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RESUMO

Os nanotubos de carbono (NTC) representam uma classe fascinante de
nanomateriais que tém despertado grande interesse devido as suas
propriedades Unicas e versatilidade em diversas aplicacdes, como a deteccgao
de patdégenos quando utilizados em nanosensores. O imunossensor de fluxo
lateral, desempenha um papel fundamental no diagnoéstico, fornecendo uma
abordagem rapida e eficiente para a deteccdo de biomarcadores especificos.
Durante a pandemia de COVID-19, esse tipo de sonsores foram escolhidos para
a testagem massiva e monitoramento da populacdo em diversos ambientes. O
desenvolvimento continuo e aprimoramento desses testes sdo areas de foco
para melhorar sua sensibilidade e precisdo. Desta forma, este trabalho buscou
desenvolver um imunossensor de fluxo lateral utilizando os nanotubos de
carbono como particula marcadora de reacdo para deteccdo de proteina viral.
Como resultado, foram investigadas as relacées dos NTC aos seus dispersantes,
para serem utilizados como rétulo de marcacdo dos testes de fluxo lateral. O
desenvolvimento do teste foi realizado utilizando antigeno e anticorpos de coelho
e soro de pacientes positivos e negativos para COVID-19 como prova de
conceito. Os anticorpos de galinha foram utilizados para ligacdo ao alvo por
conseguir detectar multiplos epitopos virais, sendo possivel distinguir soro
positivo e negativos em baixas concentracdes. Foi realizada a caracterizacéo
fisica dos nanotubos de carbono através das analises de microscopia eletrdnica
de varredura e espectroscopia de absor¢éo na regido do ultravioleta-visivel (UV-
Vis). A utilizacdo dos NTC promoveu a estabilidade de conjugacado ao anticorpo,
além da capacidade de promover imunorreacdes especificas entre antigeno-
anticorpo. Desta forma, este trabalho mostrou que a metodologia de dispersao
de nanotubos de carbono permite sua utilizacdo em sistemas de fluxo lateral
servindo como marcador de reacdo em diagnosticos sorologicos, 0 que o torna
interessante ndo s6 pela deteccdo de antigenos da COVID-19 demonstrados
neste estudo, mas também por outras aplicagbes em métodos, como a detec¢ao

guantitativa pela condutividade dos NTC.

Palavras-chave: Nanotubo de carbono. Teste rapido. Imunossensor de fluxo lateral.
COVID-109.



ABSTRACT

Carbon nanotubes (CNTSs) represent a fascinating class of nanomaterials that
have aroused significant interest due to their unique properties and versatility in
various applications, such as pathogen detection when used in nanosensors. The
lateral flow immunoassay plays a crucial role in diagnostics, providing a quick
and efficient approach for the detection of specific biomarkers. During the
COVID-19 pandemic, these types of sensors were chosen for massive testing
and population monitoring in various settings. The ongoing development and
enhancement of these tests are areas of focus to improve their sensitivity and
accuracy. Thus, this work aimed to develop a lateral flow immunoassay using
carbon nanotubes as a reaction marker for viral protein detection. As a result, the
relationships between CNTs and their dispersants were investigated to be used
as labeling agents in lateral flow tests. The test development was carried out
using rabbit antibodies and antigens, as well as serum samples from COVID-19
positive and negative patients as a proof of concept. Chicken antibodies were
employed for target binding, capable of detecting multiple viral epitopes, enabling
the differentiation of positive and negative sera at low concentrations. Physical
characterization of carbon nanotubes was conducted through scanning electron
microscopy and UV-Vis absorption spectroscopy. The use of CNTs promoted
conjugation stability to the antibody, along with the ability to induce specific
immune reactions between antigen and antibody. Thus, this work demonstrated
that the carbon nanotube dispersion methodology allows their use in lateral flow
systems, serving as a reaction marker in serological diagnostics. This makes it
not only interesting for the detection of COVID-19 antigens as demonstrated in
this study but also for other applications in methods such as quantitative detection
based on the conductivity of CNTSs.

Keywords: Carbon nanotube. Rapid test. Lateral flow immunosensor. COVID-
19.
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1 INTRODUCAO

Os imunossensores de fluxo lateral (IFL) sdo ensaios que usam uma técnica
analitica que combina efetivamente a excelente separacdo da cromatografia com a
reacdo de reconhecimento imunologico dos imunossensores convencionais. Os IFL
surgiram no final da década de 1960 como um método de deteccdo simples, rapido e
de baixo custo, que tem sido usado para analisar pequenas biomoléculas em testes
no local de atendimento (também conhecidos como ‘Point-of-care testing’, ou pela siga
POC) até os dias atuais (SAITO et al.,, 2014). Em comparagdo com 0s meétodos
tradicionais de deteccdo imunoldgica, os IFL ndo requerem profissionais qualificados
para utilizacéo do teste por ser de facil uso, tem resultados em menos de 30 minutos
e condi¢cdes de utilizacdo flexiveis. No entanto, apresentam fraca sensibilidade e
reprodutibilidade, visto que o nanocompdsito marcador de reacao, as nanoparticulas
de ouro, sofrem com a instabilidade quimica e variacdo de tamanho. Para suprir essa
problematica, uma preocupac¢do crescente tem se concentrado na utilizacdo novos
materiais de marcacéao das reacfes de antigeno-anticorpo, a fim de tornar as IFL mais
sensiveis e precisos, e para serem mais adaptaveis aos testes POC (BAHADIR;
SEZGINTURK, 2016).

A descoberta dos nanotubos de carbono (NTC), os al6tropos do carbono e
tamanho manométrico, sinalizaram o inicio de uma nova era na ciéncia dos materiais
(IIJIMA, 1991). Os NTC se tornaram o centro de pesquisa de multicampos devido as
suas excelentes propriedades e inUmeras utilizagdes potenciais, principalmente em
aplicacdes biomédicas (RAPHEY et al., 2019). No entanto, devido as fortes interacdes
de van der Waals, os NTC tendem a reduzir sua energia por agregacao, empacotando-
se em feixes. Essa propriedade de agregacdo combinada as suas superficies
hidrofébicas leva a formagédo de aglomerados quando os tubos entram em contato
com a maioria dos solventes. Desta forma, sdo utilizados diversos tratamentos na sua
producéo, por meio do processo de funcionalizacdo e dispersao dos NTC (NAQVI et
al., 2020). Na area médica, extensas atividades de pesquisa estdo em andamento
para desenvolver novas metodologias para uso dos NTC no tratamento e diagnéstico
de doencas (SHEIKHPOUR; GOLBABAIE; KASAEIAN, 2017). O interesse do uso dos

NTC para fins de diagnéstico clinico de doencas se da por suas vantagens como uma


https://www.sciencedirect.com/topics/materials-science/novel-material
https://www.sciencedirect.com/topics/materials-science/novel-material
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extensa area de superficie para imobilizacdo de biomoléculas, estabilidade quimica e
baixo custo, tornando-os um tremendo potencial para aplicacdes em testes de fluxo
lateral (GUO, Jiuchuan et al., 2021).

Desde sua descoberta os IFL ja foram relatados e aplicados para o diagnostico
e progndstico de varias doencas infecciosas, doencas cardiacas, tumores, patdégenos,
pesticidas, toxinas e ions metalicos (URUSOV; ZHERDEV; DZANTIEV, 2019). A
aceitabilidade e viabilidade dos testes de fluxo lateral produzidos em larga escala para
fins clinicos e de salde publica foram amplamente demonstradas durante a pandemia
de COVID-19 (BUDD et al., 2023). A medida de testagem massiva da populacéo se
deu como uma contramedida crucial a propagacéao do virus da COVID-19, e até o final
de 2022, contou com mais de 3 bilhdes de testes para o diagndstico de SARS-CoV-2
realizados em todo o mundo, segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS, 2022).
Contudo, as abordagens de diagnostico convencionais para a deteccdo de infeccbes
virais, como o0 SARS-CoV-2, limitam-se a deteccdo de acidos nucleicos virais
utilizando PCR ou RT-gPCR, ou cultivo do virus, o que restringe a acessibilidade ao
teste, velocidade de ensaio e custo. Portanto, € imperativo explorar as abordagens,
ferramentas e técnicas de diagndstico existentes para melhorar ou reorientar a
monitorizacdo precoce e a prevencdo de doencas com alto indice propagacao
(OZMEN et al., 2021).


https://www.sciencedirect.com/topics/materials-science/nucleic-acids
https://www.sciencedirect.com/topics/materials-science/polymerase-chain-reaction
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Desenvolver um imunossensor de fluxo lateral utilizando nanotubos de carbono

para diagnoéstico da COVID-19.

2.2 ESPECIFICOS

e Desenvolver um método de dispersédo dos nanotubos de carbono, tornando-

os aplicaveis em sistema de fluxo lateral.
e Caracterizar os nanotubos de carbono sollveis em compostos organicos.

e Validar o imunoensaio de fluxo lateral com anticorpos de coelho como prova

de conceito.

e Aplicar os nanotubos de carbono em imunoensaios utilizando soro de

pacientes positivos e negativos para COVID-19.



