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RESUMO

As arboviroses sao infeccbes causadas por patdgenos virais transmitidos por
artrépodes infectados, como os mosquitos hematofagos. No Brasil, dentre os
arbovirus de maior relevancia clinica destacam-se o virus da dengue (DENV 1-4), o
virus Zika (ZIKV), o virus chikungunya (CHIKV) e o virus da febre amarela (YFV).
Devido a ampla similaridade entre os sintomas, ha necessidade de implementagao
de métodos diferenciais de diagndstico, mais precisos e de menor custo, capazes de
superar os desafios das técnicas convencionais, como ELISA e PCR. A utilizagao de
biossensores eletroquimicos baseados em lectinas promovem a imobilizagao viral ao
reconhecer glicanos presentes na estrutura viral, fornecendo resultados sensiveis,
em tempo reduzido e com um baixo custo envolvido. O biodispositivo desenvolvido
neste estudo para a detec¢cdo de arboviroses empregou uma nanoestruturagao
baseada em polipirrol (PPy), nanoparticulas de ouro (AuNPs) e a lectina Ulex
europaeus (UEA-I), que atuou como biorreceptor para a imobilizagao viral. As etapas
de construcdo do biossensor foram caracterizadas pelas técnicas de voltametria
ciclica (VC) e espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE). Os graficos
voltamétricos revelaram uma redug¢ao nas correntes de picos anddicos e catddicos
apos a biointeragdo do biossensor com os carboidratos de superficie de ZIKV,
CHIKV, YFV e todos os sorotipos de DENV, com maior estratificagcdo dos picos
observada no sorotipo DENV-1. As leituras impedimétricas revelaram uma maior
resisténcia a transferéncia de carga (RcT) para o sorotipo DENV-1, refletindo maior
reconhecimento pela lectina UEA-I. Com base nos dados quantitativos fornecidos
pela EIE, o padrdo de resposta obtido em termos de bioafinidade foi: DENV-1 >
CHIKV > DENV-2 > YFV > ZIKV > DENV-4 > DENV-3. Ensaios de seletividade com
fetuina, ovoalbumina e N-acetilglicosamina (GIcNAc) revelaram acentuado
reconhecimento da ovoalbumina, evidenciado pelo aumento do RcT. O biossensor

baseado em lectina desenvolvido neste estudo emprega inovagao tecnologica para a



detecgao de arbovirus, com elevado potencial para aplicagcdo como método rapido e

seguro no diagnéstico das arboviroses.

Palavras-chave: Arbovirus. Nanoparticulas de ouro. Nanoestruturas. Eletroquimica.



PENHA, Juliana Barbosa de Oliveira. Electrochemical biosensing based on
nanostructured polypyrrole film and Ulex europaeus lectin for the detection of
arboviral diseases. 2025. 71 paginas. Trabalho de Conclusédo de Curso (Graduagéao
em Biomedicina) — Universidade Federal de Pernambuco, Recife, 2025.

ABSTRACT

Arboviral diseases are infections caused by viral pathogens transmitted by infected
arthropods, such as hematophagous mosquitoes. In Brazil, the most clinically
relevant arboviruses include dengue virus (DENV 1-4), Zika virus (ZIKV),
chikungunya virus (CHIKV), and yellow fever virus (YFV). Due to the broad similarity
between their symptoms, there is a need for more accurate and lower-cost differential
diagnostic methods capable of overcoming the challenges of conventional
techniques such as ELISA and PCR. The use of lectin-based electrochemical
biosensors promotes viral immobilization by recognizing glycans present in the viral
structure, providing sensitive results in a shorter time frame and at a lower cost. The
biodevice developed in this study for the detection of arboviruses employed a
nanostructure based on polypyrrole (PPy), gold nanoparticles (AuNPs), and the Ulex
europaeus lectin (UEA-I), which acted as a bioreceptor for viral immobilization. The
biosensor construction steps were characterized by cyclic voltammetry (CV) and
electrochemical impedance spectroscopy (EIS). Voltammetric graphs revealed a
reduction in anodic and cathodic peak currents after biointeraction of the biosensor
with the surface carbohydrates of ZIKV, CHIKV, YFV, and all DENV serotypes, with
greater peak stratification observed for DENV-1 serotype. Impedimetric readings
revealed a higher resistance to charge transfer (RCT) for DENV-1 serotype, reflecting
greater recognition by the UEA-| lectin. Based on the quantitative data provided by
the EIE, the bioaffinity response pattern obtained was: DENV-1 > CHIKV > DENV-2 >
YFV > ZIKV > DENV-4 > DENV-3. The selectivity assay with fetuin, ovalbumin, and
N-acetylglucosamine (GIcNAc) revealed marked recognition of ovalbumin, evidenced
by increased RCT. The lectin-based biosensor developed in this study employs
technological innovation for the detection of arboviruses, with high potential for

application as a rapid and safe method in the diagnosis of arboviruses.

Key words: Arbovirus. Gold nanoparticles. Nanostructures. Electrochemistry.
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1.  INTRODUGAO

As arboviroses sao infecgdes virais pertencentes ao grupo das Doencgas
Tropicais Negligenciadas (DTNs), prevalentes em areas tropicais e subtropicais, que
afetam principalmente populacdes de baixa renda, desassistidas, e causam grande
impacto na saude publica, social e econémica (Hotez et al., 2020). Esses virus sao
transmitidos por vetores artropodes infectados, que atualmente possuem uma
circulagcao geografica heterogénea devido aos fatores ambientais, agdes antrdpicas
e mudangas climaticas, além de estarem associadas ao contexto sanitario e

socioecondmico (Chen et al., 2023).

Os arbovirus (do inglés arthropod-borne virus) representam o grupamento de
virus de RNA de fita simples e envelopados, transmitidos por artrépodes, em sua
maioria mosquitos hematofagos. Apresentam grande plasticidade genética e alta
frequéncia de mutagdes, que favorece adaptacbes a hospedeiros vertebrados e
invertebrados. Desse grande grupo de virus, os de maior impacto para a saude
humana sao pertencentes aos géneros Orthoflavivirus — como os quatro sorotipos do
virus da dengue (DENV 1-4), Zika (ZIKV) e febre amarela (YFV) — e Alphavirus,
representado pelo virus chikungunya (CHIKV). Esses virus sdo transmitidos por
insetos culicideos, principalmente dos géneros Aedes, Culex e Haemagogus, e as
espécies Aedes aegypti e Aedes albopictus (Donalisio; Freitas; Zuben, 2017,
Fernandes et al., 2017).

A emergéncia de epidemias simultédneas dos diversos arbovirus no Brasil é
atribuida principalmente a localizagdo geografica préxima a regides tropicais e
subtropicais, favoravel a multiplicacdo de vetores, a exemplo do Aedes aegypti
(Robert; Stewart-lbarra; Estallo, 2020). Paralelamente, fatores como mudancgas
climaticas, aumento da densidade populacional, urbanizagdo, migracdo, agdes
antrépicas e alteragcbes ecossistémicas estdo entre os fatores contribuintes que
influenciam a disseminagcdo geografica dos mosquitos vetores. Nesse sentido, as
arboviroses sdo motivo de preocupacao atual devido ao espectro de doencgas
clinicamente importantes e ao impacto na saude publica (Mayer; Tesh; Vasilakis,
2017).
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Devido a amplitude das manifestacbes e similaridade do espectro
sintomatoldgico das arboviroses, o diagndstico clinico esta diretamente relacionado
aos sinais e sintomas apresentados pelo paciente. Portanto, para o diagnostico
diferencial das arboviroses sdo empregados métodos convencionais sorologicos e
técnicas moleculares (Sena et al., 2024). O diagndstico molecular com maior
precisao é baseado na deteccao e quantificagdo do RNA viral por RT-qPCR (Reagao
em Cadeia da Polimerase com Transcricao Reversa Quantitativa), que oferece como
principais vantagens alta sensibilidade, especificidade, redu¢do da ocorréncia de
reagdes cruzadas e identificagdo patdgenos virais durante a fase aguda das
doencgas (Dias et al., 2023). Durante a fase de convalescenga, periodo em que é
possivel identificar os anticorpos especificos direcionados contra antigenos dos
arbovirus, os testes imunolégicos sdo mais indicados, como o ensaio de
imunoadsor¢ao enzimatica (ELISA), um dos testes mais utilizados por ser capaz de

identificar anticorpos IgM e IgG (Musso; Despreés, 2020).

As metodologias moleculares convencionais para deteccdo direta dos
arbovirus apresentam como desafios o tempo prolongado de realizagdo e obtengao
de resultados, alto custo para implementagéo, exigéncia de laboratérios clinicos com
instrumentagdo complexa e operadores qualificados, o que restringe seu uso em
unidades de saude. Os ensaios soroldgicos, por sua vez, apresentam alta
reatividade cruzada entre os flavivirus, devido as semelhangas nas regides
antigénicas, que podem ser reconhecidas pelos mesmos anticorpos, dificultando o
diagndstico diferencial (Varghese; Silva; Millar, 2023). Nesse contexto, é evidenciada
a necessidade de desenvolvimento de novas tecnologias para o diagnostico rapido,

preciso, e econdmico das arboviroses.

