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diluidos em tampao carbonato pH = 9,0 (50 uL/pogo), por 16 horas a 4°C. Os pogos
foram lavados quatro vezes com tampao PBS-Tween (PBS, 0,05% de Tween 20,
200 pL/pogo). O bloqueio foi procedido com BSA 0,1% em PBS pH 7,4 (100
ML/pogo) em temperatura ambiente, por 1 hora, seguido de nova lavagem. Em
seguida, foram adicionados 50 pL de anticorpo anti-NS1 (1 pg/mL) por 2 horas em
temperatura ambiente. Os pocgos foram lavados novamente e incubados com anti-
IgG de camundongo marcado com peroxidase, durante 1 hora. Apds lavagem, o
revelador tetrametilbenzidina (TMB) e H,O, foram adicionados a placa. A reagao foi

bloqueada com H,SO,. A leitura foi realizada a 450 nm no leitor de microplacas.

4.2. Resultados e discussao

O principal método utilizado para diagnostico da dengue é o teste soroldgico
por ELISA, sendo considerado o método padrdo preconizado pela Organizagao
Mundial da Saude e adotado pelo Ministério da Saude no Brasil (BRASIL, 2005).

A interagao do anticorpo anti-NS1 com o antigeno NS1, ambos comerciais, foi
inicialmente avaliada por ensaio ELISA. Para tanto, a placa foi revestida com a
proteina NS1, seguido do reconhecimento pelo anticorpo especifico.

Esta curva foi construida utilizando o percentual de variagao da resposta de
interagdo da proteina NS1, aqui nomeado A NS1(%), construida da seguinte forma
(D.0.,— D.0.,)/D.0.,, sendo D.0., a densidade otica obtida na amostra e D.0.,
a densidade o6tica da medida no branco. A Figura 13 apresenta um grafico que
correlaciona A NS1% versus concentragdo do analito, evidenciando uma boa
linearidade entre os pontos e coeficiente de regressao linear de 0,99, confirmando a
interagdo do par comercial antigeno-anticorpo através da verificagdo de um sinal de
dose resposta a medida que a quantidade de antigeno aumentou. Os limites de
deteccdo foram 0.008 pug/mL ou 1,66 x 10" mol/L e quantificagdo 0.03 ug/mL ou
6,25 x 10" moliL, comprovando a sensibilidade da interacdo para este par
comercial. Tal fato demonstra confiabilidade para o uso deste par comercial nos

ensaios subsequentes.
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Figura 13. Curva padrdo para o ensaio ELISA pela interagdo do anticorpo anti-NS1 e o antigeno
NS1. Microplacas de poliestileno foram revestidas com concentragbes de antigenos NS1 (0,005
pg/mL - 5 yg/mL). Apés bloqueio com BSA 0,1% o anticorpo Anti-NS1 (1 pg/mL) foi adicionado,
seguido de incubacao com Anti-IgG de camundongo, marcado com peroxidase. A reacao foi revelada
com TMB e H,0, e bloqueada com acido sulfurico H,SO,. A leitura procedida a 450 nm. Cut off =
0.019. O coeficiente de regressao linear obtido foi 0,99.

4.2.1. Construcao da SAM mista para ensaios de EIE e ECE

A confirmagdo da interacdo antigeno-anticorpo por ELISA nos permitiu
explorar esse sistema usando técnicas eletroquimicas, estas sao capazes de
fornecer uma visdo completa e detalhada das caracteristicas da interface
eletrodo/solugcdo, abrangendo desde o transporte eletrénico em dispositivos
semicondutores, até os estudos de processos cinéticos eletroquimicos (Carvalho;
Andrade e Bueno, 2006). Em biossensores, 0 componente biolégico é imobilizado no
eletrodo de trabalho e a impedéancia ou capacitancia do sistema é analisada como
funcdo da concentragdo do analito desejado em solugdo ou em fungcéo do tempo
(LISDAT e SCHAFER, 2008 e FERNANDES et al., 2013 e FERNANDES et al.,
2014).

