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Sumario: Neste estudo foi desenvolvido um imunossensor voltamétrico baseado em
camada automontada de cisteina (Cys) e nanoparticulas de ouro (AuNps) modificadas com
acido mercaptobenzéico (AMB) para a deteccdo do sorotipo 1 do virus da dengue
(DENV1). A técnica de voltametria ciclica (VC) foi utilizada para a caracterizacao
eletroquimica das etapas de montagem do sistema sensor e para avaliar sua bioatividade
frente as amostras bioldgicas. As analises voltamétricas foram realizadas a uma faixa de
potencial de -0,2 a 0,7 V e velocidade de varredura de 50 mV.s™. A interacdo do
imunossensor com o sorotipo DENV1 resultou em alteracbes nos valores das correntes
amperométricas, indicando o processo de reconhecimento bioespecifico entre o anticorpo e
antigeno. Portanto, verifica-se o potencial de aplicabilidade do imunossensor para a
deteccdo do virus da dengue diretamente no soro de pacientes infectados com elevada
sensibilidade e seletividade.
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INTRODUCAO
A dengue é uma doenca febril aguda considerada um grave problema de saude publica nos
paises tropicais e subtropicais. O virus causador da dengue pertence ao género Flavivirus,
familia Flaviviridae e possui cinco sorotipos geneticamente distintos (DENV1, DENV2,
DENV3, DENV4 e DENV5) responsaveis por ocasionar trés sindromes clinicas: dengue
classica, dengue hemorrégica e sindrome do choque da dengue. Considerando que a
dengue possui um amplo espectro clinico, a obtencdo de um diagndstico preciso € essencial
para a implementacdo de estratégias terapéuticas eficazes [1].
Neste cenario, 0s biossensores destacam-se por serem dispositivos capazes de fornecer
informacgdes analiticas sobre substancias alvo com elevada sensibilidade, seletividade,
baixo custo e rapida analise. Inumeros elementos bioldgicos que podem ser utilizados para
a construcdo de sistemas biossensiveis. No entanto, os anticorpos representam uma das
principais classes de biomoléculas usadas para a obtencdo de biossensores com elevada
especificidade, comumente denominados de imunossensores [2].
Atualmente, plataformas nanoestruturadas baseadas em moléculas biocompativeis e
nanomateriais tém sido desenvolvidas para aumentar o desempenho analitico de
biossensores. Uma alternativa inovadora é o uso de nanoparticulas modificadas com
grupos quimicos capazes de orientar a estruturacdo da plataforma e permitir a ancoragem
de biomoléculas através de ligacdes quimicas especificas. Entre as diversas nanoparticulas,
destacam-se as AuNps que possuem excelentes propriedades para o interfaceamento do
reconhecimento  bioloégico. As principais caracteristicas das AuNps sdo a
biocompatibilidade, elevada relacéo entre superficie e volume que proporciona uma maior
area eletroquimicamente ativa e atuam como agentes para a transferéncia direta e efetiva
de elétrons entre o eletrodo e a biomolécula [3].
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Em decorréncia da alta incidéncia, cerca de 50 a 100 milhdes de infeccdes por ano
em mais de 100 paises endémicos, a dengue é considerada a mais importante virose
transmitida por artropodes que afeta 0 homem em termos de morbidade e mortalidade.
Portanto, o desenvolvimento de novas tecnologias de detecgdo é de grande interesse para a
salde publica.

MATERIAIS E METODOS

A técnica de VC foi escolhida para a caracterizacdo eletroquimica das diferentes
etapas de construcdo do imunossensor. As medidas voltametricas foram realizadas em um
Potenciostato/Galvanostato Autolab 128N, associado a uma célula eletroquimica
convencional de trés eletrodos imersos em 20 mL de solucdo de ferro-ferricianeto de
potéssio a 10 mM (pH 7,4), atuando como sonda redox. O eletrodo de ouro foi utilizado
como eletrodo de trabalho, o eletrodo de Ag/AgCl saturado com KCl a 3M e o eletrodo de
platina foram usados, respectivamente, como eletrodo de referéncia e contra-referéncia. As
analises foram registradas em uma faixa de potencial de -0,2 a 0,7 V e velocidade de
varredura de 50 mV.s™.