Os biossensores eletroquimicos sdo expressivamente desenvolvidos no
campo da inovagao tecnoldgica devido as suas atribuicdes em fornecer respostas
rapidas, precisas, diferenciais e sensiveis, a um baixo custo (Mollarasouli;
Kurbanoglu; Ozkan, 2019). Esses dispositivos analiticos para a detecgao, qualitativa
e quantitativa, de analitos quimicos e/ou biolégicos, sdo baseados na transducgéo e
amplificagcdo de um sinal elétrico mensuravel em resposta a ocorréncia de uma

reacao bioquimica que ocorre na interface de um eletrodo (Sharma et al., 2021).
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Lectinas tém sido frequentemente empregadas no campo dos biossensores
como moléculas de biorreconhecimento devido as suas propriedades especificas de
interacdo com residuos de carboidratos livres ou conjugados presentes em analitos
biolégicos, como as glicoproteinas virais (Simé&o et al., 2020). Exemplos incluem a
lectina vegetal Ulex europaeus (UEA-I), extraida de uma espécie de planta com flor
pertencente a familia Fabaceae, com afinidade predominante pela Fucose e
capacidade de ligar-se especificamente ao complexo glicano Fucose a-1-2 ligada a
Galactose e a-1,4 ligada a N-acetilglicosamina (GIcNAc) (Bojar et al., 2022; Guo et
al., 2019). Neste sentido, os biossensores baseados em lectinas visam
principalmente explorar as interagbes eletroquimicas entre os biodispositivos
nanoestruturados, modificados com lectinas, para o reconhecimento de

glicoproteinas virais, e assim possibilitar a detec¢ao diferencial das arboviroses.

Nos biossensores nanoestruturados tém sido amplamente empregados o uso
de polimeros condutores e nanomateriais, visando melhorar a condutividade elétrica,
biocompatibilidade, estabilidade e sensibilidade entre os componentes da plataforma
e o analito (Avelino et al., 2021). O polipirrol € um polimero condutor utilizado em
diversas metodologias devido a sua alta condutividade, alta taxa de transferéncia de
elétrons, capacidade de armazenamento de carga, compatibilidade biologica e
facilidade de sintese, fatores atrativos que proporcionam a ancoragem de
biomoléculas em bio dispositivos eletroquimicos (Oliveira et al., 2023). Dentre os
nanomateriais empregados, as nanoparticulas de ouro (AuNPs) apresentam
biocompatibilidade com o sistema e a capacidade de serem funcionalizadas,
favorecendo o aumento da area de superficie eletroativa do biossensor e

aprimorando a amplificagao do sinal (Karnwal et al., 2024).

Diante desse contexto, este trabalho objetiva desenvolver uma plataforma
biossensora eletroquimica baseada em polipirrol € nanoparticulas de ouro para a
deteccdo dos virus DENV, CHIKV, ZIKV, e YFV, utilizando como biomolécula de
reconhecimento a lectina UEA-I. Na avaliagdo do biodispositivo foram empregadas
as técnicas de voltametria ciclica e espectroscopia de impedancia eletroquimica,
visando o desenvolvimento de novas metodologias para uma detecgéao distinta e agil

das amostras contendo os arbovirus isolados em diversas concentracdes.
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2, REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 CONTEXTO HISTORICO DAS ARBOVIROSES NO BRASIL

O Brasil € um pais de grande extensao territorial, detentor de florestas e
matas tropicais, clima favoravel, e assim fornece condi¢des ideais para a ocorréncia
de diversas arboviroses. Seu principal vetor, o Aedes aegypti, é originario da Africa e
tem sua disseminacdo pelas Américas atribuida aos navios que transportavam
pessoas escravizadas do continente africano para os paises colonizados (Brown et
al., 2013). Com o advento de pesquisas em torno do isolamento do DENV, a doenca

passou a ser diagnosticada na década de 1940 (Messina et al., 2015)

Devido a iniciativa de erradicagdo do mosquito, em 1947, coordenada pela
Organizagdo Pan-Americana da Saude (OPAS), doengas transmitidas pelo Aedes,
como febre amarela e dengue, foram erradicadas do Brasil até 1962. Na década de
80, uma reinfegcao pelos sorotipos DENV-1 e DENV-4 causou uma epidemia
expressiva em Boa Vista, capital de Roraima, confirmada por meio de evidéncias
clinicas e laboratoriais (Fares; Souza; Afiez; Rios, 2015; Nunes et al., 2019). Desde
entdo, a dengue vem ocorrendo no Brasil de forma continua, devido aos seus
fatores endémicos, intercalando-se com a incidéncia de epidemias a cada 3 a 5

anos, associadas aos sorotipos predominantes (Salles et al., 2018).

O CHIKV, nomeado em referéncia aos sintomas debilitantes da artralgia, que
significa "aquele que se dobra", foi relatado pela primeira vez em 1952 na Tanzania.
O virus permaneceu restrito ao continente africano até 2005, quando surtos
significativos foram documentados na Asia. Nas Américas, foi introduzido em 2013
e, em seguida, os primeiros casos autdctones foram relatados no Brasil em 2014,
nos estados do Amapa e da Bahia. Até 2015, a doencga se espalhou por todo o pais,
principalmente na regido Nordeste, que se tornou o epicentro devido as condicdes
climaticas favoraveis e vulnerabilidade social (Almeida et al., 2023; Brito et al.,
2025).

O ZIKV foi inicialmente identificado na floresta Zika, em Uganda, no ano de

1947, e isolado a partir da amostra de sangue de um macaco rhesus (Macaca
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mulatta) e de mosquitos da espécie Aedes africanus (subgénero Stegomyia)
(Cao-Lormeau et al. 2014). No Brasil, a descoberta da doenca foi feita entre 2014 e
margo de 2015, quando profissionais das vigilancias epidemioldgicas de estados do
Nordeste comunicaram um surto de doenga com sintomatologia dengue-like
(Zanluca et al., 2015; Luz; Santos; Vieira, 2015). Devido ao fator endémico e a
presenca da artralgia dentre os sintomas, suspeitou-se de infecgdes causadas pelo
DENV e CHIKV, respectivamente, no entanto, testes moleculares e sorolégicos

descartaram essa suspeita (Albuquerque et al., 2018).

Nos primeiros meses da epidemia, profissionais da saude relataram o
aumento do numero de casos de neonatos com microcefalia por uma causa
desconhecida e, por vezes, acompanhados de outras malformagdes congénitas. Os
primeiros diagnosticos de transmissao intrauterina do virus, assim como evidéncias
laboratoriais e por ultrassonografia, confirmaram a associagdo entre o ZIKV e a
ocorréncia de malformagdes congénitas. O virus foi identificado no liquido amniético
de gestantes com fetos que apresentavam microcefalia detectada ainda durante o
acompanhamento pré-natal, bem como em amostras de tecido cerebral e placentario

de recém-nascidos e fetos natimortos (Melo et al., 2016).

Nesse sentido, em fevereiro de 2016, a OMS declarou que a incidéncia de
casos de microcefalia e outros disturbios neurolégicos relatados no Brasil constituia
uma Emergéncia de Saude Publica de Importancia Nacional (ESPIN), sob o marco
do Regulamento Sanitario Internacional (RSI) (Heukelbach et al., 2016). Em maio de
2017, com a diminuicdo do numero de casos de microcefalia no Brasil, o0 Ministério
da Saude anunciou o fim da situagdo de ESPIN causada pelo virus Zika. O conjunto
de agdes voltadas para a eliminagdo do mosquito Aedes aegypti implantadas pelo
Governo Federal, contribuiu, juntamente com a mobilizagdo da populagao, para a

diminuicao dos casos (Garcia, 2018).

No Brasil, a primeira descricao de uma epidemia causada pelo YFV, no século
XVII, foi feita em Pernambuco, estado que recebia navios de paises endémicos para
a doenga, como as ilhas de Cabo Verde e as Antilhas. A partir de entao, a febre
amarela se tornou a doenga epidémica mais importante do pais (Chippaux;
Chippaux, 2018). A ultima epidemia urbana de YFV registrada no século XX ocorreu

em 1929 no estado do Rio de Janeiro, e o ultimo caso urbano foi documentado em
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1942, no estado do Acre. As campanhas de vacinagdo em massa, impulsionadas
pelo sanitarista Oswaldo Cruz, comecaram apés a descoberta da vacina formulada
com a cepa 17D no final da década de 1930. Nesse contexto, a vacinagao tornou-se
obrigatéria para toda a populagéao, levando a erradicagao do ciclo urbano da doencga.
No entanto, a persisténcia da ocorréncia de surtos observados nos ultimos anos é
atribuida principalmente a baixa cobertura vacinal, presenca de vetores silvestres
em habitats periurbanos e a auséncia da exigéncia da vacinagao para viajantes
(Possas et al., 2018; Silva et al., 2020).