Neste trabalho, em um primeiro passo, foi dada atencdo especial a
construcdo das monocamadas auto-organizadas sobre os eletrodos, pois, através
delas, foi feito o acoplamento do anticorpo anti-NS1, possibilitando a funcionalizagao

do eletrodo.
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Neste trabalho alcanotiois foram escolhidos para confecgdo das SAMs. Tiois
ligam-se ao ouro devido a afinidade do enxofre por esse metal. O processo de
formacao dessas monocamadas ocorre em duas etapas: a primeira, rapida, em que
a molécula de tiol é adsorvida na superficie metalica, e a segunda, com duracao de
horas, corresponde ao processo organizacional da monocamada pelas interagdes
intermoleculares entre as espécies adsorvidas adjacentes (ULMAN, 1991).

Para os ensaios de EIE, foi adotada a constru¢cdo de monocamadas mistas,
obtidas pela mistura de dois alcanotidis: 11-MUA e CsOH na propor¢ao 1:1. O
comportamento eletroquimico das monocamadas auto-organizadas sobre eletrodo
de ouro foi investigado por meio da CV utilizando uma espécie redox 1 mmol/L
[Fe(CN)s>™* em solucdo PBS. No eletrodo limpo, sem moléculas imobilizadas em
sua superficie, o par redox forneceu um voltamograma com picos de oxidacéo e
reducao, como ilustra a curva () Au da Figura 14. Nesta mesma figura a curva (—)
SAM, correspondente a monocamada apresentou o bloqueio para o processo redox
do par ferri/ferro e, portanto, evidenciou um elevado grau de recobrimento da

superficie de ouro, como anteriormente verificado por Cancino, 2008 e Santos, 2012.
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Figura 14. Voltametria ciclica do eletrodo de Au modificado com a monocamada mista de alcanotibis
11-MUA + C60OH no potencial -0,1 a 0,5V e velocidade de varredura 100 mV/s, evidenciando o
processo de oxidagcdo e redugdo da espécie eletroativa 1 mmol/L [Fe(CN)B]S'M' em solugdo. O
bloqueio significativo dos processos de oxidagao e redugédo foram gerados a partir da imobilizagao da
SAM mista de 11-MUA e CzOH, na proporg¢do 1:1. No voltamograma estao as correntes de pico
catddico (I,c) em 30 j (WA cm'z) e anddico (lps) no potencial em 0,2 V.
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Para o experimento em ECE a constru¢cdo de monocamadas mistas foi
realizada através de uma mistura na propor¢cdo 1:10 composta por 0,2 mmol/L de
acido 16-mercaptohexadecanoico e 2,0 mmol/L 11-ferrocenil-undecanotiol. Aqui foi
considerado que o sinal do transdutor € derivado de capaciténcia redox (C,) de uma
sonda faradaica confinada (11-ferrocenil-undecanotiol) na monocamada acoplada na
superficie metalica de um eletrodo (Bueno et al., 2013). Assim, o comportamento
eletroquimico das monocamadas auto-organizadas sobre eletrodo de ouro foi
investigado por meio da CV na auséncia de espécie eletroativa em solugao, ou seja,

foi utilizado somente solugao TBA.

Na Figura 15, observa-se um voltamograma caracteristico, em que no
eletrodo limpo, sem moléculas imobilizadas em sua superficie, observa-se um
voltamograma com picos de oxidacao e reducédo pequenos curva () Au da Figura
15. Nesta mesma figura a curva (—) SAM, correspondente a monocamada
apresentou picos de reducao e oxidagao mais intensos quando comparados ao perfil
observado em Au, corroborando com (FERNANDES et al., 2013).
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Figura 15. Voltamograma ciclico da atividade redox existente na monocamada mista de 11-ferrocenil-
undecanotiol + 16-mercaptohexadecandico no potencial -0,2 a 0,8V com velocidade de varredura 100
mV/s medido com eletrodo de referéncia de Ag|AgCI. Voltamograma realizado em solugdo TBACIO,
dissolvido em acetonitrila: H,O 20:80.
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4.2.2. Processo de Imobilizagao do Anticorpo e Bloqueio para
ensaios de EIE e ECE

Apdés a ancoragem das SAMs ao eletrodo foi realizada a ativacdo da
monocamada, especificamente ativacdo do 11-MUA nos ensaios em EIE e 16-
mercaptohexadecanoico para ECS, utilizando solugdo aquosa contendo EDC/NHS.
EDC reage com os grupos carboxilicos formando um éster intermediario instavel,
que quando hidrolisado regenera o grupo carboxilico. Na presenca de NHS, ocorre a
formacéo de éster-NHS, composto mais estavel, permitindo maior eficiéncia na
reacao de imobilizagao de material biolégico (SANTOS, 2012).