17

3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 NANOTUBOS DE CARBONO

3.1.1 ESTRUTURA DOS NANOTUBOS DE CARBONO E SUAS PROPRIEDADES

Os nanotubos de carbono (NTC), como o préprio nome revela, sdo materiais
em forma de tubos com didmetro medindo em escala nanométrica cerca de 0,5 a 2,0
nandmetros. Eles sdo constituidos de alétropos de carbono e sua sintese é realizada
em laboratério, pelo crescimento de um tubo cilindrico oco ou fechado nas pontas de
atomos de carbono. Assim, os nanotubos de carbono podem conter um ou mais
cilindros, sendo denominados de nanotubo Unico ou multiplo: os nanotubos de parede
Unica (SWCNT, do inglés single wall carbon nanotubes) e os nanotubos de multiplas
paredes (MWCNT, do inglés multiple wall carbon nanotubes). Os NTC foram descritos
pela primeira vez em1991, numa pesquisa desenvolvida por lijima no Japéo, quando
os visualizou com um microscoépio eletrdnico de varredura (IIJIMA, 1991).

Na matriz de um NTC, cada atomo de carbono esta ligado a trés circundantes
atomos por hibridizacdo sp?. Esta capacidade de entrelace em seus subniveis
formando ligacdes m (pi) os torna muito estaveis. Dependendo como os atomos de
carbono estéo ligados, os NTC podem apresentar propriedades mecanicas e elétricas
diferentes, sendo condutores ou metalicos ou semicondutores. As trés formas
geométricas dos NTC estdo representadas na Figura 1. Todos os NTC condutores
possuem uma estrutura do tipo armchair e os semicondutores apresentam uma
estrutura do tipo quiral ou zigzag. Além disso, podem ser classificados como quirais
ou aquirais. Os aquirais sao simétricos e podem ser de dois tipos, armchair ou zigzag,
ja os quirais sado assimétricos. Desta forma, estas propriedades notaveis dos
nanotubos de carbono dependem da sua geometria (LIU, Gang et al., 2011). Por outro
lado, as suas propriedades elétricas dependem do angulo de intersecc¢ao ao longo do
eixo do tubo, que podem transformar os NTC em um condutor melhor do que o cobre,
que é normalmente utilizado em fios elétricos e outros materiais. JA em outra
orientacdo possivel, podem compartilhar propriedades elétricas que se assemelham
aos semicondutores. Os defeitos na superficie dos NTC causados por essas

orientacdes estruturais também influenciam na adesdo de novos grupamentos
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quimicos a parede dos tubos e podem promover uma nova funcionalizagdo (CONLEY;
KARTTUNEN, 2022).

Figura 1. Estrutura geométrica dos NTC.

Armchair

Fonte: A autora (2024).

Os nanotubos de carbono apresentam propriedades eletrbnicas, térmicas,
Opticas e mecanicas Unicas (TANS etal., 1997; TREACY; EBBESEN; GIBSON, 1996).
Essas propriedades se tornaram alvo de grande interesse tanto no ramo académico,
como industrial, sendo considerado para as mais diversas aplicacdes, inclusive para
fins de deteccao (SHEIKHPOUR et al., 2020).

3.1.2 SINTESE DOS NANOTUBOS DE CARBONO

Véarios métodos de sintese de NTC foram desenvolvidos, que podem ser
classificados pela forma como o carbono € montado na estrutura tubular de acordo
com o aporte de energia, sendo os trés principais: 0 método de descarga de arco,
método de ablacdo a laser e método de deposicdo quimica de vapor (SHOUKAT;
IMRAN, 2021). O método de descarga de arco € o método mais antigo usado para a
producao de fibras de carbono, e utiliza altas temperaturas, podendo alcancar mais
de 3000 °C, para conseguir evaporar os atomos de carbono em um plasma, formando
NTC de paredes simples ou multiplas. O método de ablacdo a laser envolve a

vaporizacao de grafite em um forno elétrico aquecido a 1200 °C. A caracteristica
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comum dos métodos de descarga de arco e ablacdo a laser é a alta energia que é
inserida com meios fisicos, para induzir a reorganiza¢do dos 4&tomos de carbono em
NTC, além da alta temperatura que favorece a melhor cristalizagdo dos NTC. No
entanto, 0s requisitos basicos destes sistemas, tais como condi¢cdes de vacuo e troca
continua de alvos de grafite, colocam dificuldades para a producdo em larga escala
dos NTC. No método de deposicado quimica a vapor (DQV) a fonte de carbono é
depositada utilizando um catalisador a temperaturas abaixo de 1200 °C. O processo
utilizando DQV pode ser realizado sob condicdes mais brandas, como pressao
atmosférica e temperatura mais amenas, além de fontes de carbono, catalisadores e
atmosfera apropriados. A estrutura dos NTC, como numero de parede, diametro,
comprimento e orientacdo, pode ser bem controlada durante o processo de DQV.
Portanto, o método DQV tem as vantagens de operagao suave, baixo custo e processo
controlavel, e € o método mais promissor para produ¢do em massa de NTC de Unica
ou multiplas paredes (ANZAR et al., 2020). O processo de fabricacdo dos NTC de
parede Unica e de paredes multiplas € bem semelhante, porém de multiplas paredes
apresentam vantagens industriais sobre os de parede Unica, como facilidade de
producdo em massa, baixo custo do produto por unidade e maior estabilidade térmica
e quimica (NAG et al., 2021).

3.1.3 DISPERSAO DOS NANOTUBOS DE CARBONO

Os NTC adquiridos comerciante sao agregados em feixes fortemente ligados
pelas forgas coesivas de van der Waals (vdW) (GIRIFALCO; HODAK; LEE, R. S., 20
00). Além do emaranhamento dos NTC, estes também possuem a caracteristica hi-
drofilica a maioria dos solventes comuns (ANGELIKOPOULOS; BOCK, 2012; HUANG, Y.
Y.; TERENTJEV, 2012; PREMKUMAR; MEZZENGA; GECKELER, 2012).

Essa alta energia de interacéo torna a dispersao deste nanomaterial uma tarefa
desafiadora, visto que muitas aplicacdes requerem solucdes bem dispersas para sua
ampla utilizagdo em processos. Atualmente, existem duas principais estratégias
empregadas para a dispersdo de nanotubos: abordagem mecanica e abordagem
guimica. A abordagem mecéanica inclui método de ultrassom e mistura de alto
cisalhamento. Por outro lado, a abordagem quimica inclui métodos covalentes e nao

covalentes. Enquanto os métodos nao covalentes envolvem a adsor¢éo de porcdes
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quimicas na superficie do nanotubo, os métodos covalentes comumente usufruem
do poder de oxidacao dos acidos fortes, particularmente misturas de HNOs e H2SO4
(SHAFFER; FAN, X.; WINDLE, 1998; WANG, Yubing; IQBAL; MITRA, 2006),
resultando na formacédo de uma variedade de grupos funcionais na superficie dos
NTC, como grupos carboxilicos (—~COOH), carbonila (-~CO=) e hidroxila (—~OH), o que
fornece o impedimento estérico continuo, evitando a reforma do feixe, e favorecendo

a posterior interacdo com outras moléculas (THI MAI HOA, 2018).

Mesmo funcionalizados, os NTC ainda podem apresentar dificuldades em se
obter dispersdes homogéneas na maioria dos solventes. Diversas pesquisas tém sido
relatadas sobre o desenvolvimento de tecnologias de dispersdo baseadas na
combinacgdo de ultrassonicacéo e tratamento com solventes organicos (ABEBE et al.,
2021; SEZER; KOC, 2018). Kadhum et al. empregaram goma arabica e
hidroxietilcelulose (HEC-10) para obter dispersdes mais estaveis utilizando MWCNT
(KADHUM et al., 2017). J& Pido et al. utilizou suspensdes de NTC incorporados ao
metilpirrolidona para conseguir solugcdes mais dispersas (PIAO et al.,, 2017). A
disperséo de MWCNT com surfactantes como Triton X-100, Tween 20, Tween 80,
dodecil sulfato de sddio (SDS) e Cetyltrimethylammonium bromide (CTAB), em agua
e solventes organicos, também foi estudada por Rastogi et al. (RASTOGI et al., 2008).
Em contrapartida, estudos mais recentes utilizam solventes organicos como o
dimetilformamida (DMF) para produzir fitas de grafeno por esfoliagéo, e também como
solventes aproticos dipolares em solugdes aquosas que se revelando eficazes para
estabilizar composto a base de grafeno, como os NTC, em solucdo sem reagregacao
(AMIRI et al., 2018; LI, Jianhui et al., 2019). As estruturas quimicas dos compostos
dispersantes entao representadas na Figura 2.


https://www.sciencedirect.com/topics/materials-science/oxidation-reaction
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Figura 2. Estrutura quimica dos compostos dispersantes.
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Fonte: A autora (2024).

3.2 DETECGCAO EM LOCAL DE ATENDIMENTO

O teste no local de atendimento (POC, do inglés point-of-care) refere-se ao
diagnéstico realizado nas proximidades do atendimento ao paciente. Trata-se de nova
estratégia inteligente para detec¢cdo em tempo real, rapida, precisa e no local de
necessidade do paciente. Um diferencial dos dispositivos de deteccdao POC € a
versatilidade de uso, podendo ser manuseados por profissionais de saude ou
pacientes, mesmo sem uma qualificacdo técnica, devido aos seus recursos de facil
utilizacdo (KONWAR, Aditya Narayan; BORSE, V., 2020). A introdugé&o do teste POC
ocorreu em 1962, quando um meétodo para analise rapida de glicose no sangue foi
desenvolvido (CLARK; LYONS, 1962). Pouco tempo depois, em 1977, surgiram oS
primeiros testes rapidos de gravidez, que foram pioneiros na tendéncia de diagndstico
personalizado (GORETZLEHNER; RUDOLF, 1978).

