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Sumario: O Brasil é carente de métodos de diagndstico répedeficazes em relacdo as
doencas de alta morbimortalidade. Comparado ag#scnonvencionais, 0s biossensores
tém sido reconhecido como alternativas mais afratipor permitirem resultados diretos
sem ensaios ou provas bioquimicas. Neste trabahoeélizada a construcdo de um
imunossensor eletroquimico baseado na associacgpolidoero condutor polipirrol a tinta
de carbono utilizada na confeccao do eletrodo gataccao da proteina nao-estrutural 1
do virus dengue, com a intengcdo de posteriormeansferir esta tecnologia aos sensores
interdigitados. Foram utilizadas técnicas analitidais como, voltametria ciclica, para
obtencdo dos principais resultados. O imunossepsgposto representa um método
sensivel e eficaz na deteccao do NS, importantasesaguda da infecgao.
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INTRODUCAO
Nos Ultimos anos, as ciéncias analiticas experimnenum avanco relacionado a
capacidade de obtencao de informacbes quimicasivarsas sistemas, proporcionando
um elevado desenvolvimento na deteccdo de pequer@sculas, resultando na
automacdao, miniaturizacao e simplificacdo do ama&ih estudo (MURPHY, 2006). Neste
contexto, os biossensores adquirem bastante atenigdportancia devido a possibilidade
de avaliacdo de processos sintéticos ou biologlidANG et al., 2000).

De acordo com a definicdo proposta pela Uni#ernacional de Quimica Pura e
Aplicada, os biossensores sdo um grupo de sensmi@sicos que sdo capazes de
proporcionar informacdo analitica quantitativa oemisquantitativa, utilizando um
elemento de reconhecimento biologico (como enzimasticorpos, proteinas ou
microorganismos) em contato a transdutores (queemoder o6pticos, eletroquimicos,
térmicos, etc) que convertem o sinal da reacadd@ich ou bioquimica em um sinal
elétrico passivel de ser quantificado e amplific(REREIRA, SANTOS & KUBOTA,
2002). Quando anticorpos ou fragmentos de antisosfo utilizados como elementos de
reconhecimento molecular para seus analitos egmgeErifantigenos) nos biossensores,
estes dispositivos sdo denominados imunossensonggssuem alta confianca devido a
grande especificidade da reacdo antigeno-anticorpo.

No desenvolvimento de imunossensores, azag#io de matrizes poliméricas na
construcdo de plataformas sensoras nanoestrutusdagerado novas possibilidades para
exploracdo de superficies eletrodicas com acensuard@riedades eletroquimicas (SILVA
et al., 2014). Em particular, polimeros condutocespo polipirrol (PPi), tém se destacado
por apresentarem atividade redox intrinseca podeeiar superficies eletrocataliticas
guando em associacao a tinta de carbono utilizadsonfec¢do dos eletrodos impressos.
Como vantagens, o PPi possui uma facil deposigimoglimica, facilidade de controle na
espessura dos finos filmes obtidos, mesmo quankiadp diretamente sobre o eletrodo
previamente fabricado. (CHANDRASEKHAR, 1999).
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Considerando que a dengue é um problema d#e gaiblica mundial, apresentando
cerca de 50 a 100 milhdes de casos por ano, e doiind@s pessoas em risco de infeccao,
principalmente em regides tropicais e subtropicaste projeto teve como objetivo
desenvolver um imunossensor, teste rapidoinf-of-care testing). A proteina nao-
estrutural 1 (NS1) do virus dengue € um importamdecador precoce da fase aguda da
doenca, encontrado em altas concentracfes no salegpessoas infectadas logo nos
primeiros dias da doenca.

MATERIAIS E METODOS
1- Confeccao dos eletrodos impressos
Os eletrodos impressos (EICPPy) foram feitos emsuporte de PET (politereftalato de
etila), previamente moldado com superficie adesivéinta de carbono foi misturada ao
PPy (polipirrol) na concentracdo de 2,5%. Antesagdicar a mistura no suporte, a
superficie de PET foi limpa com alcool 70% a fimrd#rar qualquer possivel impureza.
ApoOs a impressao da tinta, os eletrodos foram stibosed secagem em estufa a 60°C, por

20 minutos.

1em N
Molde Impressao da Secagem da tinta,
Suporte de PET Tinta de carbono 60°C, por 20 min
+ 2,5% Polipirrol

4 cm

Figura 1. Representacéo esquematica da confecsd@atoodos impressos de carbono com PPy

2- Limpeza eletroquimica dos eletrodos impressos

Previamente a sua utilizacdo nos ensaios glétrocos, o EICPPy foi submetido a um
procedimento eletroquimico de limpeza. Foram radbs 40 ciclos voltamétricos, na faixa
de potencial de -2 a 2 V, em KCIl 100mM. Anélises Y8 em Ks[Fe(CN) /K Fe(CN)]
(0,05 M) preparado em KCI (0,1M) foram realizada®sapré-tratamento eletroquimico
para caracterizacdo do perfil dos picos redox etazlo.