Seguido pela ativagao dos grupos carboxilicos, o eletrodo foi funcionalizado
com adicdao do anticorpo anti-NS1, posteriormente o eletrodo foi submetido ao

bloqueio (Figuras 16a e 16b).

Por EIE (Fig. 16a), pode-se verificar a capacidade impedimétrica a
transferéncia de carga promovida pela imobilizacdo do anticorpo anti-NS1. Esta
resisténcia foi aumentada apo6s adi¢ao do bloqueio dos sitios inespecificos com BSA
0,1% em tampao PBS (pH 7,4). Este aumento de R, estimado, resisténcia a
transferéncia de carga estimada, € consistente com um aumento do volume espacial

interfacial associado a imobilizagdo do anticorpo (BRYAN et al., 2013).

Paras os ensaios ECE, o eletrodo funcionalizado pela ancoragem e ativagao
das SAMs, imobilizagdo com anticorpo anti-NS1 e bloqueio com BSA, foi submetido
a medidas impedimétricas realizadas em TBACIO4 dissolvido em acetonitrila: H,O
20:80.

As medi¢des foram realizadas no potencial de meia onda (E12), ou seja, na
regidao de potencial com maior atividade faradaica visualizado através de VC,
conforme mostrado na Figura 15. Os estados das moléculas redox confinadas
determinam o pico de corrente na voltametria ciclica observada na Figura 15 e,
depende da estatistica de Fermi-Dirac (BUENO; MIZZON E DAVIS, 2012 e BUENO;
FABREGAT E DAVIS, 2013). Os valores de C, foram obtidos a partir da projecéo do
didametro do semi-circulo no eixo C' (Fig. 16b), que evidencia uma variagéo para o
sinal capacitivo quando o anticorpo anti-NS1 é imobilizado. A adicdo do bloqueio

com BSA também promoveu variagédo do sinal capacitivo. (Fig. 16b).
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Figura 16. Diagrama de Nyquist, em (a) para os eletrodos utilizados nos testes impedimétricos e (b)
para testes capacitivos. (a) llustragdo da construgdo do biossensor funcionalizado, com faixa de
frequéncia de 0.01Hz a 1 MHz, usando como espécie eletroativa 1 mmol/L [Fe(CN)G]s’M' em solugéo.
A camada mista de alcanotidis (11- Mua + 6COH) foi funcionalizada com anticorpo anti-NS1 (1
pg/mL) e, em seguida, bloqueada com adigédo de BSA 0,1% e (b) Resposta capacitiva para o eletrodo
funcionalizado como em (a), com faixa de frequéncia de 0.01 Hz a 100.000 Hz, as medidas foram
realizadas em solugdo de TBACIO, em acetonitrila: H,O 20:80. A camada mista de alcanotiois (11-
ferrocenil-undecanotiol + acido 16-mercaptohexadecanoico) foi funcionalizada com anticorpo anti-NS1
(1 pg/mL) e, em seguida, bloqueada com adigdo do Bloqueio (BSA 0,1%), e E4» = 0.44.

4.2.3. Interagao do Anticorpo anti-NS1 com diferentes concentragées
de NS1 em PBS

Apos a funcionalizagao dos eletrodos com anticorpo anti-NS1, e bloqueio com
BSA, as interfaces preparadas para EIE foram utilizadas para detectar a proteina
NS1 diluidas em PBS. Para tanto, estes eletrodos foram incubados com
concentracdes crescentes do antigeno NS1. Na Figura 17 observa-se a resisténcia
crescente a transferéncia de carga a medida que as concentragdes de antigeno
foram adicionadas no eletrodo funcionalizado, corroborando com os dados de Bryan

e colaboradores (BRYAN et al., 2013) e Hennessey e colaboradores (HENNESSEY
et al., 2009).
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Figura 17. Interagdo par comercial Antigeno-Anticorpo (NS1 - anti-NS1) por EIE. O eletrodo
funcionalizado (SAM + Anticorpo + Bloqueio) recebeu adicdo sucessiva de diferentes concentragdes
do analito (NS1: 0,01 - 2 pg/mL), a faixa de frequéncia variou de 0.01 Hz a 1 MHz, usando como
espécie eletroativa 1 mmol/L [Fe(CN)6]3'/4' em solugao.