Os avancos tecnoldgicos levaram ao desenvolvimento de varios dispositivos
inovadores de diagnostico POC, como a incorporacdo de nanomateriais para o
desenvolvimento de ferramentas versateis, a fim de melhorar seu desempenho.
Dentro da familia dos nanomateriais, os NTC sdo os mais utilizados em diversas

dispositivos modernos como transdutores para o aperfeicoamento de sistemas de
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diagnostico, devido a sua grande area superficial, alta condutividade elétrica e
excelentes propriedades de transferéncia de elétrons (HELLER et al., 2008; WANG,
J., 2005).

Atencédo especial deve ser dada a importancia dos NTC funcionalizados para
aplicacdes médicas, por exemplo, para diagndéstico e tratamento de cancer (YADAV,
A. R.; MOHITE, 2020), doencas infecciosas (GUPTA; MURTHY, C. N.; PRABHA,
2018) e disturbios do sistema nervoso central (XIANG et al., 2020)(XIANG et al.,
2020). Quando aplicados a dispositivos eletrdnicos, os NTC também aumentam
significativamente a sensibilidade do transdutor, como por exemplo, para terapia de
doencas virais (ZHU, S. et al., 2019) e diagndstico viral (MESKHER et al., 2023),

contribuindo assim para a rapida deteccdo de patégenos humanos e animais.

3.3 IMUNOSSENSOR DE FLUXO LATERAL

Nos ultimos anos, os imunossensores de fluxo lateral (IFL), ou também
conhecidos como testes rapidos, atrairam um interesse gigantesco pois oferecem
deteccdo de analito de forma simples, répida, portati e de baixo custo
(KASETSIRIKUL; SHIDDIKY; NGUYEN, N.-T., 2020; NARDO, Dl et al., 2021). IFL sao
atualmente os sensores POC mais utilizados para diagndstico (BRANGEL et al., 2018)
e monitoramento viral (GRANT et al., 2020; HSIAO, W. W.-W. et al., 2021), assim
como para outras areas, incluindo andlises ambientais (BERGUA et al.,, 2021;
QUESADA-GONZALEZ et al., 2018) e aplicacbes de seguranca alimentar (SENA-
TORRALBA et al., 2020).

Introduzidos pela primeira vez na década de 1970 e impulsionados pelo
advento dos testes de gravidez caseiros, hoje os IFL ganharam um evidente destaque
em diagnostico em massa. A principal razao pela qual os IFL sdo tado populares é
porque sdo feitos em substratos a base de papel. Os materiais a base de papel
permitem a fabricacdo sustentavel e de baixo custo, enquanto que em suas matrizes
porosas fornecem um fluxo impulsionado por for¢cas capilares, para que seja possivel
interacOes entre anticorpos e antigenos. Ademais, a utilizacao de um substrato flexivel

incentiva o desenvolvimento de diversas estratégias de nanosensores, como por
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exemplo, sensor do tipo origami (SENA-TORRALBA et al.,, 2020). A Figura 3
demonstra as principais partes de um IFL tipico. Para resumir a sequéncia do ensaio,
uma amostra liquida é colocada na almofada de amostra localizada na entrada da
plataforma de teste para coletar a amostra. A membrana lateral, normalmente feita de
nitrocelulose (NC), transporta entdo a amostra liquida através de acao capilar para a
almofada conjugada. Na almofada conjugada, os antigenos da amostra interagem
com os anticorpos conjugados da almofada, criando complexos antigeno-anticorpo
marcado. O fluido da amostra entéo transporta esses complexos para a linha de teste,
onde estao localizados os anticorpos de captura, e para a linha de controle, que veri-
fica se o IFL esté funcionando corretamente. A almofada absorvente atua como uma
bomba de fluxo capilar para garantir que o fluxo persista apés a membrana NC ficar
saturada (SENA-TORRALBA et al., 2020).

Figura 3. Esquema da distribuicdo das membranas absorventes, fibra de vidro e membrana de

nitrocelulose apdés a montagem do sistema em fluxo lateral.

Almofada de amostra

Linha teste

Linha controle

/ V<
|
Suporte plastico

Almofada de conjugagdo

Almofada absorvente

Almofada de nitrocelulose

Fonte: A autora (2024).

Varias nanoparticulas tém sido usadas como marcadores para detectar analitos
utilizando ensaios de fluxo lateral. As nanoparticulas de ouro (NPO) sé&o o padréao para
preparacao de IFL e foram desenvolvidas para uma variedade de alvos (AMIRI et al.,
2018; KADHUM et al., 2017; KAWDE et al., 2010; YU, L. et al., 2016). A abordagem
de marcacédo convencional de fluxo lateral € um imunoensaio no qual nanoparticulas

de ouro com uma propriedade Unica de superficie plasmdnica mostram uma cor
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vermelha nas linhas de teste e controle permitindo assim uma deteccéo qualitativa
(HOU et al., 2012; LOPEZ_MARZO et al., 2013). No entanto, devido & area superficial
limitada das NPO, a sensibilidade do ensaio é frequentemente baixa. Embora estas
estratégias de amplificacdo aumentem a sensibilidade dos IFL, as baixas
concentracbes de biomarcadores proteicos especificos em fluidos fisiologicos
requerem IFL mais sensiveis. Numerosas nanoparticulas, incluindo pontos quénticos,
nanotubos de carbono, nanoparticulas magnéticas, nanoenzimas, espalhamento
Raman e nanoparticulas de fluorescéncia, tém sido utilizadas nos processos de
ensaios de fluxo lateral em todo o mundo (MOHAMMADINEJAD; ALEYAGHOOB,;
ERTAS, 2024).

3.3.1 IMUNOSSENSORES DE FLUXO LATERAL BASEADO EM NTC

De forma geral, os IFL sdo baseados na deteccéo 6ptica, onde particulas ou
enzimas marcadas fornecem geracédo ou amplificacdo de sinal visivel. Normalmente,
as NPO séo os marcadores mais amplamente utilizado em IFL, e apresentam uma
excelente biocompatibilidade, facil preparacdo e capacidade de ligacdo a
biomoléculas (BORSE, V. B. et al.,, 2020). No entanto, devido a &rea superficial
limitada das NPO, os ensaios muitas vezes sofrem de baixa sensibilidade e ndo séo
capazes de detectar proteinas com baixas concentra¢des no sangue. Além de que, a
intensidade da cor vermelha das NPO é modificada pelo tamanho das particulas. NPO
com tamanhos pequenos, como 30 nm, podem ser visualizadas em cor vermelha. A
medida que o tamanho das particulas aumenta, podem ser vistas em cor azul ou roxo,
dificultando a visualizac&o dos resultados pela variabilidade da cor produzida, levando
a falsos negativos e falsos positivos (SHAFIQA; ABDUL AZIZ; MEHRDEL, 2018). Em
comparacao com as NPO, os NTC possuem mais sitios de ligacdo devido a sua alta
area superficial especifica, sendo mais faceis de conjugar com biomoléculas, como
anticorpos para aumentar a sensibilidade do dispositivo. Além de mais barato, a cor
preta dos NTC quando vista em contraste com o fundo branco da membrana dos IFL
podem ser visualizados mais facilmente, tornando-os adequados para imunoensaios
(POSTHUMA-TRUMPIE et al., 2012; SUN, W. et al., 2017).
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Diversas pesquisas buscam explorar a propriedade de adsorcdo de
biomoléculas na superficie dos NTC. Qiu et al relataram um IFL utilizando NTC
funcionalizados com anticorpo para deteccao ultrassensivel de proteinas (QIU et al.,
2019). Assim como Abera et al que também obtiveram sucesso na deteccdo de
proteina a partir de NTC conjugados a anticorpo utilizando um imunossensor
quantitativo de fluxo lateral (ABERA; CHOI, J.-W., 2010). A utilizac&o de testes rapidos
mais sensiveis e com abordagens quantitativas, visando beneficios a sociedade, € um
cenario cada vez mais promissor. Sun et al utilizaram NTC dispersos em surfactante
para desenvolver ensaios quantitativos e semiquantitativos para deteccéo da droga
sintética metanfetamina (SUN, W. et al., 2017). J& Qiu et al, em outra publicacao,
utilizaram os NTC para deteccéo de sequéncia de DNA com alta sensibilidade e curto
tempo de ensaio, demonstrando ser muito promissor para o diagnostico de doencas
genéticas (QIU et al., 2015). Huang et al conseguiram detectar o antigeno carboidrato
19-9 (CA 19-9) ao utilizar as propriedades dos NTC ligados a particulas magnéticas
para detectar pequenas concentragcées do antigeno em sangue total (HUANG, Y. et
al., 2017), assim como também produziu um imunossensor para detecc¢ao do fator C
do complemente utilizando NTC magnéticos (HUANG, Y. et al., 2019). Devido a
excelente caracteristica dos NTC em adsorver moléculas em sua superficie, e seus
notaveis resultados como marcador alternativo para IFL, este nanomaterial foi
utilizado nesta dissertacdo em substituicdo as nanoparticulas de ouro que séo,

atualmente, o padrao ouro nos testes rapidos convencionais.