3- Imobilizagéo do Anti-NS1 no EIC-PPy

Uma solucéo de anticorpos anti-NS1 (10 mg/foLjratada com uma solucdo de EDC
(N-etil-N"-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida) 2mM e NHSN\-hidroxi succinimida)
5mM, diluida em tampé&o PBS (10 mM, pH 7,4), durd&fianinutos, para a ativacédo dos
grupos carboxilicos.

Uma aliquota de L da solucdo de anti-NS1 foi pipetada na superfioesletrodo e
incubada por 60 minutos em camara umida, tempagisafe para ocorrer a ligagdo entre
0s grupos carboxilicos do anti-NS1 e os grupameartosa do PPy presentes no eletrodo.

4- Caracterizagéo eletrogquimica do imunossensor

A caracterizacao eletroquimica foi realizadapeio da técnica de voltametria ciclica.
Todos os voltamogramas do imunoensaio eletroquifoi@n realizados em FFe(CN)
IK4Fe(CN)] (5 mM) preparado em KCI (0,1 M), na faixa deeutial de -0,6 a 1 V, sob
velocidade de varredura de 50 mV/s.

RESULTADOS E DISCUSSAO
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A incorporagdo do polipirrol a tinta de carbomesultou em um aumento de
aproximadamente 52% da densidade de corrente &FRr(a)). O EICPPy se mostrou
altamente reprodutivel e ofereceu métodos sensideisdeteccdo de analitos alvo,
mantendo a producdo de baixo custo por meio ddagsda economia. O desvio padréo
relativo das medicbes para dez eletrodos foi de%2,%ugerindo precisdao e
reprodutibilidade aceitaveis. Ambos o0s resultadoslepm ser atribuidos ao uso do
polipirrol em conjunto com a tinta de carbono, dastando que polimero contribui
consideravelmente para melhor transferéncia deacanglhorando o desempenho técnico
do eletrodo.
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Figura 2. A: (a) EIPPy; (b) El. Medidas realizadas KsFe(CN)/K,;Fe(CN) (5 mM) preparado em KClI
(0,1 M), sob velocidade de varredura de 50 mV/sGiifico de pontos correspondente a reprodutiltikda
do EIC-PPy (n=10).

ApoOs a imobilizacdo do anti-NS1 na superficie dGERy, foi observada uma diminuicao
da corrente podendo ser explicada pela interactie as cargas positivas da superficie do
eletrodo e as cargas negativas presentes nos geapwosxilicos do anti-NS1. Com isso
foram feitos estudos de velocidade de varreduratab#idade desta etapa. Ao variar a
velocidade das varreduras ciclicas, observou-sdeum deslocamento das correntes de
pico anddico (Ipa) e catddico (Ipc) para uma regi@gotencial mais positiva e negativa,
respectivamente, em funcdo do aumento da velocidadearredura (Figura 3A). As
variacoes de Ipa e Ipc foram linearmente propogifoa raiz quadrada das velocidades de
varredura, indicando que a transferéncia de elétnaninterface sensora € controlada por
difusédo (Figura 3A inset). O estudo de estabilidddenti-NS1 na superficie do eletrodo
foi realizado submetendo o EIC-PPy/anti-NS1 a 2@ssivos ciclos voltamétricos (Figura
3B). Os voltamogramas foram registrados na faixpadencial de -0,6 a 1 V e velocidade
de varredura fixa de 50 mV/s engHe(CN}/K4Fe(CN) (5 mM). Nao foi observado
decréscimo significativo na corrente apo6s os 2@<icde varredura. O coeficiente de
variacao calculado para Ipa foi 0,94%. Este vakia elentro do valor étimo citado na

literatura (coeficiente de variac&®m%).
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Figura 3. A: Voltamogramas ciclicos do EIC-PPy/AX81 sob diferentes velocidades de varredura @0, 2
30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 110, 120 mV/s)V&@tamogramas ciclicos sucessivos do EIC-PPy/Anti-
NS1. Medidas realizados emfe(CN)Y/K4Fe(CN) (5 mM) preparado em KCI (0,1 M), sob velocidade d
varredura de 50 mV/s.

A resposta do sensor foi testada apos a incubag®sd a superficie sensora com uma
diminuicdo de 12,51% na Ipa, mostrando a viabikdah deteccdo da proteina em
concentracdo de lug/mL devido a observada dimiauig&corrente.

CONCLUSOES
- Metodologias irdo ser testadas para aprimoraspasta sensora, tornando o imussensor
proposto uma tecnologia acessivel, de baixo cuptétea.
- A dengue € uma doenca que possui alta taxa deéalidade no Brasil, e construir
dispositivos analiticos para o seu diagnostico & prioridade, pois diminuiria o tempo de
espera por exames convencionais, facilitando assiratamento precoce, aumentando as
chances de sobrevivéncia do paciente.
- O protdétipo desenvolvido mostra-se promissor camma alternativa de baixo custo e
pratico para o diagnéstico da dengue. Pretendplgmiaa plataforma e as biomoléculas
utilizadas em eletrodos interdigitados.
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