Os valores de R estimado foram extraidos para construgdo da curva
analitica. Esta curva foi construida utilizando o percentual de variacao da resisténcia
a transferéncia de carga, aqui nomeado AR% variagado da resposta, construida da

seqguinte forma (R Reep)/Reep » S€NdO R, a resisténcia de transferéncia de

cta
carga obtida na amostra e R, a medida no branco. A Figura 18 apresenta um
grafico que correlaciona AR% versus concentragdo do analito, evidenciando uma

boa linearidade entre os pontos com coeficiente de regressao linear (r?> = 0,99).

Os limites de detecgdo (LOD = 0,003 ug/mL ou 6,25x10"" mollL) e
quantificagdo (LOQ = 0,006 pug/mL ou 1,25 x107'° mol/L) mostrados na Tabela 4
foram bons para a deteccdo da proteina NS1, quando comparados com valores
encontrados anteriormente na literatura, visualizados na Tabela 2 (LONG e
WINEFORDNER, 1983).
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Figura 18. Curva padrdo do imunossensor para proteina NS1 do virus da dengue em PBS.
Comparacao dos valores da porcentagem (%) de variagdo da resisténcia de transferéncia de carga
em funcdo das diferentes concentracbes do antigeno NS1. Eletrélito composto por 1 mmol/L
[Fe(CN)5]3'/4' em solugdo PBS pH 7.4. O coeficiente de regresséo linear obtido foi 0,99.

Para o controle da especificidade do anticorpo anti-NS1, foi utilizado uma
proteina irrelevante (Fetuina) em substituicdo a NS1 (Fig. 19a). A concentragao
utilizada de Fetuina foi 2 ug/mL, correspondente a concentragdo maxima de NS1
como descrito acima.

Neste sistema n&o houve interagdo significativa entre o anticorpo anti-NS1 e
Fetuina, visto que os valores da alteragdo em percentual da resisténcia a
transferéncia de carga encontrado foi baixo (AR = 2,2%), quando comparados com a

interacdo do NS1 (AR = 46,0%) como ilustrados na Figura 19b.
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Figura 19. Interagdo do anticorpo anti-NS1 e fetuina sobre o eletrodo funcionalizado. (a) Analise por
EIE, com faixa de frequéncia de 0.01Hz a 1 MHz, usando como espécie eletroativa 1 mmol/L
[Fe(CN)6]3'/4' em solugdo. A camada mista de alcanotitis (11-Mua + C60H) foi funcionalizada com
anticorpo anti-NS1 (1 pg/mL), bloqueado com BSA 0,1% e incubada com Fetuina na concentragao 2
pg/mL. (b) Grafico de barras representativo para resposta do biossensor frente a incubagéo de
diferentes espécies (anticorpo anti-NS1 (Branco), Fetuina e antigeno NS1). R,, corresponde ao R, do
sensor apds a incubacdo das espécies e Ry corresponde ao R, do sensor apés a incubacdo do

anticorpo anti-NS1.
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4.2.4. Curvas eletroanaliticas em Soro

Uma vez construida a curva analitica em PBS, o proximo passo foi a
construgcédo da curva utilizando adigao sucessiva do analito NS1 (0,01 - 10 ug/mL)
diluidas em Soro comercial sem diluigdo, visando uma aplicagao diagndstica futura
da dengue. Para tanto os eletrodos funcionalizados com anticorpo anti-NS1 e
bloqueados com BSA foram utilizados para detectar a proteina NS1 em Soro. O
primeiro ponto da curva foi feito com a incubagdo somente com o Soro, na auséncia
do NS1.

Na Figura 20a, observa-se que a resisténcia a transferéncia de carga néao
variou com as concentragcdes sucessivas do NS1, impossibilitando a extragao dos

valores de R.; estimado.