2.2 EPIDEMIOLOGIA

Conforme estabelecido pelo Ministério da Saude do Brasil na Portaria de
Consolidagao n° 204, de 17 de fevereiro de 2016, as arboviroses dengue,
chikungunya, Zika e febre amarela sao doencgas de Notificagdo Compulséria no
Brasil. Assim, diante da ocorréncia dessas doengas, agentes de saude devem
registrar o caso no Sistema de Informagao de Agravos de Notificagdo (SINAN). Este
procedimento busca contribuir para a vigilancia epidemioldgica e ao processo de
investigacdo da incidéncia das doengas (Ministério da Saude, 2016; Einloft et al.,
2021).

O Ministério da Saude publicou no Boletim Epidemioldgico Volume 55 (2024),
0 monitoramento dos casos provaveis, sorotipos predominantes e ébitos por dengue,
Zika e chikungunya no pais entre 1986 e junho de 2024, conforme demonstrado na
Figura 1. Os casos provaveis correspondem a todos os casos notificados ao SINAN,
desconsiderados os casos descartados. As epidemias de dengue, acima de 1 milhdo
de casos, foram registradas com maior frequéncia a partir de 2010. Essas situagdes
hiperendémicas sdo atribuidas a presenca simultanea dos quatro sorotipos do virus
e, paralelamente, observa-se que nos ultimos trés anos consecutivos (2022, 2023 e
2024), foi estabelecida predominancia do sorotipo DENV-1 (Ministério da Saude,
2024).
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Figura 1. Casos provaveis, sorotipos predominantes e 6bitos por dengue,
chikungunya e Zika, registrados entre 1986 e junho de 2024. Fonte: Secretaria de

Vigilancia em Saude e Ambiente, Ministério da Saude (2024).

Conforme o Painel de Monitoramento das Arboviroses, o ano de 2024
apresentou um aumento exponencial no numero de casos provaveis de dengue (6,5
milhdes de casos) em comparacgao ao ano de 2023 (1,6 milhées de casos), ao passo
em que os casos provaveis de infecgdo pelo CHIKV em 2023 (158 mil casos)
sofreram um aumento em relacdo a 2024 (263,5 mil casos). Casos relatados de
ZIKV, no entanto, sofreram uma discreta diminuigdo, no mesmo periodo entre 2023
(6,6 mil casos) e 2024 (5,1 mil casos) (Ministério da Saude, 2025).

Em 2023, foi documentada a reincidéncia da circulagao do sorotipo DENV-3,
um dos mais virulentos e associado a manifestagdes clinicas graves, que havia
deixado de ser prevalente em 2008. Estima-se que a auséncia prolongada de
DENV-3 pode ter tornado a populacdo altamente suscetivel a infeccdo por esse
sorotipo, evidenciando a importancia da detecgdo precoce e a necessidade de

monitoramento continuo da disseminagao do DENV-3 (Naveca et al., 2023).
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Os anos de 2016 a 2019 foram marcados pelo retorno do ciclo epidémico
silvestre da febre amarela, com S&o Paulo e Minas Gerais dentre os estados mais
afetados. O Ministério da Saude registrou pelo menos 2.251 casos humanos e 772
mortes de dezembro de 2016 a junho de 2019. Esses casos representam o aumento
de 2,82 vezes o total de casos humanos de febre amarela e 1,57 vezes a soma de
mortes humanas, em comparagao aos 36 anos anteriores (de 1980 a 2015) (Figura
2). Todos os casos confirmados da doenga foram adquiridos por transmissao
envolvendo o ciclo silvestre, pois ndo ha evidéncia do A. aegypti infectado com o
virus da febre amarela nas buscas por mosquitos realizadas pela vigilancia

entomoldgica (Silva et al., 2020).
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Figura 2. Casos humanos e taxa de letalidade de febre amarela silvestre no Brasil,
de 1980 a junho de 2019, por periodos epidemioldgicos (PE). Fonte: Adaptada de
Silva et al., 2020.

2.3 CARACTERISTICAS GERAIS DOS ARBOVIRUS

2.3.1 GENERO ORTHOFLAVIVIRUS
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Virions do género Orthoflavivirus e familia Flaviviridae sdo constituidos por
uma unica cadeia de RNA de fita simples, com polaridade positiva, com didametro de
40 — 60 nm, nucleocapsideo icosaédrico e possuem envelope lipidico onde estao
inseridas proteinas de membrana e glicoproteinas (Figura 3). O genoma viral
codifica trés proteinas estruturais, sendo elas a proteina do capsideo viral (C),
glicoproteina do envelope viral (E) e proteina de membrana (M), e pelo menos sete
proteinas ndo estruturais NS (NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4a, NS4b e NS5). As
proteinas estruturais compdem a arquitetura basica da particula viral, enquanto as
proteinas nao estruturais regulam a replicagao, viruléncia e patogenicidade viral
(Simmonds et al., 2017).

Dentre as espécies pertencentes ao género Orthoflavivirus, destacam-se
dentro dessa familia os patdgenos de interesse clinico e importancia epidemioldgica,
transmitidos por artropodes, como DENV, ZIKV e YFV (Donaldson; Zanders; Jose,
2025).

Proteina E Proteina M

Figura 3. Organizacéo estrutural da familia Flaviviridae. Fonte: Adaptada de

ViralZone — Swiss Institute of Bioinformatics, 2025.

2.3.1.1 DENGUE

A dengue é uma infecgao viral, ndo contagiosa, que pode ser causada pelos
sorotipos DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4. No Brasil, mosquitos fémeas da
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espécie Aedes aegypti realizam a transmissdo dos quatro sorotipos por meio do
ciclo humano-mosquito-humano de transmissdo. Os mosquitos sao infectados
mediante a picada em um hospedeiro infectado pelo DENV, que passa a se replicar
no intestino médio do mosquito por 3 a 5 dias e posteriormente migra para a
glandula salivar. O virus maduro, entdo, é capaz de infectar humanos suscetiveis por

meio da picada do mosquito infectado (Islam et al., 2021).

No hospedeiro humano, a infecgdo pode apresentar-se de forma
assintomatica devido a mecanismos de controle da replicagao viral por meio do
sistema imunoldgico. Individuos sintomaticos, no entanto, podem manifestar uma
ampla variedade de sintomas. A primeira manifestagcao ocorre durante o periodo de
incubacdo do virus, denominada febre classica da dengue, que geralmente é
acompanhada por cefaleia, dor retroorbitaria, dores no corpo e articulagoes,
fraqueza e erupgbes cutdneas. Apos essa fase, a maioria dos pacientes se
recuperam com o auxilio de tratamento para manejo dos sintomas (Martins; Alencar,
2022).

No entanto, a doenga pode progredir para a febre hemorragica da dengue
(FHD) ou a sindrome do choque da dengue (SCD). A FHD caracteriza-se pelo inicio
subito de febre alta e aumento da permeabilidade vascular, com repercussoes
hemorragicas como petéquias, purpuras e equimoses. A SCD é a forma clinica mais
grave da dengue e inclui disturbios da coagulagéo, extravasamento de plasma e, de
forma fatal, pode ocasionar o choque hipovolémico e a faléncia de multiplos 6rgaos
(Bhatt et al., 2020).

2.3.1.2 zKka

O ZIKV é um virus de RNA de fita simples, com polaridade positiva e
capsideo icosaédrico envelopado cujo genoma, assim como o do DENV, codifica
uma poliproteina que se divide em trés proteinas estruturais (C, M e E) e sete
proteinas nao estruturais (NS), responsaveis pela replicagdo e montagem viral. Além
da transmisséo vetorial, o ZIKV pode ser transmitido por contato sexual ou via

vertical, de gestantes infectadas para o embrido (Bhat et al., 2023).
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Geralmente, a infecgao pelo virus Zika € acompanhada pela auséncia de
sintomas. No entanto, a manifestagao sintomatoldgica é caracterizada pela sindrome
dengue-like, que se assemelha a infeccdo pelo DENV. A infeccdo é associada,
também, a sindrome de Guillain-Barré, um disturbio neurolégico raro causador de
fragueza muscular e paralisia, e a Sindrome Congénita do Zika (SCZ), que
corresponde a alteragbes congénitas graves em fetos expostos ao ZIKV durante os
primeiros meses de gestacdo, estando associada a comorbidades como

microcefalia, paralisia cerebral, deficiéncia intelectual e epilepsia (Wheeler, 2018).