3.3.2 DIAGNOSTICO VIRAL UTILIZANDO IMUNOSSENSORES DE FLUXO
LATERAL

A alta exposicdo a microrganismos como bactérias, virus, fungos, algas e
protozoarios afetam a vida humana de maneiras favoraveis e prejudiciais,
dependendo do ambiente e das condi¢cBes naturais onde vivem (RANJAN SINGH,;
BABY MATHEW, 2014). Porém, as doencgas infecciosas e virais constituem uma
grande parte dos problemas médicos globais, sendo os paises em desenvolvimento
0s mais afetados com essa situacdo. Nas ultimas duas décadas, os humanos foram
expostos a numerosos Novos agentes virais e agentes virais reemergentes. Uma

infinidade de fatores levam ao surgimento de uma doenca infecciosa, mas podemos
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resumir em apenas em trés categorias: (i) a evolucdo e adaptagdo do virus, (ii) fatores
ecolégicos e (iii) alteragcbes no meio ambiente (KA-WAI HUI, 2006). O aumento na
taxa de incidéncia de infec¢des virais emergentes e reemergentes e de doencas virais
mortais afeta significativamente a satde humana. Os virus podem causar doencas
respiratérias, intestinais, cutaneas, de 6rgéos unicos (por exemplo, figado, pulméo,
coracdo, etc.), multiorganicas, neurolégicas, hematologicas e imunossupressoras
(PAYNE, 2017). Além disso, os virus podem possuem a capacidade de alterar o
material genético da célula hospedeira e causar tumores benignos e malignos
(LOUTEN, 2016).

Devido a urgéncia e gravidade das infecgfes virais, sdo necessarios métodos
de deteccdao rapidos e precisos, faceis de usar, e que possuam um baixo custo para
garantir uma testagem em massa. Abordagens estabelecidas, como os métodos de
deteccdo de patdgenos envolvendo cultura de patégenos, imunoensaios, métodos
bioquimicos, e métodos de amplificacdo baseados em acidos nucleicos e reacdo em
cadeia da polimerase em tempo real (RT-PCR), sdo amplamente utilizados em
ambientes clinicos. Embora esses métodos sejam altamente sensiveis e especificos,
eles exigem equipamentos caros e operadores especializados e ndo possuem a
rapidez dos métodos de deteccdo mais recentes (RITZI-LEHNERT, 2012; WANG,
Yongzhong et al., 2017). Aproximadamente dois bilhdes de tiras de fluxo lateral sdo
fabricadas anualmente para diagnostico, em grande parte devido a imensa
popularidade dos IFL em grandes surtos e pandemias virais como dengue, Zika,
Chikungunya, e mais recentemente, a Covid-19, onde o teste se mostrou ser rapido e
confiavel, e que intensificou sua grande importancia para prevenir a propagacdo de
doencas virais a populacao e permitir uma intervencéo imediata do paciente infectado
(INCE; SEZGINTURK, 2022; LEE, D. et al., 2016; MARTINEZ et al., 2010).

3.4 IFL NO CENARIO DA PANDEMIA DA COVID-19

Em Dezembro de 2019, o surto da doenca do coronavirus 2019 (COVID-19) se
espalhou rapidamente pelo mundo, causando diversos danos a saude e economia
global (ZHU, N. et al.,, 2020). A doenca € causada pelo coronavirus da sindrome
respiratoria aguda grave 2 (SARS-CoV-2), altamente transmissivel, que ja chegou a

infectar mais de 770 milhées pessoas pelo mundo, segundo a Organizacdo Mundial



27

da Saude (VELAVAN; MEYER, 2020). Diante esse cenario, foi urgente a necessidade
de uma ferramenta de diagnéstica rapida e precisa. Os imunossensores de fluxo
lateral foram extensamente utilizados para testagem em massa da populacéo e rapido

isolamento do paciente infectado, evitando a transmissao para as demais pessoas.

Apesar dos IFL apresentarem grandes beneficios de testagem para a
sociedade, foi percebido a ocorréncia de falsos-positivos e baixa sensibilidade as
mutacdes virais, sendo definidos como teste de triagem diagndstica (GANS et al.,
2022). Um grande numero de testes sorologicos e metodologias foram desenvolvidos
em um curto periodo de tempo para minimizar os efeitos do virus na sociedade, e isso
impulsionou a evolucgéo dos IFL na busca por ensaios cada vez mais sensiveis. Aliado
a isso, esforcos foram dedicados a promocado de medidas eficazes de controle e
vacinacgao, prevencao e a contencao dos pacientes infectados que se mostraram ser
acOes significativamente eficazes (BUDD et al., 2023). No entanto, a doenca ainda
nao foi eliminada. A incerteza de novas muta¢des no virus continua a ameacar a
seguranca da saude publica, e o surgimento de virus altamente contagiosos é uma

ameaca eminente.

Atualmente existem dois tipos de teste rapido para deteccdo da COVID-19,
sendo eles, teste rapido para anticorpo e antigeno. Os testes rapidos para anticorpo
podem ser para fase aguda da doenca (IgG), ou para episodios pés infeccéo (IgM), e
também podem servir para auxiliar no mapeamento da populacdo imunizada (que ja
teve o virus ou foi exposta a ele através da vacina). J& o teste rapido para antigeno
determina qualitativamente pacientes infectados pelo virus a partir de proteinas de
superficie viral (ASLAN et al., 2021).

Nos testes de antigenos proteinas virais sdo o alvo para deteccao dos virus. O
virus da doenca COVID-19 é o Sars-CoV-2, um virus de RNA fita simples que pertence
a familia Coronaviridae. Estruturalmente o virus possui um envelope esférico de
bicamada lipidica onde nela & ancorada a proteina spike (S), proteina de membrana
(M) e envelope (E). No interior do envelope estdo abrigados o material genético do
virus e a proteina nucleocapsideo (N). O primeiro contato do virus com a célula é
mediado pelo reconhecimento do dominio peptidase da enzima conversora de
angiotensina Il (ECA2) do hospedeiro com a proteina spike viral. Embora que,

qualguer uma das proteinas envolvidas na interagdo virus-célula sdo criticos na
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infeccdo por SARS-CoV-2 e fornecem alvos potenciais para métodos diagnéstico, a
proteina spike exerce o papel primordial de ligacdo a célula do hospedeiro sendo
escolhida como principal alvo nos IFL (LETKO; MARZI; MUNSTER, 2020).

3.4.1 ANTICORPOS PARA DETECCAO DA SPIKE

Os anticorpos sdo proteinas produzidas pelo sistema imunolégico adaptativo
de um animal para reconhecer antigenos especificos, como virus, bactérias ou outros
produtos quimicos (MAYNARD; GEORGIOU, 2000). Um dos principais desafios da
construcdo de um ensaio de fluxo lateral altamente reprodutivel surge da variabilidade
entre 0s anticorpos. A obtencdo desses anticorpos pode se dar de diferentes formas,
e isso ira definir a definir o tipo de anticorpo e sua especificidade. Nos IFL s&o
necessario trés anticorpo: um anticorpo de deteccdo, um anticorpo de captura e um
anticorpo que seja contra a espécie imobilizada na almofada de conjugado (SHYAM
et al., 2022).

Com o avanco no processo de desenvolvimento dos anticorpos se tornou
possivel produzir em laboratério os anticorpos monoclonais e policlonais. Os
anticorpos policlonais sé&o preparados a partir de animais imunizados. Eles consistem
em misturas complexas de diferentes anticorpos produzidos por muitos clones de
células B diferentes no animal. Em contraste, os anticorpos monoclonais sao
anticorpos especificos produzidos por um unico clone de linfécitos B. Como resultado,
os policlonais podem ter maior capacidade de reconhecimento devido a multiplos tipos
de anticorpos direcionados ao antigeno, enquanto 0s monoclonais sdo mais
homogéneos, uma vez que tém como alvo exatamente um unico epitopo (LIPMAN et
al., 2005).

A escolha do animal para a producdo de anticorpos depende da espécie,
podendo ser mamiferos ou aves, quantidade de anticorpo desejada, e principalmente
da distancia evolutiva entre as espécies. Os coelhos sdo 0s animais mais comuns,
porque eles sdo geneticamente distintos das fontes de proteinas humanas e de
camundongos (BIRCH; RACHER, 2006). Porém as aves tem atraido consideravel
atencao como fonte alternativa de anticorpos. Os anticorpos da galinha, chamados de

IgY, séo equivalentes a classe de IgG de mamifero e oferecem muitas vantagens em
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relacdo aos anticorpos tradicionais de mamiferos (CARLANDER; STALBERG;
LARSSON, 1999).