Para a preparacdo do imunossensor, inicialmente, o eletrodo de ouro foi
cuidadosamente polido em um disco de feltro com uma suspensdo de alumina (Al,O3) a
0,05 uM, em seguida, enxaguado com agua ultrapura, submetido a um banho de ultrassom
durante 10 minutos para a remocdo de particulas residuais e seco ao ar. Em sequéncia, a
superficie de ouro do eletrodo de trabalho foi imersa por 15 minutos em solucéo de Cys a
30 mM e pH 7,4. Apos a formagdo da camada automontada de Cys, foram adicionados 2
pL de solucdo aquosa de 1-etil-3-[3-dimetilaminopropil]carbodiimida (EDC) a 0,4 M e N-
hidroxisuccinimida (NHS) a 0,1 M, em uma proporcao de 1:1 (v/v) durante 10 minutos.
Em seguida, 5 pL da solucdo de AuNps:AMB foram adicionados sobre a monocamada de
Cys ativada com EDC e NHS por 60 minutos. Posteriormente, a solucdo de EDC e NHS
foi acrescentada sobre a plataforma nanoestruturada de Cys-(AuNps:AMB) para a
imobilizacdo quimica dos anticorpos anti-DENV1. Nesta etapa, foram adicionados 5 pL da
amostra de anticorpo monoclonal por 40 minutos para obtencdo do sistema sensor Cys-
(AuNps:AMB)-AntiDENV1. A sensibilidade do imunossensor Cys-(AuNps:AMB)-
AntiDENV1 foi avaliada através de estudo de reconhecimento bioespecifico com o
sorotipo DENV1 em diferentes dilui¢bes (1:10, 1:25, 1;50, 1:75 e 1:100). O virus da febre
amarela (YF) foi usado como controle negativo para a verificacdo da seletividade do
imunossensor. Em adicdo, foi verificada a capacidade de biodeteccdo do imunossensor
diretamente no soro de pacientes infectados com o sorotipo DENV1. Nestes ensaios de
bioatividade, o imunossensor foi exposto a 5 puL de cada amostra por 15 minutos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A figura 1 demonstra os voltamogramas ciclicos para cada etapa de montagem do
imunossensor. A partir da caracterizacdo voltamétrica, pode-se observar uma mudanca no
comportamento eletroquimico do eletrodo de ouro apds a adsorcdo das moléculas de Cys.
Verifica-se uma reducéo significativa das correntes de pico anddica e catddica que sugere a
formagdo de uma camada auto-organizada de Cys sobre a superficie de trabalho,
blogqueando parcialmente o processo de oxido-reducdo dos eletrolitos na dupla camada
elétrica. Os grupos amino (-NH2) das moléculas de Cys permitem a ligacdo covalente com
0s grupos carboxilicos (-COOH) do AMB presente nas AuNps. Ao adicionar as AuNps
modificadas com AMB sobre o eletrodo com Cys, foi observado um aumento no sinal de
corrente devido as propriedades condutoras das nanoparticulas metélicas e a presenca de
um anel aromatico na molécula do AMB que facilita a transferéncia de elétrons na
interface eletrodo-solucdo. Os anticorpos anti-DENV1 foram ancorados sobre a plataforma
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nanoestruturada Cys-(AuNps:AMB) através de ligacdes covalentes entre grupos amino
terminais de seus aminoécidos e grupos carboxilicos do AMB. Apo6s a imobilizacdo dos
anticorpos monoclonais houve um consideravel decréscimo dos picos voltamétricos em
decorréncia da baixa penetracdo da sonda redox no sistema Cys-(AuNps:AMB)-
AntiDENV1.
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Figura 1. Caracterizagdo voltamétrica das etapas de montagem do imunossensor Cys-(AuNps:AMB)-Anti
DENV1.

Para determinar a capacidade de reconhecimento bioespecifico do imunossensor, o
dispositivo foi exposto ao virus DENV1 em diferentes dilui¢cdes (1:10, 1:25, 1:50, 1:75 e
1:100). Apos a interacdo do imunossensor com as amostras virais, pode-se observar uma
diminuicdo nos valores das correntes de pico e uma reducdo nas areas voltamétricas, sendo
estes decréscimos proporcionais aos menores fatores de diluicdo das amostras (Figura 2).
Segundo Luna et al. (2015) a formacdo de complexos moleculares com propriedades ndo
condutoras, como por exemplo, os complexos de anticorpo-antigeno, reduzem o fluxo de
elétrons para o transdutor e alteram a resposta eletroquimica do sistema [4]. Assim, pode-
se verificar a capacidade de biodeteccdo e a sensibilidade do imunossensor frente ao virus
DENV1.
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Figura 2. Voltamogramas ciclicos obtidos apds a exposi¢do do imunossensor Cys-(AuNps:AMB)-Anti
DENV1 ao sorotipo 1 do virus da dengue em varidveis diluigdes (1:10, 1:25, 1:50, 1;75 e 1:100).

Para avaliar a seletividade, o imunossensor foi exposto ao virus da febre amarela,
um flavivirus da mesma familia do virus da dengue responsavel por causar resultados
falso-positivos em métodos convencionais de diagnostico para dengue. Apdés a interacdo do
imunossensor com o virus da febre amarela foi observada uma mudanca sutil na resposta
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voltametrica, refletindo a seletividade do sistema sensor Cys-(AuNps:AMB)-AntiDENV1
(Figura 3).

Em adicdo, a capacidade de biodeteccdo do imunossensor foi verificada frente a
amostras clinicas de pacientes infectados com o sorotipo DENV1. Como demonstrado na
figura 3, apds o processo de reconhecimento molecular foi obtido um voltamograma
ciclico menos sigmdide e uma redugdo no sinal de corrente. Estes resultados sugerem a
formacdo de imunocomplexos na superficie do sistema sensor, demonstrando que o
biodispositivo é capaz de reconhecer o sorotipo DENV1 na presenca de interferentes.
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Figura 3. Analise voltamétrica da bioatividade do imunossensor Cys-(AuNps:AMB)-Anti DENV1 frente ao
soro de paciente contaminado com o sorotipo DENV1 e a amostra viral purificada. Em adicéo, a seletividade
do imunossensor foi avaliada ap0s sua exposicédo ao virus da febre amarela.

CONCLUSOES

Um imunossensor voltamétrico baseado em camada automontada de Cys e AuNps
modificadas com AMB foi desenvolvido com sucesso para a deteccdo do sorotipo | do
virus da dengue. As analises voltamétricas possibilitaram a caracterizacdo das etapas de
montagem do sistema sensor Cys-(AuNps:AMB)-AntiDENV1 e evidenciaram sua
capacidade de reconhecimento bioespecifico. Em adicdo, o imunossensor foi capaz de
fornecer informacBes analiticas qualitativas ou semi-quantitativas com elevada
especificidade, sensibilidade e seletividade. Portanto, o biodispositivo nanoestruturado
desenvolvido pode ser considerado uma ferramenta alternativa para o diagnostico
molecular da dengue em laboratérios clinicos e centros de pesquisa.
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