2.3.1.3 FEBRE AMARELA

Estruturalmente, o YFV se assemelha aos demais virus do género
Orthoflavivirus, possuindo um nucleocapsideo icosaédrico envolvido pelo envelope,
que é originario do hospedeiro. O genoma ¢é constituido por RNA de fita simples e
polaridade positiva, capaz de codificar a sintese das proteinas estruturais (C, M e E)

e sete nao estruturais (NS) (Gianchecchi et al., 2022).

O virus da febre amarela diferencia-se do DENV e ZIKV por possuir dois
ciclos de transmissao registrados na América do Sul, o ciclo silvestre e o ciclo
urbano. A transmissao silvestre ocorre essencialmente em florestas tropicais, onde
os hospedeiros amplificadores sdo os Primatas Nao Humanos (PNH), e os vetores
sdo principalmente mosquitos dos géneros Haemagogus e Sabethes, que infectam
humanos por meio de picadas. O ciclo urbano envolve um hospedeiro humano
infectado, que contraiu o virus em regido silvestre, e que entdo é picado por um
mosquito da espécie Aedes aegypti, que passa a ser infectado e transmite o virus a

outros humanos em areas urbanas (Silva et al., 2020).

Apo6s a inoculagao do YFV na circulacéo, o virus se espalha rapidamente para
multiplos 6rgéos do corpo, causando uma patogénese semelhante a de outras
arboviroses. Os principais sintomas incluem febre moderada, nausea, mialgia,
artralgia, cefaleia prolongada e fraqueza. Pacientes podem apresentar sintomas
classicos da doencga relacionados ao acometimento do figado, rins e bago, como

oliguria ou anduria, ictericia, albuminuria e acidose metabdlica. Cerca de 3 a 4 dias
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apoés o inicio dos sintomas, o paciente pode evoluir para recuperagao ou para o

periodo de remissao (Xavier et al., 2018).

2.3.2 GENERO ALPHAVIRUS

O género Alphavirus, da familia Togaviridae, é formado por virus de RNA de
fita simples e sentido positivo, envelopados, possuem um didametro de 70 nm,
nucleocapsideo icosaédrico e uma camada de glicoproteinas de superficie, como
demonstrado na Fig. 4. O CHIKV é o principal patégeno do género Alphavirus, visto
que a maioria dos demais virus do mesmo género ndo conseguem desenvolver a

viremia necessaria em humanos para infectar mosquitos (Chen et al., 2018).

Proteina C Proteina M

Figura 4. Organizacao estrutural da familia Togaviridae. Fonte: Adaptada de

ViralZone — Swiss Institute of Bioinformatics, 2025.

2.3.2.1 CHIKUNGUNYA

O genoma do virion CHIKV é um RNA de fita simples e sentido positivo que
codifica quatro proteinas nao estruturais (nsP1, nsP2, nsP3 e nsP4), envolvidas na
replicagdo do genoma, e cinco proteinas estruturais, envolvidas na montagem do
virion: capsideo (C) duas glicoproteinas do envelope (E1 e E2) e as subunidades do

envelope (E3 e 6K). Na bicamada lipidica, derivada do hospedeiro, estédo inseridas
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80 espiculas formadas por trimeros de heterodimeros das glicoproteinas de
superficie E1 e E2 (Sharma et al., 2018).

No Brasil, a transmissao do virus se da pela picada de fémeas dos mosquitos
Aedes aegypti infectadas pelo CHIKV, seguindo o mesmo ciclo de transmissao
humano-mosquito-humano observado no DENV e ZIKV. O periodo de incubacgao no
hospedeiro humano dura em média de trés a sete dias, enquanto a viremia pode
perdurar por até dez dias. As manifestagbes sintomaticas mais relatadas sao febre
alta, erupgdes cutaneas, calafrios, cefaleia, fotofobia e dores musculoesqueléticas
debilitantes como artralgia, artrite e mialgia. Ademais, ha registros na literatura de
casos de infec¢gdes congénitas pelo CHIKV, durante o parto, estando associadas a
um risco aumentado de complicagdes na gravidez e infecgao neonatal (Cavalcanti et
al., 2022; Bartholomeeusen et al., 2023).

2.4 METODOS LABORATORIAIS DE DIAGNOSTICO DAS ARBOVIROSES

O diagndstico clinico das arboviroses € inespecifico em fungdo da
similaridade dos sintomas causados pelos arbovirus. Deste modo, o diagndstico
laboratorial € necessario para a confirmacdo e diferenciacdo entre infeccbes
arbovirais e ndo arbovirais que possuem sintomas semelhantes. Os métodos de
diagndstico mais utilizados na confirmagao das infecgbes sdo baseados em técnicas
moleculares e soroldgicas (Sena et al., 2024).

Testes soroldgicos identificam especificamente anticorpos contra o virus no
soro do paciente, sejam anticorpos IgM por indicativo de infecgao recente, ou IgG,
relacionado com infec¢des passadas. Em fungédo da janela imunoldgica e inicio da
producado dos anticorpos, exames soroldgicos devem ser realizados por volta do
sexto dia apds o inicio dos sintomas (Musso; Despres, 2020).

Dentre os testes soroldgicos disponiveis, o ELISA é uma das técnicas mais
usadas para o diagnostico. No entanto, devido a reatividade cruzada entre os
orthoflavivirus, faz-se necessarios ensaios confirmatérios como o teste de
neutralizacdo por reducado de placa (PRNT), inibigdo de aglutinagao (IH) ou fixagao
de complemento (FC). Uma variacdo do ELISA, o ensaio imunoenzimatico de
captura de IgM (MAC-ELISA) baseia-se no revestimento do anticorpo de captura

(anti-lgM humano) na microplaca, seguido da adigao do soro do paciente, e entdo do
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antigeno viral. Por ultimo, adiciona-se um anticorpo antiviral conjugado a uma
enzima, e um resultado colorimétrico € gerado pela interagdo da enzima e de um
substrato cromogénico, como demonstrado na Fig. 5 (Cerutti et al., 2022).

O uso do MAC-ELISA é recomendado para detectar anticorpos especificos
em areas onde apenas um orthoflavivirus € endémico, pois ha a possibilidade da
nao distingao entre a produgao de anticorpos anti-ZIKV, anti-DENV (1-4) e anti-YFV
no mesmo individuo. Logo, o resultado positivo do MAC-ELISA em areas endémicas
nao deve ser considerado confirmatério e requer testes adicionais confirmatérios
(Loyola et al., 2021).

Substrato Resultado Colorimétrico

€—— Anticorpo Antiviral Conjugado

€— Antigeno Viral

€— IgM da Amostra

€—— Anti-IgM

Figura 5. Representagcdo esquematica da técnica sorolégica por MAC-ELISA.
Fonte: Autoria Prépria (2025).

O método que apresenta maior sensibilidade e especificidade para a
identificacdo dos virus, considerado o padrao-ouro de diagnéstico, € a técnica da
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR). Para todas as variagbes da PCR, o RNA
viral deve ser inicialmente extraido de amostras biolégicas como soro, plasma ou
urina, e posteriormente é amplificado por meio de reagentes e enzimas como
primers, dNTPs, transcriptase reversa e DNA polimerase. Na técnica da RT-gPCR, o

RNA viral extraido é inicialmente transcrito em DNA complementar (cDNA), e o
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cDNA é entado usado como molde para a reagao de PCR, segundo representagéo na
Fig. 6 (Varghese; Silva; Millar, 2023).

Técnicas como a PCR, baseadas em biologia molecular, reduzem a
ocorréncia de reacgdes cruzadas e identificam os patdogenos de forma precoce,
sensivel, especifica e contribuem para o mapeamento da vigilancia epidemioldgica.
No entanto, esta metodologia exige laboratorios clinicos com instrumentagao
complexa, operadores qualificados e um alto custo empregado, o que restringe seu

uso em unidades de atenc&o primaria a saude (Dias et al., 2023).
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Figura 6. Representacao esquematica da técnica molecular por RT-qgPCR.
Fonte: Autoria Propria (2025).

25 BIOSSENSORES ELETROQUIMICOS

A area médica enfrenta desafios no controle de doencas de rapida
disseminagao, como as arboviroses causadoras de epidemias, sendo crescente o
aumento da demanda por metodologias inovadoras capazes de fornecer
diagndsticos rapidos, seletivos e especificos. Nesse cenario, os biossensores
destacam-se como ferramentas promissoras, pois aliam alta sensibilidade,
seletividade, baixo custo, possibilidade de miniaturizacdo e obtencao de resultados

em tempo reduzido (Lino et al., 2022).

A Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IJUPAC) define um
biossensor como um dispositivo que emprega reacdes bioquimicas especificas

facilitadas por enzimas isoladas, imunossistemas, tecidos, organelas ou células



32

inteiras para identificar compostos quimicos normalmente obtidos por meio de sinais
elétricos, térmicos ou Opticos (Jurado-Sanchez, 2018). Esses biodispositivos séo
baseados em uma molécula de reconhecimento biolégico, um elemento transdutor
da reacdo bioquimica gerada e um sistema de processamento de sinal, como

demonstrado na Fig. 7 (Campos et al., 2020).

£ 3 s ﬂ

Virus Bactérias Lectinas Anticorpos Eletroquimico Calorimétrico
N
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Células Proteinas Peptideos Enzimas Piezoelétrico Optico
Analito Biorreceptor Transdutor Mensuracgdo

Figura 7. Configuracdo dos componentes funcionais de um biossensor. Fonte:
Autoria Propria (2025).

Nos biossensores eletroquimicos sdo exploradas as interacdes especificas
entre o analito de interesse e o elemento de biorreconhecimento, que pode ser
classificado como biocatalitico ou biocomplexante. Elementos biocataliticos, como
enzimas, células e tecidos, desempenham reagbes cataliticas para o
reconhecimento de analitos. Os elementos de biocomplexantes baseiam-se na
interacdo de analitos com macromoléculas ou conjuntos moleculares organizados,

como anticorpos e peptideos (Zhao et al., 2021).

O elemento transdutor age como uma interface que traduz a reagao
bioquimica entre analito-biorreceptor em sinais elétricos, como mudancas
amperométricas, voltamétricas e impedimétricas (Leva-Bueno; Peyman; Millner,
2020). A configuracdo mais comumente aplicada desse elemento é baseada em um
potenciostato conectado a célula eletroquimica formada por trés componentes, em

que o eletrodo de trabalho (ET) atua como um elemento de modificagado onde ocorre
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a reagao bioquimica, o contra-eletrodo (CE) estabelece uma conexdo com a solugao
eletrolitica para aplicacdo da corrente elétrica, e o eletrodo de referéncia (ER)
fornece um potencial conhecido e estavel, como demonstrado na Fig. 8 (Shanbhag
et al., 2023).
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Figura 8. Representacao dos componentes de uma célula eletroquimica
convencional de trés eletrodos: eletrodo de trabalho (ET), eletrodo de referéncia
(ER) e contra-eletrodo (CE). Fonte: Autoria Propria (2025).

2.5.1 BIOSSENSORES BASEADOS EM LECTINAS

Lectinas sdo um grupo de proteinas capazes de reconhecer e distinguir
sequéncias de carboidratos especificos presentes em sitios biolégicos, podendo
ligar-se de modo n&o covalente e reversivel a glicanos e glicoconjugados. Essas
proteinas estdo amplamente distribuidas na natureza e s&o isoladas e
caracterizadas em muitas fontes, como microrganismos, plantas e animais. As
lectinas vegetais sdo moléculas amplamente estudadas no campo da glicobiologia
por serem consideradas um sistema-modelo para investigacdo de interagdes
proteina-carboidrato, tornando-as alvo de aplicagbes biotecnoldgicas (Naik; Kumar,
2022; Konozy et al., 2024).
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Na pesquisa biomédica, lectinas tém sido empregadas na identificagdo do
perfil de glicanos expressos por patégenos. Devido a sua capacidade de se ligar a
glicoproteinas virais, podem ser utilizadas para projetar dispositivos para diagndstico
de doengas virais por meio de afinidade e biorreconhecimento de glicanos na
superficie de virus (Katoch; Tripathi, 2021).

A imobilizagdo de lectinas em transdutores eletroquimicos adequados
favorece a criacdo de biossensores sensiveis e inovadores, com a capacidade de
rastrear agucares-alvo em niveis moleculares. A interacao lectina-carboidrato ocorre
com alta afinidade e especificidade em sitios especificos da proteina por meio de
ligacbes de hidrogénio, van der Waals e interagbdes hidrofobicas, fornecendo uma
alta sensibilidade eletroanalitica (Abrantes-Coutinho et al., 2021; Pham et al., 2024).

No estudo de Lucena e colaboradores € observada a aplicacdo da lectina
Concanavalina A (ConA), a qual possui afinidade de ligagédo a residuos de manose,
glicose e N-acetilglicosamina, como elemento de biorreconhecimento de
carboidratos da proteina Spike presente no coronavirus da sindrome respiratéria
aguda grave 2 (SARS-CoV-2). O biossensor baseado em lectina proposto foi capaz
de identificar a proteina Spike com excelente seletividade e rapidez, se destacando
como uma alternativa promissora para a identificagao de proteinas virais glicosiladas
(Lucena et al., 2024).

2.6 ULEX EUROPAEUS

A lectina Ulex europaeus (UEA-I), pertencente ao grupo de lectinas de plantas
da familia Leguminosae, é uma proteina isolada das sementes do tojo comum, como
sdo popularmente conhecidas as plantas do género Ulex (Fig. 9). Essa planta, tipica
da Europa Ocidental e norte da Africa, sofreu uma distribuicdo global em regides

equatoriais e temperadas (Broadfield; McHenry, 2019).

Ulex europaeus Sementes de Ulex europaeus Lectina Ulex europaeus
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Figura 9. Representacao da extragdo da lectina Ulex europaeus. Fonte: Autoria
Prépria (2025).

Estudos estruturais observaram que a UEA-lI esta incluida no grupo de
lectinas com afinidade a fucose, possuindo seu sitio de glicosilagdo em residuos
conservados da asparagina (Asn10 e Ans116), expressando afinidade predominante
por Fucose e adicional pelo complexo trissacarideo Fucose a-1,2 ligada a Galactose
e a-1,4 ligada a N-acetilglicosamina (Bojar et al., 2022; Guo et al., 2019; Konami;
Yamamoto; Osawa, 1991). Deste modo, as propriedades intrinsecas das lectinas
como biomoléculas de identificacdo de superficies virais possibilita o seu emprego
em sistemas biossensiveis e contribui para o desenvolvimento de diagndsticos

clinicos aprimorados (Abrantes-Coutinho et al., 2021; Oliveira et al., 2011).

2.7 POLIMEROS CONDUTORES

Polimeros condutores (CPs) s&do um tipo de material organico composto de
subunidades monomeéricas, dispostas em cadeias de anéis aromaticos, com ligagdes
simples e duplas conjugadas. Essa ligagao dupla é formada por uma ligacao sigma
(o), que é forte e contém uma maior concentragédo de elétrons, e uma ligagao pi (1)
mais fraca. O processo de dopagem de um polimero ocorre por meio de reagdes de
oxi-reducao pela extracdo e transferéncia de elétrons, resultando no aumento da

condutividade do polimero (Shoyiga; Fayemi, 2025).

Plataformas biossensoras podem ser otimizadas para a imobilizacado de
biomoléculas e transducido de sinal por meio de polimeros condutores, como o
polipirrol, que oferecem condutividade elétrica e biocompatibilidade superiores. Esse
material aumenta a area de superficie dos sensores, o que melhora a interagdo com

o analito e o desempenho da detecg¢ao (Santos et al., 2025).

2.7.1 POLIPIRROL

O polipirrol € um polimero altamente condutor de interesse em diversas

aplicagbes biotecnolégicas devido as suas propriedades elétricas, possuir



36

biocompatibilidade, presenga de grupos quimicos funcionais, possibilitar variagoes
morfologicas e ter sua funcionalidade e o desempenho aumentados pela associagao

a outros nanomateriais (Pan et al., 2024).

A sintese do polipirrol realizada por meio da polimerizagao eletroquimica do
monémero pirrol permite o controle das variagdes no potencial aplicado, na corrente,
taxa de varredura, controle da espessura e da condutividade do polimero. Esse
método conduzido diretamente sobre transdutores eletroquimicos decorre da
aplicagdo de um potencial apropriado no eletrodo, permitindo que o0 mondémero de
pirrol, em solu¢gdo com agente dopante, oxide e polimerize na superficie do eletrodo
até a formacdo de um filme nanoestruturado. Na Fig. 10, é possivel observar a
estrutura do monémero de pirrol e do polipirrol (Hao; Dong; Yu, 2024; Zhang et al.,
2023; Jain; Jadon; Pawaiya, 2017).
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Figura 10. Estrutura quimica do mondémero pirrol e do polipirrol. Fonte:
Autoria Propria (2025).

2.8 NANOMATERIAIS

O emprego de nanomateriais em biossensores permite a otimizagado da
performance desses dispositivos ao atuarem como interfaces entre os receptores
biolégicos e a superficie do transdutor eletroquimico, promovendo a amplificagdo do
sinal detectado. A utilizacdo de materiais em escala nhanométrica oferece excelente
biocompatibilidade, estabilidade, seletividade e alta condutividade térmica e elétrica
(Ramesh et al., 2023).