3.4.2 PRODUCAO DA IGY

Apesar da producdo de anticorpos de mamiferos predominar, nas aves, 0s
anticorpos produzidos em galinha possuem diversas vantagens, tais como obtencao
de maior quantidade de IgY; menor custo; purificacdo relativamente simples; e maior
facilidade de manejo dos animais (CRISTE; URCAN; CORCIONIVOSCHI, 2020). A
producdo de anticorpos IgY atende a necessidade de melhorias no manejo animal,
uma vez que usa ovo de galinha em vez de mamiferos, levando a uma menor
exposicdo ao sofrimento e a reducdo significativa no nimero de animais usados
(SPILLNER et al., 2012). Isso é possivel porque os anticorpos IgY podem ser obtidos
diretamente da gema de ovo de galinha por meio de métodos de purificagdo
relativamente simples e de baixo custo. Isso evita a necessidade de sangrar ou abate
dos animais utilizados para producdo de anticorpos (TAN, S. H. et al., 2012). Além
disso, quando comparados a producédo de IgG, uma gema de ovo pode produzir 100
mg adicionais de anticorpos IgY e, considerando que as galinhas poedeiras produzem
guase 30 ovos por més, uma Unica galinha pode substituir varios coelhos na producao
de anticorpos (SCHADE et al., 2005). Quando utilizados para fins de deteccéo de
antigenos o IgY se mostram ser uma op¢do muito favoravel, pois reagira com mais
epitopos num antigeno de mamifero, o que proporcionara uma amplificacdo do sinal
(CHEN, C. J. et al., 2022).
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Resumo

O teste rapido descrito é baseado em um teste de fluxo lateral que utiliza
matrizes de fragmentos de nanotubos de carbono de paredes mdultiplas (NTC)
conjugados a anticorpos para detectar biomarcadores em baixas concentracfes
(nanogramas/mililitro). Considerando que a infeccdo pelo coronavirus resultou em
uma grave doenca pandémica devido a rapida transmisséo, a deteccao do virus para
isolar individuos contaminados foi umas das principais estratégias recomendadas
para evitar a transmissdo. A utilizacdo de nanoparticulas como os NTC possibilitou
avancos na sensibilidade do teste, sendo demostrados a partir da caracterizagao por
microscopia eletrbnica e espectroscopia. Anticorpo IgY anti-SARS-CoV-2 foi usado
como sonda para o dispositivo de fluxo lateral devido a sua capacidade de deteccéo
de multiplos epitopos. Amostras de soro infectado foram usadas para confirmar a
capacidade de deteccdo especifica do virus. Este dispositivo proposto tem a
vantagem de usar NTC em vez de nanoparticulas fluorescentes, de ouro ou
magneéticas, que sd0 mais estaveis e mais faceis de funcionalizar para

imobilizar proteinas.
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Palavras-chave: Fragmento de nanotubo, teste de fluxo latera, 1gY, Covid-19.

Introducao

Durante a pandemia de COVID-19, foram tomadas diversas medidas de
contingéncia para evitar a rapida propagacao da doenca, uma vez que se tratava de
uma infecdo viral, com elevada taxa de transmissdo (TANG et al., 2020). Nesse
sentido, quando a vacinacao ainda nao estava disponivel, a testagem massiva e o
isolamento do individuo eram as Unicas medidas e foram adotadas pela Organizagéo
Mundial da Saude (OMS) para conter a pandemia (SHEREEN et al., 2020). Os testes
rapidos ou testes imunocromatograficos ganharam grande destaque na pandemia,
pois comparados as metodologias PCR e analiticas laboratoriais, somente eles tinham
a praticidade de uso e podiam ser operados em areas remotas (BUDD et al., 2023).
No entanto, embora sejam amplamente utilizados na prética clinica de rotina, os
imunoensaios de fluxo lateral (IFL) sempre foram considerados testes de triagem
devido a sua baixa sensibilidade e especificidade diagndstica. Durante a pandemia,
muitos testes rapidos foram desenvolvidos para detectar a presenca do virus SARS-
CoV-2 e inspecionados por critérios analiticos, passando a ser chamados de “testes
rapidos assegurados” quando havia garantia de precisdo e confiabilidade nos
resultados (CHOI, J. R., 2020; ZHOU et al., 2021).

Diante de um crescente aumento e a importancia de um diagnostico seguro,
houve um grande esforco relacionado ao avango no desenvolvimento de novos
métodos analiticos que atenderiam a demanda, onde seriam produzidos rapidamente
e de baixo custo, faceis de processar e ainda seriam usados em areas remotas (CHOI,
J. R., 2020; VASHIST, 2020). Os nanotubos de carbono (NTC) tém atraido atencéo
significativa devido as suas propriedades fisicas, quimicas e elétricas, principalmente
no segmento clinico (SOUSA et al., 2020). Caracteristicas do NTC como maior area
de superficie contribui para uma maior imobilizacdo de biomoléculas, o que o torna

adequado para aplicacdes de deteccdes biomédicas (QIU et al., 2015).

Neste estudo, exploramos a aplicacdo dos NTC como marcadores de
anticorpos em teste de imunoensaio de fluxo lateral para detec¢éo do virus Sars-CoV-

2. Para utilizar as propriedades dos NTC para aplicagcbes de imunossensor, a
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funcionalizacdo da superficie & necessaria para dispersar uniformemente os NTC em
solucdo. Anticorpos de coelho e de galinha foram utlizados para analisar a
capacidade de ligacdo a superficie dos NTC. O anticorpo IgY anti-COVID-19
possibilitou uma maior sensibilidade do teste devido a capacidade de deteccdo dos
anticorpos a multiplos epitopos do virus, permitindo o aumento da avidez na deteccéo
do antigeno em baixas concentragfes a partir do soro de pacientes infectados. A
espectroscopia UV-vis e microscopia de eletrénica de varredura foram utilizadas para
caracterizar o processo de dispersédo. As propriedades promissoras dos NTC em IFL
levam a novas perspectivas futuras para sua aplicacdo em diferentes analises, como

a avaliacdo quantitativa a partir da variagdo da condutividade dos NTC.

Materiais e métodos

Reagentes

Nanotubos de carbono de paredes multiplas (pureza > 95% em peso) foram adquiridos
da Dropsens (Oviedo, ESP), imunoglobulina de coelho (1gG), anticorpo monoclonal
anti-lgG de coelho produzido em camundongo (Abl), anti-IgG de coelho policlonal
(Ab2), e anti-lgG de camundongo produzido em cabra (Ab3) foram obtidas da Rhea
Biotech (Sao Paulo, Brazil), IgY anti-spike fornecidos pela Laboratério de Bioquimica
Humana (Universidade do Ceard), IgG anti-spike monoclonal e IgG policlonal foram
fornecidos pelo Departamento de Engenharia Quimica (Universidade Federal do Rio
de Janeiro). Fiber glass (GFDX203000) (20 cm x30 cm), membranas de nitrocelulose
(HFC13502) e cartdes laminados (HFOOOMC100) foram adquiridos da Millipore
(Irlanda, IRL). Cloridrato de N-(3-Dimetilaminopropil)-N'- etilcarbodiimida (EDC), N-
hidroxissulfosuccinimida (NHS), albumina sérica bovina (BSA), Na3P0O4-12H20 foram
adquiridos da Sigma—Aldrich (St. Louis, MO, EUA, https://www.sigmaaldrich.com/).
Triton X-100, brometo de cetiltrimetilamdnio (CTAB) foram adquiridos da Neon (Sé&o
Paulo, Brasil, https://neoncomercial.com.br/). Sacarose e lauril sulfato de sodio (SDS)
foram adquiridos da Vetec (Santa Catarina, Brasil, https://metaquimica.com/). Tween
20 foi adquirido da empresa Thermo Fisher BioReagentes (Maharashtra, india,
https://www.thermofisher.com/). N,N-Dimetilformamida (DMF, 99,8%) fornecido pela
Dinamica (Séao Paulo, Brasil, https://www.dinamicaquimica.com.br/). Solu¢do salina

tamponada com fosfato (PBS 0,01 M, pH 7,4) e solucdo tampédo de &cido 3-


https://www.sigmaaldrich.com/
https://neoncomercial.com.br/
https://metaquimica.com/
https://www.thermofisher.com/
https://www.dinamicaquimica.com.br/
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morfolinopropano 1-sulfénico (MOPS, 0,01M, pH 6,5) foram utilizados sem purificacdo
adicional. As soluc¢@es utilizadas foram preparadas com agua deionizada do sistema
de purificacdo de agua Millipore  Milli-Q  (Billerica, MA, EUA,

http://www.emdmillipore.com/).

Producao de anticorpos de IgY anti-SARS-CoV2

A producéo de IgY foi realizada de acordo com ARAUJO, 2007; PEREIRA et
al., 2019). Resumidamente, galinhas da raga Legorne de 7 semanas foram
imunizadas com SARS-CoV-2 inativado inoculado por doses. Os ovos foram
coletados diariamente por 2 meses, sendo utilizada a clara do ovo para

processamento e producdo dos anticorpos provenientes de galinha.

Funcionalizacao e fragmentacéo dos NTC

Inicialmente, 10 mg de NTC foram tratados com 4,8 mL de H2SO4 e 1,6 mL de
HNOs sob ultrasonicacéo vigorosa por 3 horas. Em seguida, foi retirada a solugéo
acida excedente e os NTC foram redistribuidos em tubos e preenchidos com agua
deionizada e levados a centrifugacdo numa velocidade de agitacdo de 10.000 RPM
por 15 minutos. Este procedimento foi repetido seis vezes, aumentando
progressivamente a velocidade de agitacdo até alcancar 15.000 RPM ou até que a
solucdo de lavagem alcancasse um pH de aproximadamente 6. Apdés a
desacidificacdo, os fragmentos de NTC (F-NTC) foram secos em estufa a 80°C,

permitindo uma pesagem segura para os demais procedimentos.

Dispersao dos fragmentos de NTC

Para reducéo dos efeitos de agregacéo, diferentes surfactantes foram testados
como dispersantes: Tween-20, Triton x-100, CTAB, SDS e Dimetilformamida (DMF).

Neste estudo, 0,5 mg de F-NTC foram dispersos em 1 mL de cada reagente e


http://www.emdmillipore.com/
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ultrasonicados por 2 horas em banho de gelo, obtendo uma mistura escura e
homogénea. Os experimentos foram analisados em 3 etapas distintas de dispersao
dos NTC: na primeira e segunda etapa foram avaliadas concentracfes altas fixas e
concentracdes baixas variaveis dos dispersantes, respectivamente. Na terceira etapa
foram feitas oito concentracdes de NTC entre 15-50 pg/mL, variando-se entre 5 ug/mL,
monitorando a solubilidade dos nanocompadsitos em DMF puro, afim de estabelecer
uma referéncia da relacdo entre absorbancia e concentracéo, a partir de andlises de

espectroscopia UV-vis.