A substituicdo do bloqueio com BSA por Gelatina (Fig. 20b) foi realizado com o
intuito de espagar os valores de R, de cada concentragdo, uma vez que a gelatina
induz menos adsorgao inespecifica comparada ao BSA. Contudo, essa troca de

bloqueio ndo gerou uma alteragao significativa do padrao anteriormente observado.

6 .
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Figura 20. Interagdo par comercial Antigeno-Anticorpo (NS1 - anti-NS1) por EIE. (a) O eletrodo
funcionalizado (SAM + Anticorpo + Bloqueio + Soro sem diluicdo) recebeu adigdo sucessiva de
diferentes concentragbes do analito (NS1: 0,01 pg/mL - 1 yg/mL), a faixa de frequéncia variou de
0.01Hz a 1 MHz, usando como espécie eletroativa 1mmol/L [Fe(CN)s]*™ em solug&o. (b) Mesmas
condi¢des usando Bloqueio com Gelatina 0,1% em substituicao ao BSA.

Por ndo ter sido observado variacbes nos valores de R, estimado nas
diferentes concentracées de NS1, mesmo substituindo o bloqueio com BSA por
gelatina 0,1%, optou-se por realizar a curva analitica, utilizando apenas o soro sem
diluicdo (1° ponto) como bloqueio do sistema. Pois possivelmente tanto na utilizagéo
do BSA quanto Gelatina podem ter gerado o bloqueio total da superficie do eletrodo,
impossibilitando a retirada dos valores de R.;, como observado nas Figuras 20a e
20b.

Por EIE, pode-se verificar a capacidade impedimétrica a transferéncia de
carga promovida pela monocamada funcionalizada e pelas sucessivas imobilizagdes
das concentragdes da proteina NS1 diluidas em soro, pelo aumento da resisténcia a
transferéncia de carga apds cada incubagao do eletrodo (Fig. 21), como observado
em outros trabalhos (CAVALCANTI et al., 2012).
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Figura 21. Interagdo par comercial Antigeno-Anticorpo (NS1 - anti-NS1 utilizando método EIE. O
eletrodo funcionalizado (SAM + Anticorpo + Bloqueio) recebeu adigdo sucessiva de diferentes
concentragdes do analito (NS1: 0,01pg/mL - 1 uyg/mL) diluidas em Soro, a faixa de frequéncia variou

de 0.01Hz a 1 MHz, usando como espécie eletroativa 1mmol/L [Fe(CN)e]

O bloqueio foi realizado com o proprio soro.

314

em solugéo PBS pH 7.4.

Os valores de R, estimado foram extraidos para constru¢cdo do grafico que

correlaciona a resisténcia a transferéncia de carga e a concentragdo do analito (Fig.

22). A reta deste grafico forneceu um 2= 0,97 e o Ultimo ponto da concentragéo

(2 pg/mL) foi excluido pela falta de reprodutibilidade.

Na presenca de soro nao diluido LOD e LOQ apresentam valores com limites

de detecgao de 0,03 pg/mL (6,25 x 107"° mol/L) em soro e os limites de quantificagéo
foram 29,56 pg/mL (6,16 x 107 mol/lL) em soro (Tabela 4) (LONG e

WINEFORDNER, 1983).
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Figura 22. Curva padrao obtida por EIE do imunossensor para proteina NS1 do virus da dengue em
presenga de Soro sem diluicdo. Comparagdo dos valores da % de variagdo da resisténcia a
transferéncia de carga em fungéo das diferentes concentragdes do antigeno NS1. Eletrolito composto
por 1mmol/L [Fe(CN)6]3'/4' em solugdo. O coeficiente de regresséo linear obtido foi 0,97.

Os resultados de LOD foram maiores que o da NS1 diluida em PBS, porém
favoraveis, quando comparados a outras metodologias para detecgdo da proteina
NS1 (SU et al., 2003; WU et al., 2005; TAI et al., 2006 e DIAS et al., 2013), mesmo
levando em consideragcao que todas as referéncias utilizaram soro diluido e neste
trabalho foi utilizado soro sem diluigdo. O alto resultado obtido de LOQ (29,56
pMg/mL) pode estar relacionado com a ocorréncia de interferéncias no sistema,
possivelmente devido a complexa composi¢cao do soro. Embora exista um numero
elevado de métodos para diagndstico da dengue em meio biolégico, como detecgao
da proteina NS1 utilizando EIE (CAVALCANTI et al., 2012) e detecgdo da proteina
NS1 do virus da dengue por Microbalanga a cristal de quartzo (DIAS et al., 2013),
nao existe nenhum relato prévio de método label free impedimétrico para deteccao
de dengue que tenha fornecido uma boa linearidade na resposta utilizando meio
biolégico complexo nao diluido (TELES, 2011), com claros impactos positivos no

desenvolvimento de métodos point of care.
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4.2.5. Curvas analiticas: anti-NS1 com diferentes concentragées de
NS1 em PBS utilizando a técnica ECE