Dentre o0s nanomateriais comumente aplicados em biossensores,

destacam-se nanoparticulas, nanotubos, nanofimes e pontos quéanticos,
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representados na Fig. 11. A exploracdo dessas nanoestruturas com diferentes
funcionalidades e dimensdes € benéfica para o desenvolvimento de biossensores
(Barbosa et al., 2020).

NANOMATERIAIS

Nanoparticulas Nanofilmes

Nanotubos Pontos Qudnticos

Figura 11. Versatilidade morfolégica dos nanomateriais. Fonte: Autoria
Prépria (2025).

2.8.1 NANOPARTICULAS DE OURO

Dentre os nanomateriais utilizados para a construgdo de biossensores, as
nanoparticulas de ouro (AuNPs) sdo empregadas por fornecerem estabilidade,
biocompatibilidade, baixa resisténcia e alta condutividade para o sensoriamento
biolégico (Kumalasari; Alfanaar; Andreani, 2024). Materiais metalicos, como o ouro,
tém propriedades Opticas e de ressonéancia plasménica de superficie localizada
(LSPR) que permitem uma maior ajustabilidade dos espectros de absorbancia e
espalhamento das AuNPs, proporcionando uma flexibilidade na obtencdo de

diferentes tamanhos e formas de nanoparticulas (Li et al., 2023).
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A funcionalizagdo das AuNPs pode ser empregada para promover a ligagao
precisa a biomoléculas, o que, por sua vez, melhora a sensibilidade e a seletividade
dos biossensores, sem comprometer a biocompatibilidade das nanoparticulas. A
cisteamina (Cys) € uma molécula alcanotiolato com  propriedades
quimiossensibilizadoras frequentemente utilizada como estabilizadora de AuNPs,
devido ao seu grupamento tiol (-SH) e amina (-NH2), através da ligagdo Au-SH
(lonescu, 2022). Assim, a Cys tem sido frequentemente empregada em
metodologias, juntamente com as AuNPs, na construcdo de biossensores para a

identificacéo de patégenos (Avelino et al., 2021).

2.9 TECNICAS DE CARACTERIZAGAO ELETROQUIMICA

2.9.1 VOLTAMETRIA CICLICA

A voltametria ciclica € uma técnica de medicado eletroanalitica amplamente
utilizada na construgdo de biossensores eletroquimicos em fungcdo da sua alta
sensibilidade para a detecgdo de espécies inorganicas e organicas, um tempo de
resposta rapido e baixo custo. Essa técnica fornece informacdes qualitativas e
quantitativas dos processos de oxirredugao ocorridos na interface do eletrodo e a
solugcdo eletrolitica ao medir as correntes de pico geradas, além de fornecer
informacdes sobre a cinética de transferéncia de elétrons e as reagdes quimicas que

ocorrem nesta interface (Rafiee et al., 2024).

A analise voltamétrica consiste na aplicacdo de um potencial elétrico de
varredura que acarreta em uma diferenga de potencial entre os eletrodos de trabalho
e de referéncia, possibilitando uma transferéncia de elétrons, resultante dos
processos de oxirreducdo, e a medicdo da corrente elétrica resultante entre os
eletrodos de trabalho e o contra-eletrodo (Grieshaber et al., 2008; Pacheco et al.,
2013).

Nesta técnica, o voltamograma ciclico € a representacao grafica da corrente
elétrica resultante versus o potencial aplicado. Na relagcdo existente entre essas
grandezas, a aplicagdo de um potencial variavel que avanga na regidao anddica faz

com que as espécies quimicas em solugdo sofram oxidagdo na interface
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eletrodo/solucédo, resultando em um pico de corrente anddica (Ipa). No ponto de
reversao da varredura em consequéncia do esgotamento das espécies oxidadas, o
potencial € variado em direcdo a regidao catodica até o valor de potencial inicial,
resultando em um pico de corrente catdédica (Ipc), ocasionando o voltamograma
representado na Fig. 12 (Elgrishi et al., 2017).
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Figura 12. Voltamograma ciclico representativo das correntes de pico
anadicas (lpa) e catddicas (Ipc) nas regides de potencial anddico (Epa) e potencial

catddico (Epc), respectivamente. Fonte: Autoria Prépria (2025).

292 ESPECTROSCOPIA DE IMPEDANCIA ELETROQUIMICA

A espectroscopia de impedancia eletroquimica € uma técnica eletroanalitica
empregada para a investigagao de fendbmenos elétricos interfaciais relacionados aos
eventos seletivos de biorreconhecimento, sendo amplamente utilizada em estudos

de biossensoriamento (Lazanas; Prodromidis, 2023).
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Essa técnica tem como base a aplicacdo de um potencial alternado ao
sistema de eletrodos em uma célula eletroquimica, registrando-se uma variagao
senoidal da corrente elétrica resultante. As medigdes entre o potencial aplicado e a
corrente resultante, geradas a partir da interface eletrodo-solugédo, podem ser
simuladas para circuitos elétricos equivalentes ou modelos matematicos. Essas
medicbes permitem avaliar os componentes elétricos resistores, capacitores ou
elementos de fase constante, que sdo conectados para formar um circuito
equivalente, bem como a taxa de transferéncia de carga, condutividade de materiais,
capacitancia da dupla camada elétrica e cinética de eletrodos (Magar; Hassan;
Mulchandani, 2021).

A representagao grafica dos dados de impedancia sao apresentados em um
diagrama de Nyquist, como na Fig. 13A. O diagrama possui em seus €ixos x e y, 0
elemento de impedancia real (Z’) e elemento imaginario (-Z”), respectivamente. O
circuito equivalente de Randles retratado na Fig. 13B representa a unido de
elementos impedimétricos, em um sistema composto por capacitores e resistores,
tornando possivel fazer a simulacdo dos resultados pela quantificacdo dos
elementos correspondentes a resisténcia da solugéo eletrolitica (Rs), resisténcia a
transferéncia de carga (RcT), impedéncia de Warburg (Zw) e capacitancia da dupla
camada elétrica (Cdl) correspondente a interface eletrodo-solugdo (Lazanas;

Prodromidis, 2023).
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Figura 13. Representacao esquematica do diagrama de Nyquist (A) e circuito de
Randles (B). Fonte: Autoria Propria (2025).
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2.10 ESPECTROSCOPIA ULTRAVIOLETA-VISIVEL

A espectroscopia de absorgao ultravioleta-visivel (UV-vis) é geralmente
realizada para estudar as propriedades opticas, estimar o tamanho, a concentracao
e o nivel de agregagdo de nanoparticulas plasménicas (Amendola; Meneghetti,
2009). Essas nanoparticulas absorvem radiacdo nas regides da luz visivel no
espectro eletromagnético, a depender da sua forma e tamanho. Essa absorgcao é
atribuida a oscilagdo de elétrons na superficie das nanoparticulas, chamada de
ressonancia plasménica de superficie localizada (LSPR). A dispersdao das
nanoparticulas plasmoénicas resulta em uma emissao de radiagédo que é mensurada
por um espectrofotdmetro, gerando um grafico que correlaciona o comprimento de

onda versus intensidade de absorgéo (absorbancia) (Arif; Raza; Akhter, 2024).

Atualmente, as AuNPs coloidais s&o extensivamente caracterizadas em
detecgdes colorimétricas e Opticas, devido a sua eficiéncia na absorcao e dispersao
da luz. Mais especificamente, as AuNPs conseguem sustentar uma LSPR, que
ocorre devido ao deslocamento e a oscilagao coerente dos elétrons de condugao em
sua superficie, em uma frequéncia especifica, quando expostas a luz incidente de

um espectrofotdmetro (Murphy et al., 2008).

2.11 ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO POR TRANSFORMADA DE FOURIER

A espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) é
definida como uma técnica de espectroscopia vibracional molecular que analisa
componentes quimicos, moléculas e grupos funcionais. Seu principio baseia-se na
absorcao de luz infravermelha por uma amostra e, em um espectro de picos, bandas
de absorbancia sédo representadas em um grafico intensidade de absorbancia (ou

transmitancia) versus a frequéncia (nUmero de onda) (Marie; Torbjérn, 2007).

A FTIR consiste em quatro partes principais: uma fonte de luz, um suporte de
amostra, um monocromador e um detector. O monocromador divide o feixe de
infravermelho em dois feixes, em que o primeiro é refletido de um espelho fixo, e o
segundo feixe, de um espelho movel. Os dois feixes sdo recombinados para o

interferémetro (detector), que representa as frequéncias relacionadas a excitagao


https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/ir-spectrum
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/transmittance

42

dos estados vibracionais dos grupos funcionais das moléculas em um

interferograma, posteriormente transformado por Fourier em um espectro de

absorgado em fungédo do numero de onda. (Faramarzi et al., 2023).

3.

3.1

OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Desenvolver um biodispositivo para detecgdo de arboviroses baseado em

filme nanoestruturado de polipirrol (PPy), nanoparticulas de ouro (AuNPs) e lectina

Ulex europaeus (UEA-I).