Obtencéao dos conjugados de F-NTC

Os anticorpos anti-IgY foram imobilizados sobre os F-NTC ap6s a ativagcdo com
EDC/NHS, produzindo os conjugados. Seguida a etapa de dispersdo, os F-NTC
dispersos em DMF (0.5 mg/mL) foram centrifugados em 15.000 RPM por 10 minutos
e removido o sobrenadante, em seguida foi acrescentado 1 mL da mistura de EDC
(0.05 mM) e NHS (0.04 mM) preparada em tampao MOPS (0.1 M, pH 6.5). Para
ativacdo dos grupos carboxilicos, solu¢do contendo F-NTC foi entdo incubada a
temperatura ambiente e submetida a agitacdo leve em um orbital durante 15 minutos.
ApOs esta etapa, os F-NTC ativados foram incubados com os anticorpos, previamente
apos centrifugacdo a 10.000 RMP (10 min) e remocdo do excesso de solucdo. A
reacdo de imobilizacéo foi realizada por incubacdo over-night em refrigerador, a 4°C.
Em seguida, os derivados imobilizados de F-NTC foram centrifugados a 5.000 RPM
durante 5 minutos para lavagem e remocdo de anticorpos nao conjugados
remanescentes, e ressuspenso em 1 mL de tampéao de conjugacéo (0,05% de Tween-
20 e 1% BSA em PBS pH:7,4) e armazenado a 4°C para utilizagao posterior.

Previamente a incubacgéo da fibra de vidro com os anticorpos, ela foi tratada
embebendo-a com tampéao PBS adicionado de tween-20 (0,3%) e sacarose (5%). Em
seguida, sobre as fibras de vidro foram realizadas as incubacdes de solucdes
preparadas em PBS 0.01 M (pH 7.4) com anti IgY-SARS-CoV-2 e anti-IgG de coelho
monoclonal produzido em camundongo, respectivamente. A fibra de vidro foi colocada
sobre uma superficie de vidro, e sobre ela pipetada uma solu¢cdo de anticorpos
conjugados aos F-NTC. A reacéo sobre a fibra de vidro ocorreu em 30 min a 37°C,

até a secagem.
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Montagem do teste de tira lateral & base de F-NTC

Antes da montagem do cassete contendo o IFL, as almofadas de amostra e
absorvente foram tratadas embebendo-as em tampao PBS contendo tween-20
(0,05%) e BSA (0,5%).

As tiras controle e teste foram preparadas pipetando uma solucao de anticorpos
sobre a membrana de nitrocelulose. Da mesma forma, a fibra de vidro foi incubada
pipetando uma solucéo de conjugados de anti-IgG de coelho e anti IgY de SARS-CoV-
2. ApGs a incubacdao as fibras de vidro e almofadas foram deixadas em estufa a 37°C,
por 20 minutos.

As linhas teste e controle foram realizadas dispensando manualmente 1,5 uL
das solucdes de anticorpos secundarios. Em seguida a membrana foi seca a 37°C por
1h e mantidas a 4°C.

Apobs o preparo das membranas, fibras de vidro com conjugados e membrana
de nitrocelulose, eles foram montados sobre uma superficie plastica autocolante (25
x 30 mm), cortados em tiras de 3 mm em uma automatic cutter (Eximio, Shangai) e
armazenado em um ambiente com umidade controlada (Drybox). Na Figura 4 é
exibido um desenho esquematico dos componentes e montagem do teste.

Figura 4. Esquema de montagem do teste de fluxo lateral: 1- almofada de amostra, 2- fibra de vidro, 3-
linha teste, 4- linha controle, 5- almofada de absorcdo, 6- membrana de nitrocelulose, 7- suporte

plastico.
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Procedimento de ensaio

Para o teste de reacdo, foram utilizadas amostras de soros de pacientes
diagnosticados por método molecular infectados por Sars-Cov-2. As amostras foram
colhidas de individuos apds assinarem o termo de consentimento livre esclarecido,
com aprovacédo do Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Mato
Grosso do Sul, sob protocolo nimero 4.383.724 CAAE 32874720.8.2001.0021.

Os ensaios do IFL foram realizados aplicando na almofada de amostra 50puL
de amostra contendo a proteina alvo e 50uL tampao de corrida (PBS tween-20 0,5%)
e deslocando a solugdo em um fluxo continuo até o final da tira reativa durante 15
minutos. Posteriormente, anticorpo marcado com NTC ira identificar a presenca do
antigeno e se ligar a ele, formando o complexo antigeno-anticorpo marcado. Na
membrana, o complexo antigeno-anticorpo marcado € capturado pelo anticorpo
imobilizado na linha teste, e seu excesso, migra para linha controle e é capturado pelo
anticorpo secundario. Finalizando o teste ao chegar na almofada de absorcédo. O
resultado positivo do teste se da pelo acumulo de complexo e marcacao na linha teste
e controle. Ja o resultado negativo, pela auséncia do antigeno na amostra, apenas
havera marcacgéo da linha controle.

Equipamentos Utilizados

O ultrassonicador utilizado foi produzido pela Elmasonic E Plus em poténcia de
240W (Fisher Scientific, Germany). Espectdbmetro AvaSpec-2048 (Avantes, EUA).
Microscopio eletrénico de varredura (MEV) MIRAS foi produzido pela empresa Tescan
(EUA).
Resultados e discussao

Caracterizacao dos NTC

A Figura 5 apresenta imagens de microscopia eletrénica de varredura (MEV)

dos NTC antes e depois do encurtamento com acidos. As amostras foram preparadas
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sobre uma laminula de vidro. Pode-se perceber que o comprimento médio dos NTC
ndo encurtados € de cerca de 2 a 10 um (Fig 5a), e o comprimento dos nanotubos
encurtados € de cerca de 500 a 1000 nm (Fig 5b). O comprimento dos NTC foi
reduzido significativamente apés o tratamento acido, tornando possivel explorar ainda

mais as propriedades do nanocomposito em sua forma encurtada.

Figura 5. Imagens de MEV dos nanotubos de carbono de multiplas camadas: (a) ndo encurtados e (b)

encurtados.

Considerando-se que a agregacao de NTC pode prejudicar o deslocamento
dos conjugados sobre a membrana imunocromatografica, bem como pode resultar em
pipetagens errbneas, uma das etapas importantes no desenvolvimento do teste de
fluxo lateral utilizando F-NTC foi a escolha do agente de dispersdo, neste caso, 0
surfactante que tém a capacidade de reduzir a tenséo superficial entre o liquido e os
fragmentos de NTC. Para isso, foram testados surfactantes com diferentes cargas
dos grupos cabecas, sendo anidnico, catidnico e neutro, determinando qual método
de dispersdo é o mais eficaz na obtencdo de NTC altamente sollveis. Desta forma,
foram utilizados o composto organico dimetilformamida (DMF) e quatro surfactantes:
Tween-20, Triton x-100, CTAB e SDS.

Os experimentos foram divididos em trés etapas para melhor anélise dos
dados. Na primeira etapa todos os 4 surfactantes foram utilizados na concentracéo de

1%, e o DMF foi utilizado em sua forma pura (99,8%), utilizando concentragdes fixas
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de NTC. Na segunda etapa, foi analisado se a concentracdo do dispersante
acarretava em mudancgas na solubilidade do nanocompdsito. Na terceira etapa foram
feitas varias concentracdes de NTC solubilizados. As analises de dispersdo dos NTC
foram feitas utilizando espectroscopia de absorbancia na regiao do ultravioleta-visivel
(UV-vis) (AvaSpec-2048) em uma faixa de absorbancia entre 250-1110 nm, onde foi
utilizado o solvente de cada solugdo como referéncia para avaliar apenas a

qguantidade de NTC individuais dispersos em solucéo.

Estudo de agentes dispersantes e carreadores de NTC

Os NTC exibem absorcao caracteristica na regiao UV-vis, que esta associada
a concentracdo de NTC suspensos em solucdo e a intensidade do espectro de
absorcao correspondente. A principio, as solu¢des de NTC foram dispersas em DMF
e nos quatro surfactantes, submetidas a 2 horas de sonicador, e diluidas na propor¢ao
adequada para andlise. Em seguida, as solu¢des foram analisadas por UV-vis e sua
absorbéancia foi detectada. Nas medicbes de UV-vis, os NTC exibem picos
caracteristicos na regido espectral ultravioleta, enquanto apenas NTC individuais
dispersos estdo ativos na regido UV-vis. Desta forma, quanto maior o valor de
absorbancia, maior sera a concentracdo de NTC dispersos. A analise das amostras
esta sendo representada pela Figura 6, quando se pode observar que o DMF se
destacou notavelmente entre todos os outros dispersantes, obtendo um pico de
absorcdo maxima em torno de 260 nm, o que ja é descrito na literatura. Para efeito de
comparacao, foi feita uma aproximacao (linhas tracejadas) e inserido no gréafico. Com
isso, pode-se observar um pico de absor¢gdo menor e um pouco deslocado em torno
de 280 nm para o Triton X-100, ndo obtendo resultado significativo. O DMF superou

em cerca de 4 vezes o Triton X-100, comparando os valores de seus picos.

Ja os surfactantes Tween-20, CTAB e SDS obtiveram praticamente o0s
mesmos resultados, ndo apresentando picos na regido de absorcao dos NTC. A partir
dos resultados obtidos, € possivel indicar que a dispersabilidade dos NTC foi melhor
alcancada pelo solvente organico DMF em sua forma pura (PA).