Com o intuito de construir um dispositivo de deteccédo ainda mais sensivel, o
método analitico utilizando a técnica ECE foi proposto. Para tanto, apdés a
funcionalizacdo dos eletrodos com anticorpo anti-NS1, e bloqueio com BSA, as
interfaces preparadas para ECE foram utilizadas para detectar a proteina NS1
diluidas em PBS.

Estes eletrodos foram incubados com concentragdes crescentes do antigeno
NS1. As medidas foram realizadas na auséncia de espécie eletroativa na solucao e
realizadas no Eqp. Pela Figura 23 é possivel observar variagao significativa da
capacitancia entre cada ponto, sugerindo interagdo dose-resposta do antigeno-
anticorpo, corroborando com os dados de Fernandes et al., 2013; Lehr et al., 2014;
Fernandes et al., 2014; Santos et al., 2014, para resposta de interagcdao de
biomarcadores relevantes. C, pbde ser detectado como consequéncia da
capacidade de armazenamento de energia eletroquimica desta interface e o sinal

analitico pode ser convertido em capacitancia redox (C,), (BUENO et al., 2013).

Os valores da variacdo do sinal de capacitancia C, foram extraidos para
construgédo da curva analitica. Esta curva foi construida utilizando o percentual de
variagdo da capacitancia redox, aqui nomeado 1/AC,% variagdo da resposta,
construida da seguinte forma (1/C,, —1/C,,)/(1/C: ), sendo C,, a capacitancia
redox obtida na amostra e C,, a medida no branco. A Figura 24 apresenta um
grafico que correlaciona 1/AC,% versus concentragado do analito, evidenciando uma

boa linearidade entre os pontos com coeficiente de regressao linear (r? = 0,983).

Os limites de deteccdo (LOD = 0,0005 ug/mL ou 1,04x10"" mol/L) e
quantificagdo (LOQ = 0,003 pg/mL ou 6,25x10™"" mol/L) mostrados na Tabela 4
(LONG e WINEFORDNER, 1983) colocam a técnica de ECE como favoravel para a
deteccdo da proteina NS1, quando comparada aos valores encontrados
anteriormente na literatura (Tabela 2). Os resultados de LOD e LOQ foram
satisfatérios, quando comparados a outros biossensores utilizando a técnica de ECE
para deteccao de biomarcadores relevantes (LEHR et al., 2014 e FERNANDES et
al., 2014).
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Figura 23. Diagrama de Nyquist. Interagdo par comercial Antigeno-Anticorpo (NS1 - anti-NS1)
utilizando método ECE. O eletrodo funcionalizado (SAM + Anticorpo + Bloqueio) recebeu adigéo
sucessiva de diferentes concentragbes do analito (NS1: 0,005ug/mL - 1 pg/mL) diluidas em PBS, a
faixa de frequéncia variou de 0.01 Hz a 100.00 Hz, as medidas de capacitancia foram realizadas em
TBACIO, dissolvido em acetonitrila: H,O 20:80. C,. foi obtido a partir dos diametros dos semicirculos.
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Figura 24. Curva padréo obtida por ECE. Comparacdo do percentual de variagdo da parte real da
capacitancia redox em fungao da variagdo da concentragdo da proteina alvo, relatando o C, para
proteina NS1 do virus da dengue diluido em PBS. O coeficiente de regressao linear obtido foi 0,983.
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4.2.6. Analise comparativa dos limites de detec¢ao e quantificagao
obtidos por EIE e ECE

A Tabela 4 resume os valores de limites de deteccdo e quantificagcdo para
detecgdo da proteina NS1 utilizando as técnicas EIE e ECS. Os limites foram
calculados de acordo com as recomendacdes da IUPAC (LONG e WINEFORDNER,
1983): LOD [(3,3xy) —a]/b e LOQ = [(10x y) — a]/b sendo "y" o desvio padrao

das medicdes do ensaio em branco, “a” o coeficiente linear das medigcdes e "b" o

coeficiente angular da curva padréo obtido para cada metodologia.