3.2

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Estudar as propriedades interfaciais do filme de PPy obtido diretamente sobre
a superficie metalica de ouro através de sintese eletroquimica e avaliar a
imobilizacao e funcionalizacdo das AuNPs sobre o filme polimérico;

Avaliar estratégias para ancoragem covalente, interacdo fisico-quimica e
funcao bioldgica da lectina Ulex europaeus frente virus inativado;

Caracterizar eletroquimicamente a plataforma biossensora por meio das
técnicas de voltametria ciclica (VC) e espectroscopia de impedancia
eletroquimica (EIE);

Avaliar os componentes do diagrama de Nyquist e o circuito equivalente de
Randles, dentre eles a resisténcia a transferéncia de cargas (RCT),
resisténcia da solugao eletrolitica (RS), impedancia de Warburg (ZW) e a
capacitancia da dupla camada elétrica (Cdl);

Avaliar a seletividade do biodispositivo frente a amostras de fetuina,
ovoalbumina e N-acetilglicosamina (GIcNAc), assim como a resposta a
moléculas interferentes, como glicose e colesterol;

Analisar as propriedades Opticas dos nanomateriais pelo uso da

espectroscopia no UV-visivel (UV-vis) e infravermelho (FTIR);
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4, METODOLOGIA

4.1 MATERIAIS

No preparo da solucao eletroanalitica foram utilizados ferricianeto de potassio
(K3[Fe(CN)e]), ferrocianeto de potassio (K4[Fe(CN)s]), fosfato de sdédio monobasico
(NaH2PO4) e fosfato de sodio dibasico (Na2HPO4) adquiridos pela VETEC (Brasil).
Acido cloridrico (HCI) foi adquirido pela Neon (Brasil). Cisteamina (Cys), pirrol,
glutaraldeido e Ulex europaeus foram adquiridos pela Sigma-Aldrich (EUA). Agua
deionizada ultrapura foi utilizada em todas as etapas dos experimentos, obtida pelo
sistema de purificagao Milli-Q Plus (Billerica, EUA). As amostras de capsideos virais
inativados foram fornecidas pelo Departamento de Virologia e Terapia Experimental -
FIOCRUZ/PE (Brasil).

4.2  SINTESE DAS NANOPARTICULAS DE OURO

A obtencdo das nanoparticulas de ouro foi conduzida de acordo com a
metodologia empregada por Lévy et al., 2004. Foi realizada a reducéo do HAuCl4 (1
mM) em citrato tribasico (38,9 mM). Posteriormente, 100 mL da solugdo de HAuCl4
foram misturados com 10 mL da solugédo de citrato, e a mistura foi agitada por 10
minutos a 100 °C. Ao término desse periodo, o aquecimento foi interrompido, e a

solugdo continuou sob agitagao até alcangar 24 °C (Lévy et al., 2004).

4.3 CARACTERIZACAO ELETROQUIMICA

As leituras voltamétricas e impedimétricas das etapas de modificagdo do
biossensor foram realizadas num potenciostato/galvanostato PGSTAT 128N

(Metrohm Autolab, Holanda), interfaceado com o software NOVA 1.11.

Foi utilizada uma célula eletroquimica composta por 3 eletrodos, sendo um
contra eletrodo de platina (CE), um eletrodo de referéncia (ER) Ag/AgCl, saturado

com KCI 3M e um eletrodo de trabalho (ET) com superficie de ouro (¢ = 2 mm),
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imersos em uma sonda redox de ferro-ferricianeto de potassio (10 mM), preparado

em tampao fosfato salino (PBS) de pH 7,4.

As analises voltamétricas foram realizadas numa faixa de potencial entre -0.2
V a 0.8 V e a uma taxa de varredura de 50 mV.s-1. Nas analises impedimétricas foi
aplicada uma faixa de frequéncia entre 100 mHz a 100 kHz e um potencial de 0.2 V.

Para a confeccao dos graficos, foi utilizado o software Origin 9.0.

4.4  SINTESE DO FILME DE POLIPIRROL SOBRE A SUPERFICIE METALICA

O PPy foi sintetizado diretamente sobre a superficie do eletrodo de trabalho
através do processo de dopagem utilizando HCI. Inicialmente, 31 pL de pirrol
(30mM) foram misturados em 15 mL de uma solugdo aquosa de HCI (0,5 M). A
mistura foi levada imediatamente ao banho ultrassénico para promover
homogeneizagdo. Para a deposi¢cao do filme de PPy, a célula eletroquimica foi
imersa na solucédo preparada e submetida a técnica de VC, realizada em 6 ciclos,
com potencial variando de -0,4 a +1 V e uma taxa de varredura de 100mV.s-1
(Avelino et al., 2021).

4.5 CONSTRUCAO DE PLATAFORMA BIOSSENSORA

A construcao da plataforma, ilustrada na Fig. 14, tem inicio com o polimento
da superficie metalica do ET em uma lixa fina de gramatura, em feltro contendo
pasta de alumina (Al.Os) e, em seguida, foi levada a banho ultrassénico imerso em

agua deionizada durante 1 minuto.

Posteriormente, o ET foi imerso na solu¢cao de HCI e pirrol para a formagao do
filme de PPy. Apds a polimerizagdo e obtencédo do filme de PPy, as AuNPs foram
depositadas na superficie durante 20 minutos, tempo necessario para a completa
secagem da aliquota. Ao fim desse intervalo, é feita a deposi¢ado da Cys durante 10
minutos. Em seguida, diante do eletrodo modificado com PPy AuNPs-Cys, foi

adicionado a superficie o agente acoplador glutaraldeido (0.5%) por 10 minutos,
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seguido da adicdo da lectina Ulex europaeus, na concentracdo de 100 ng/mL,

durante 20 minutos.

4 :: AL Iy al §SN| s ; ::

Eletropolimerizagéo AuNPs
do filme de PPy Cys

Eletrodo de Ouro PPy_AuNPs-Cys

i 3
o e
e

ook

’ . @
—) —) —) »

Ulex europaeus X ) R Amostra . ; ' E : ol
Imobilizagéo X UL Viral " X Y R
via glutaraldeido - - i

w [} w o 04 s
EV s AgAQKQ
PPy_AuNPs-Cys_UEA-I Imobilizagdo da Amostra Viral Biorreconhecimento da Amostra Viral

e ]
L PPy AuNPs-Cys HMH Glutaraldeido %E Ulex europaeus % Amostra Viral

Figura 14. Representacdo esquematica da construgéo da plataforma
nanoestruturada PPy_AuNPs-Cys_UEA-I. Fonte: Autoria Prépria (2025).

4.6 ENSAIOS DE BIORRECONHECIMENTO

Os testes de biorreconhecimento foram realizados com amostras de virus
isolados em concentracbes crescentes, mensuradas em PFU.mL™: 0,046.10°
0,058.10°% 0,077.10°, 0,11.10° 0,23.10°. Uma aliquota de 2 pl de cada amostra foi
adicionada a plataforma PPy_AuNPs-Cys UEA-l. Apdés 10 minutos em contato, o
eletrodo foi levado a célula para a leitura eletroquimica do processo de

biorreconhecimento.
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4.7 MEDICOES OPTICAS

4.7.1 ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA DE FOURIER

Nas analises por FTIR os espectros foram obtidos pelo espectrémetro Agilent
Cary 630 FTIR (Agilent Technologies, Rowville, Australia), interfaceado com o
software Agilent Microlab 5.7. O espectro de transmitancia ocorreu na faixa de 650 a
3000 cm-', com uma resolugao de 2 cm', sob temperatura ambiente e umidade

relativa de 50%.

4.7.2 ESPECTROSCOPIA NO ULTRAVIOLETA-VISIVEL

A analise de absorgdo da solugdo coloidal das AuNPs puras por UV-vis foi
conduzida usando um espectrofotbmetro K37-UV-Vis Kasvi dentro da faixa do
comprimento de onda de 400-700 nm, empregando cubetas de quartzo, com o

comprimento de caminho 6ptico de 1,0 cm.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

51 ANALISES FTIR E UV-VIS

A caracterizagao por FTIR foi realizada para avaliar os picos de absor¢ao do
filme polimérico sintetizado sobre a superficie de ouro. Como mostrado na Fig. 15, o
espectro apresenta uma banda em 2250 cm™ atribuida ao estiramento da ligagao
N—H do anel heterociclico. A banda em 1722 cm™ indica vibragbes de alongamento

de carboxil C=0. A banda em 1574 cm™ esta associada aos estiramentos C=C

intra-anel e C-C inter-anel, caracteristicos do anel aromatico. Em 1241 cm™
observa-se as deformacdes livres no plano de C—H e C—N. As bandas entre 1017 e
723 cm™ correspondem as vibragdes de deformagado de C—H dentro e fora do plano
(Cao et al., 2018; Avelino et al., 2021).