39

Figura 6. Espectro UV-vis de NTC (0,25 mg/mL) dispersos em: DMF (linha preta); Triton X-100 (linha
vermelha); Tween-20 (linha azul); CTAB (linha roxa); SDS (linha verde). A inser¢éo em linhas tracejadas

mostra uma aproximacéo de uma determinada area do gréfico.

—— DMF puro

Triton X-100 (1%)
— Tween-20 (1%)
—— CTAB (1%)

—— SDS (1%)

Absorbancia (a.u.)

T T T T T
600 800 1000

_o -
o
I

Comprimento de onda (nm)

O DMF é uma pequena molécula orgéanica, solvente polar aprético e inerte,
composta por grupos amida e grupos metil. Os grupos amida e o0s grupos metil
correspondem aos grupos hidrofilicos e aos grupos hidrofébicos, respectivamente, e
com isso, aumenta a capacidade dos grupos amida em formar ligacdes de hidrogénio.
A dispersao dos NTC dependeu principalmente da quebra da forte atracdo de van der
Waals entre os tubos pelas moléculas de DMF, o que pode enfraquecer a forca de
ligac@o entre os NTC e dispersar melhor com o auxilio de sonicacéo.

A gquantidade de solvente é um fator chave que afeta diretamente a solubilidade
dos NTC. Um estudo recente publicado por Baomin et al demonstrou que a
concentracdo relativa dos compostos dispersantes, ou seja, a relacdo
dispersante/NTC nas suspensfes € um parametro critico. Seus experimentos foram
realizados utilizando concentracado baixas de DMF para dispersar NTC, variando
percentualmente entre 0,6 a 0,9% (BAOMIN WANG; BO PANG, 2020). Tomando
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como referéncia a metodologia de dispersdo de Baomin, foi necessério fazer uma
segunda etapa de avaliagdo para analisar se seria mais viavel utilizar o DMF puro ou
diluido em baixas concentracdes. Na Figura 7 esta plotado um grafico indicando a
variacao dos picos de absorcédo dos NTC com a variagao da concentracao de DMF de
0,1; 0,5; 1 e 10%, comparada ao solvente puro. E notoria a diferenca do pico de
absorcdo do DMF puro, quando comparado 0s picos correspondentes as
concentracfes abaixo de 10%, o que contradiz a metodologia de Wang. Isto pode ter
acontecido porque pequenas quantidades de DMF ndo conseguiram recobrir nem
separar eficientemente os NTC. O mesmo fundamento ndo pode ser extrapolado para
os surfactantes, onde foi percebido por Alafogianni et al que solu¢des contendo
surfactantes como dispersantes, requerem baixas concentracfes de particulas, pois
guantidades excessivas levardo a formacédo de micelas de surfactante redundantes,
recobrindo completamente os tubos de carbono, e inviabilizando seu uso como
marcador biolégico (ALAFOGIANNI et al., 2016).

Desta forma, o solvente escolhido para dispersao eficiente dos NTC foi o DMF
puro, sendo o melhor para formar particulas menores e menos agregadas. Os ruidos
apresentados na faixa que representa o pico de absor¢cdo maxima do DMF puro foram

devidos a perturbacdes externas as leituras.
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Figura 7. Espectro de absor¢céo UV-vis de NTC (0,25 mg/mL) disperso em diferentes concentracdes de
DMF: 0,1% (linha azul); 0,5% (linha vermelha); 1% (linha verde); 10% (linha rosa); puro (linha preta).
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Em solugdes com baixas concentracées de NTC, a absorbéncia obtida pela
espectroscopia UV-Vis pode ser linearmente relacionada a sua concentracao,
conforme descrito pela Lei de Lambert-Beer. Para estabelecer uma referéncia da
relacdo entre absorbancia e concentragéo, foram feitas as oito concentragdes de NTC
entre 15-50 pg/mL, monitorando a solubilidade dos nanocompadsitos em DMF puro por
espectroscopia UV-vis. Observou-se uma relacdo linear entre a absorbancia e as
concentracbes das solucdes de NTC (y = 0,0046x - 0,0071, R? = 0,9933) no
comprimento de onda de 400 nm, demonstrado na Figura 8. Os resultados obtidos

foram consistentes com relatorio anterior (LEE, J. U. et al., 2007).
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Figura 8. Espectros de absorcdo UV-vis das solu¢cdes NTC em diferentes concentracdes dispersos em
DMF puro: 15 pg/mL (linha preta), 20 ug/mL (linha vermelha), 25 ug/mL (linha verde claro), 30 ug/mL
(linha azul), 35 ug/mL (linha cianeto), 40 ug/mL (linha amarela), 45 ug/mL (linha rosa) e 50 yg/mL (linha

verde escuro). A imagem inserida: curva linear de concentracdo com absorbéncia a 400 nm.
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O tempo de estocagem dos NTC dispersos também foi analisado em funcéo da
estabilidade da dispersédo. Apés a dispersdo em DMF e nos quatro surfactantes nas
concentragdes propostas, os NTC foram guardados em temperatura ambiente e sem
manuseio durante uma semana, como observado na Figura 9. O primeiro tubo
contendo NTC  dispersos em DMF continua  apresentando uma
coloracao preta e sem acumulo do nanocompasito no fundo. Jaostubos 2,3,4e5
contendo os surfactantes: Triton X-100, Tween-20, CTAB e SDS, respectivamente,
sofreram com a precipitacdo dos NTC, o que corrobora com os resultados obtidos por
UV-vis que evidenciaram o baixo poder de dispersédo destes surfactantes quando

comparados ao DMF.
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Figura 9. Tubos de ensaio contendo NTC disperso em diferentes dispersantes apdés uma semana de
estoque. (1) DMF, (2) Triton X-100, (3) Tween-20, (4) CTAB e (5) SDS.

Principio do IFL baseado em NTC

O principio de funcionamento do IFL baseado em NTC € ilustrado na Figura 10.
Anticorpo IgG de coelho e anti-IgG foram utilizados como modelo para demonstrar a
prova de conceito. Os NTC carboxilados foram funcionalizados com anticorpo anti-
IgG (Abl) pela quimica de carbodiimidas EDC/NHS, que favoreceu a ligacao entre os
grupos carboxilicos na superficie do NTC e grupos amino do anticorpo (Figura 10a).
A solucdo contendo a proteina alvo (IgG de coelho) foi aplicada na almofada de
amostra e deslocada através da tira por acdo da capilaridade (Figura 10b). O alvo
interage primeiro com o conjugado NTC-Ab1 e ocorre uma imunorreacéo entre o IgG

de coelho da amostra e o anti-IgG na superficie do NTC. Essa interacao formou o
complexo NTC—anti-lgG—IgG que migrou ao longo da tira teste (Figura 10c). Ao

alcancar a linha teste, o anti-IgG policlonal (Ab2) pré-imobilizado interagiu com o IgG
de coelho do complexo em um segundo evento de imunorreagdo. Foi formada a
primeira faixa escura caracteristica da tira, devido ao acumulo de NTC na linha teste
(Figura 10d). A intensidade da faixa preta que aparece na linha de teste depende da
concentracdo do alvo IgG de coelho. A medida que a solug&o continua o fluxo e passa
pela linha de controle, o excesso de conjugado NTC-Abl pelo anticorpo policlonal
secundario anti-lgG de camundongo (Ab3) pré-imobilizado (Figura 10e). Desta

maneira, na presenca do alvo, duas faixas pretas sdo observadas a olho nu. Na
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auséncia do alvo, apenas a linha controle foi observada, devido a captura do
conjugado NTC-Ab1 pelo anti-IgG (Ab3), o que garante o correto funcionamento do

teste.

Figura 10. Desenho esquematico de IFL utilizando F-NTC. (a) ativacdo dos grupos carboxilicos dos
NTC a partir do EDC/NHS, para posterior conjugacéo ao anticorpo. (b) aplicagdo da amostra contendo
0 alvo. (c) captura do alvo pelo conjugado. (d) interacdo do alvo-conjugado com o anticorpo da linha

teste e controle. (e) auséncia do alvo na amostra formando apenas a linha controle.
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Otimizacé&o de parametros do ensaio

Uma das etapas mais importantes do IFL é a conjugacdo dos NTC com os
anticorpos de interesse, uma vez que este conjugado terd afinidades distintas com a
molécula alvo dependendo do quéo eficiente foi realizada a conjugacdo. Desta forma,
foi feito teste utilizando NTC néo funcionalizados e NTC funcionalizados com
EDC/NHS (0,05 e 0,04 mM, respectivamente). Na figura 11 sdo apresentadas duas
tiras onde foram utilizados anticorpos Ab1l imobilizados em NTC funcionalizados com
EDC/NHS (tira 1) e ndo funcionalizados (tira 2). As tiras foram confeccionadas
utilizando o alvo 1gG de coelho como amostra e Ab2 na linha teste para interagdo com
0s conjugados analisados. Os NTC funcionalizados com EDC/NHS (tira 1) pareceu
demonstrar uma maior eficiéncia na imobilizac&o dos anticorpos ao NTC, melhorando
a estabilidade e seletividade do conjugado ao seu alvo, e consequentemente,
aumentando seu acumulo na linha teste ao interagir com os anticorpos especificos,

provavelmente atribuida a uma ligacédo covalente entre os F-NTC e os anticorpos.

Figura 11. Fluxo lateral utilizando NTC funcionalizados com EDC/NHS (tira 1) e NTC nao

funcionalizados (tira 2) para imobilizacdo de anticorpos Ab1.