De acordo com os resultados obtidos, para EIE a diluicdo de NS1 em PBS
apresentou bons limites de detecgao (LOD) e quantificagdo (LOQ) para NS1, porém,
quando adicionadas em soro total os valores foram um pouco menores, pois
apresentaram (LOD) de 0,03 pg/mL ou 6,25x107"° mol/L e (LOQ) de 29,56 pg/mL ou
6,16x107 mol/L.

Comparando os resultados obtidos para os experimentos de deteccdo da
proteina NS1 em PBS, o experimento em ECE se mostrou mais sensivel, com LOD
de 0,0005 pg/mL e LOQ de 0,003 pg/mL, quando comparados ao experimento em
EIE, com LOD de 0,003 ug/mL e LOQ de 0,006 pg/mL. Com uma diferenga de LOD

de 6 vezes mais sensivel e LOQ de 2 vezes mais sensivel para os ensaios em ECE.

Tabela 4. Parametros analiticos para detecg¢édo da proteina NS1

NS1 em PBS (EIE) NS1 em Soro (EIE) NS1 em PBS (ECE)
Hg/mL mol/L Hg/mL mol/L pg/mL mol/L
Faixa Linear 0,01-2 2,1x10"° -4,2x10® 0,01-1 2,1x10"° - 2,1x10° 0,005 - 1 1,04x10"°- 2,1x10°®
L.O.D 0,003 6,25x10" 0,03 6,25x107" 0,0005 1,04x10™"

L.0.Q 0,006 1,25x10™" 29,56 6,16x10” 0,003 6,25x10™"
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A deteccdo direta de biomarcadores relevantes em fluidos bioldgicos é
altamente desejavel, no entanto, do ponto de vista pratico, esta perspectiva requer
exigéncias e cuidados, pois as medi¢cdes sao dificultadas em amostras bioldgicas,
como o soro (especialmente 100% como no caso realizado aqui por EIE). Porém,
em condigdes diluidas (10% até 50%) as respostas foram promissoras na
construgdo da curva de padrao como descrito por (XU; LUO e DAVIS, 2013 e
BRYAN et al., 2013).

Independente do estado de diluigdo da amostra, o emprego de tecnologia
microfluidica em dispositivos point-of-care e em analises laboratoriais podera permitir
inferir a positividade da doenca ja que é possivel controlar o nivel de diluigao in situ
na analise, permitindo a possibilidade de detectar moléculas numa faixa de
concentracdo ampla com pequeno volume de amostra e de forma rapida e eficiente.
A microfluidica permite manipular com precisdo quantidades muito pequenas de
fluidos em micro escala. Ela permite rapida execugcao e resposta, apresenta boa
eficiéncia, sensibilidade e portabilidade, economia de amostras e reagentes,
possibilidade de escalonamento, multiplexacdo e automacao (NAHAVANDI et al.,
2014).

4.2.7. Consideragodes Finais

Os resultados obtidos mostram um bom desempenho na aplicacdo da técnica
eletroquimica impedimétrica e capacitiva para o desenvolvimento de biossensores
funcionalizados capazes de detectar antigenos NS1 da dengue. Neste trabalho foi
desenvolvido um método label free para diagnostico da proteina NS1, da dengue,
pela técnica EIE e ECE, apresentando boa sensibilidade para rastreamento de NS1
diluido em PBS. Para aplicagao da técnica diretamente em Soro nao diluido ajustes
na engenharia de superficie poderao oferecer melhores resultados em um breve
futuro, bem como propiciara a avaliacdo de amostras de soros nao diluidas pela
técnica ECE, i.e. com grande potencial para aplicagdes em diagndsticos do tipo point
of care. O diagndstico mais rapido e preciso podera propiciar um tratamento mais
especifico, além de contribuir para as avaliagbdes epidemioldgicas e controle da
doencga.
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