<— Linha teste

Apo6s carboxil-funcionalizados os F-NTC, foram testadas diferentes
concentracdes do anticorpo Ab1l para conjugacgéo. Na Figura 12 é exibida imagens de
tiras com concentragfes de anticorpos Abl em 0, 1, 5, 25 e 50 pg. Atira 1 é o controle
negativo, que ndo apresentou marcacdao em preto na linha teste, pois nao foi
adicionado o alvo na solucdo de amostra. As tiras 2 e 3 sdo as concentracdes de 1 e

5 ug, e apresentaram marcacdes na linha teste bem similares, sendo preconizada
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como padrédo de conjugacdo a menor de concentracdo entre elas. Ja as tiras 4 e 5,
com 25 e 50 ug respectivamente, vao diminuindo a faixa de marcagao na linha teste
com o aumento da concentracdo de Abl no nanotubo, 0 que é explicado pelo
sobrecarga dos anticorpos nas paredes do NTC, impedindo a ligagdo com o alvo. Em
todas as tiras pode-se observar a marcacao da linha controle, validando os resultados
obtidos nos testes.

Figura 12. Tiras de fluxo lateral utilizando NTC conjugado em diferentes concentracdes de anticorpo
Abl. Tira 1 representa o fluxo dos NTC néo conjugados; Tira 2 (1 ug); Tira 3 (5 ug); Tira 4 (25 ug); Tira
5 (50 pg).
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Reatividade da Linha Controle

Com base nas condicfes experimentais otimizadas, solu¢cdes de amostras com
diferentes concentracdes de IgG de coelho foram testadas no F-NTC-IFL. A Figura 13
apresenta as imagens fotograficas tipicas do IFL baseado em NTC funcionalizados
com anticorpos anti-lgG de coelho apos serem testados com diferentes concentracdes
do alvo 1gG de coelho (0,01; 0,1; 1 e 10 ug/mL). E possivel observar que na tira 1,
onde ndo ha o alvo, houve a marcagdo da linha controle, porém a linha teste ndo
marcou, indicando a confiabilidade do teste. As demais tiras reativas tiveram a
intensidade da linha de teste mais visivel e marcada com o aumento da concentragao
de IgG alvo até 1 pg/mL (tira 4), e depois pareceu saturar na concentragdo mais
elevada de 10 pg/mL. A linha teste € bastante visivel, mesmo na presenca de 0,01

pg/mL de IgG alvo, o que pode ser utilizado como limiar para a deteccao visual de IgG
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de coelho. Desta forma € possivel afirmar que o teste desenvolvido pode medir
concentracdes na ordem de 0,01 pg/mL sendo, portanto, mais sensivel que os testes

convencionais IFL usando nanoparticulas de ouro.

Figura 13. Ensaio de fluxo lateral na presenca de diferentes concentracfes de 1gG de coelho. (1)
controle negativo. (2) 0,01 pg/mL. (3) 0,1 pg/mL; (4) 1 pg/mL; (5) 10 pg/mL.

4 5

<— Linha controle

<— Linha teste

Reatividade da linha teste (detec¢cdo de SARS-COV?2)

Foi realizada a corrida no fluxo lateral utilizando anticorpos de COVID, visando
analisar a atividades dos diferentes anticorpos contra a proteina Spike do virus. Os
anticorpos utilizados para conjugacdo com os NTC foram: o IgG anti-Spike
monoclonal, o IgG anti Spike policlonal produzido em camundongo, assim com um
anticorpo IgY anti SARS-COV2. Foi utilizado 1 pg/mL de cada anticorpo para
conjugacdo com os F-NTC. Ja a proteina Spike do virus serviu como antigeno e foi
imobilizada na linha teste do imunossensor na concentragdo de 50 pg/mL. Com isso
foi possivel verificar a capacidade da reacédo de afinidade do anticorpo conjugado ao
seu antigeno, com posterior forma¢ao do complexo antigeno-NTC-anticorpo na linha
teste. Na Figura 14 séo exibidas as tiras correspondentes aos anticorpos utilizados,
sendo (a) NTC-anti-spike monoclonal, (b) NTC-anti-spike policlonal e (¢c) NTC-IgY anti-
spike. Todas as tiras mostraram reatividade na linha teste, mostrando que a forte
interacdo dos anticorpos ao NTC serve como sonda para ligacao especifica com o a

proteina Spike. Anticorpos de imunoglobulina G (IgG) de mamiferos (coelhos,
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camundongos, etc.) sdo comumente empregados como ligantes bioldgicos em
imunoensaios, porém ja se encontram relatos recentes que comprovam que O
anticorpo de gema de ovo de galinha (imunoglobulina Y, IgY) pode funcionar como
uma alternativa poderosa ao IgG para construir imunoensaios com alto desempenho
(DOU et al., 2022). Ao considerar o bem-estar animal, requisitos técnicos e custos, a
IgY oferece diversas vantagens, como ser ndo invasiva, potencial de produgdo em
larga escala, baixo custo, além de ter sensibilidade e alta especificidade em
comparacdo com a lgG (PEREIRA et al., 2019). Desta forma, o anticorpo escolhido
para conjugacao com o NTC foi o IgY anti-spike, visando a amplificacdo do sinal no

processo de imunoensaio com a proteina do virus.

Figura 14. Tiras de fluxo lateral utilizando NTC conjugado a diferentes anticorpos contra a proteina
Spike do virus COVID. (a) NTC conjugado a anti-Spike monoclonal. (b) NTC conjugado a anti-Spike
policlonal. (c) NTC conjugado a IgY anti-Spike.

Ensaios com amostras biol6gicas de pacientes soros positivos e negativos para
a COVID-19 mostraram reatividades as diferentes diluicbes investigadas. Para os
ensaios, utilizou as diluicbes 1:2, 1:10 e 1:100. A Figura 15 apresenta resultados das
tiras contendo o conjugado de NTC-IgY e o soro dos pacientes imobilizados na linha
teste para analisar a aplicabilidade do ensaio em amostra biol6gica. Pode-se observar
gue na tira (a) onde é representado o controle com soro de paciente negativo, ndo
houve reacdo com conjugado, mostrando que o IgY anti-COVID-19 baseado em
multiplos epitopos, é especifico para amostras positivas de infectados. Além disso, ja

nas demais tiras positivas a marcacéo da tira teste, observa-se que a quantidade dos
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NTC conjugados vai tornando-se menos evidente com as diluicbes do soro do
paciente, onde a tira (b) representa a maior diluicao 1:2, (c) 1:10, e até em diluicdo de
1:100 (d) foi possivel ver uma faixa escura na linha teste. Ou seja, em niveis séricos

mais baixos que os testes usando ouro coloidal.

Figura 15. Ensaio utilizando soro negativo para Covid-19 (a), e diluicdes do soro positivo em (b) 1:2, (¢)
1:10 e (d) 1:100.

d

b
v'd " «— Linha teste

Com os resultados obtidos pode-se evidenciar a capacidade de
reconhecimento do conjugado NTC-IgY utilizando soro como amostra, além de
conseguir distinguir pacientes com diagnostico clinico positivo e negativo para a
proteina Spike do virus da COVID-19.

Conclusao

Neste estudo, foi desenvolvido um IFL baseado em fragmentos
de nanotubos de carbono. A IgY anti-SARS-CoV-2 apresentou reatividade com as
amostras de soros, e alta sensibilidade analitica, permitindo mensurar concentracées
na ordem de nanogramas/mililitro. Acredita-se que o éxito tenha sido devido a
otimizacao das etapas importantes, como a escolha correta do agente dispersantes.
O IFL baseado em NTC abre assim uma nova possibilidade para nova geracao de

testes rapidos para antigeno, mostrando-se muito promissor para o diagndstico do
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virus Sars-CoV-2 a partir sua proteina Spike. Trabalhos futuros terdo como objetivo a
deteccdo quantitativa por meio da variacdo da condutividade com a presenca dos F-
NTC.
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5 CONCLUSOES

A utilizacdo de nanotubos de carbono modificados e tratados com DMF, sob
efeitos da sonicacao, obtidos através da metodologia desenvolvida neste trabalho se
mostrou bem promissora em sistemas de fluxo lateral. Estes nanotubos possuem uma
boa estabilidade sem formacéo de aglomerados visiveis de nanotubos de carbono,
superando dificuldades descritas quanto a manutencdo da solubilidade desses
nanomateriais.

A caracterizacdo destes nanotubos por MEV e espectroscopia de UV-Vis
permitiram identificar diferentes grupos de nanotubos de carbono ap6s a solubilizagéo,
a maioria em sua forma encurtada. A conjugacdo dos NTC carboxilados se deu de
forma eficiente, possibilitando que estes NTC possam ser funcionalizados com
anticorpos para aplicagcdes em imunoensaios, como para a detec¢cao da COVID-19. A
utilizacdo do anticorpo IgY anti-COVID-19 possibilitou uma maior sensibilidade do
teste devido a capacidade de deteccdo dos anticorpos a multiplos epitopos do virus,
permitindo o aumento da avidez na deteccao do antigeno em baixas concentracdes a
partir do soro de pacientes infectados.

Por fim, fica comprovada a aplicacdo de nanotubos de carbono para aplicacao
em teste de lateral, abrindo novas perspectivas para sua aplicacdo em diferentes
analises, como a avaliacdo quantitativa a partir da variacdo da condutividade dos NTC

em biossensores eletroquimicos associados as vantagens dos testes rapidos.
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