- PPy 2250

Transmitancia

3000 2500 2000 1500 1000
Namero de onda (cm™)

Figura 15. Caracterizagdo dos grupamentos funcionais da plataforma

eletrodepositada com PPy através da técnica de FTIR. Fonte: Autoria propria (2025).

O espectro UV-Vis da solucao coloidal de AuNPs, indicativo da ressonancia
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de plasmons da AuNPs, demonstrou seu pico de absorcdo emitido em 525 nm,

como visualizado na Fig. 16.

—— AuNPs

< A max =525 nm

Absorbancia

T T T T v T T T d T T
400 450 500 550 600 650 700
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Figura 16. Caracterizacdo da AuNPs através da técnica UV-Vis. Fonte: Autoria
prépria (2025).

5.2 ELETROPOLIMERIZACAO DO FILME DE POLIPIRROL

O processo de eletrossintese que culmina na formacdo do filme
nanoestruturado de polipirrol deve ocorrer de forma controlada para evitar a
superoxidagao do polimero e, consequentemente, a reducédo da sua condutividade.
Nesse sentido, foi avaliado o comportamento da eletrodeposicdo em 6 ciclos, sendo
constatada uma reducdo na corrente anddica apds o 6° ciclo de varredura, como
observado no estudo de Avelino e colaboradores (Avelino et al., 2021). Sendo assim,
a Fig. 17 demonstra que o método de 6 ciclos de eletropolimerizagao foi adotado por
apresentar a maior condutividade do PPy, na superficie metalica, que precede a

superoxidagao.
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Figura 17. Voltamograma ciclico referente aos 6 ciclos de eletropolimerizagao do
PPy. Fonte: Autoria propria (2025).

53 CARACTERIZACAO ELETROQUIMICA DA PLATAFORMA BIOSSENSORA

5.3.1 CARACTERIZACAO VOLTAMETRICA

As analises de voltametria ciclica do processo de caracterizagédo do eletrodo
de ouro apds cada estagio de modificagdo da superficie busca avaliar a intensidade
dos processos de oxirreducao, resultando em picos de oxidacao e reducéao distintos

para cada componente imobilizado (Rafiee et al., 2024).

A Fig. 18 mostra o voltamograma ciclico, de comportamento reversivel, sem
qualquer modificacdo a superficie do eletrodo limpo, com picos anddicos e catédicos
bem definidos na presenca da sonda redox de ferro-ferricianeto de potassio,
responsavel por fornecer os elétrons para as trocas eletroliticas (Elgrishi et al.,
2018). Em seguida, apos a formacao do filme de PPy, é observado um aumento

significativo da corrente de pico devido a formacdo do filme polimérico
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intrinsecamente condutor e com elevada capacidade de transferéncia de elétrons.

A adicdo das AuNPs funcionalizadas pela Cys representa a primeira
diminuicdo nas correntes de Ipa e Ipc. Esta etapa da modificagdo da superficie é
baseada na formacgao das ligagdes covalentes entre o grupamento tiol da Cys e o
ouro (Au-SH), proporcionando estabilidade e resistividade ao sistema (Avelino et al.,
2021). Finalizando a montagem da plataforma, a lectina UEA-I é imobilizada no
sistema por meio do agente reticulador glutaraldeido. O glutaraldeido é um
composto da familia dos aldeidos e possui duas terminagdes -CHO. A carbonila
presente nesse grupo reage com grupamentos amina presentes na lectina para
formar uma imina (ou Base de Schiff), uma ligagdo altamente estavel e covalente,

provocando uma nova redugao nas correntes de pico (Yorganci; Akyilmaz, 2011).
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Figura 18. Voltamograma ciclico referente a montagem da plataforma biossensora.

Fonte: Autoria prépria (2025).

5.3.2 CARACTERIZACAO IMPEDIMETRICA

As analises impedimétricas do processo de caracterizacao da plataforma apds

cada estagio de modificacdo da superficie busca avaliar principalmente a resisténcia
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as trocas ibnicas entre a superficie do eletrodo e a sonda redox, sendo referida

como a resisténcia a transferéncia de cargas (RcT) (Manring et al., 2022).

A andlise do grafico de impedancia de Nyquist apresentado na Fig. 19
demonstra que o eletrodo com superficie limpa exibiu um pequeno semicirculo (RcT
= 0.064 kQ), proximo de um comportamento linear, caracteristico do processo de
difusdo do par redox no eletrodo. Em seguida, foi constatado um discreto aumento
na resisténcia eletroquimica (Rct = 0.187 kQ), confirmando a presenga do filme de

PPy na superficie metalica e sua interagéo eletrostatica com a solugéao eletrolitica.

Apods a imobilizagdo e funcionalizagdo quimica da AuNPs-Cys, foi observado
um aumento na impedancia do sistema (RcTt = 3.07 kQ). Isso se deve principalmente
as caracteristicas condutoras do nanomaterial empregado, aumentando a superficie
eletroativa do eletrodo (Huayu et al., 2013). Apos a imobilizagdo da lectina UEA-I, foi
observada uma queda na impedancia (Rct = 2.60 kQ), indicando diminuigdo na

capacidade de transferéncia de elétrons na superficie do eletrodo.

Conforme destacado no estudo de Andrade e colaboradores (2005), esse
comportamento resistivo pode ser observado em lectinas ligadoras de galactose que
apresentam propriedades dielétricas ao criarem uma barreira impedindo que os ions
presentes na solugao ferro/ferricianeto alcancem o eletrodo (Andrade et al., 2005).
Ademais, estudos anteriores indicam que a imobilizacdo de lectina na superficie do
eletrodo provoca uma modificacdo fisica e bloqueia a transferéncia de elétrons,
devido ao estabelecimento de interagdes hidrofébicas e hidrofilicas (Santos Silva et
al., 2016; Zeng et al., 2011).
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Figura 19. Diagrama de Nyquist referente a montagem da plataforma biossensora.

Fonte: Autoria propria (2025).

54 ENSAIOS DE BIORRECONHECIMENTO DOS ARBOVIRUS PELA PLATAFORMA BIOSSENSORA

Anadlises de VC e EIE foram conduzidas para a avaliar o desempenho do
biossensor PPy AuNPs-Cys UEA-I exposto a diferentes concentragdes dos
arbovirus DENV (sorotipos 1-4), CHIKV, ZIKV e YFV. Esse processo de biointeragao

ocorreu durante 10 minutos para cada amostra de diferentes concentragoes.

5.4.1 ENSAIOS VOLTAMETRICOS

Através dos voltamogramas ciclicos apresentados na Fig. 20 é constatada
uma reducdo gradual nos picos anddicos e catdodicos em todas as analises
voltamétricas, proporcional a concentragado viral a qual a plataforma foi exposta.
Essa reducdo é correspondente com o processo de biorreconhecimento dos
capsideos virais, no qual a lectina UEA-I aderida a plataforma interage
diferentemente com as glicoproteinas virais ao possuir maior afinidade por residuos
de fucose 0-1,2 ligadas a galactose e a-1,4 ligadas a N-acetilglicosamina,

dificultando a passagem de corrente. (Abrantes-Coutinho, 2021; Chen et al. 2021).

Uma maior reducao e estratificacdo entre os picos de corrente foi observada
nas amostras de DENV-1 (Fig. 20A), CHIKV (Fig. 20B) e DENV-2 (Fig. 20C),
respectivamente, sendo proporcional ao aumento da concentragdo das amostras.
Uma diferenciagdo intermediaria apresentada pelo YFV (Fig. 20D), enquanto as
menores redugdes na passagem de corrente foram apresentadas pelo ZIKV (Fig.
20E), DENV-4 (Fig. 20F) e DENV-3 (Fig. 20G), respectivamente.
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Figura 20. Voltamogramas ciclicos referentes ao biorreconhecimento de diferentes

concentragdes dos arbovirus DENV-1 (A), CHIKV (B), DENV-2 (C), YFV (D), ZIKV

(E), DENV-4 (F) e DENV-3 (G) pelo sistema sensor PPy _AuNPs-Cys UEA-I. Fonte:
Autoria propria (2025).

5.4.2 ENSAIOS IMPEDIMETRICOS

Através dos graficos de impedéancia de Nyquist (Fig. 21) é verificada uma
expressiva diferenciacdo entre os perfis de biorreconhecimento avaliada

matematicamente pelo RcT e pelo aumento do semicirculo nos graficos de Nyquist.

Dentre os arbovirus analisados, o DENV-1 (Fig. 21A) apresentou maior RcT,
associada ao maior aumento no didmetro do semicirculo de cada concentragao,
seguido das amostras de CHIKV (Fig. 21B) e DENV-2 (Fig. 21C), corroborando os
dados voltamétricos. Uma afinidade intermediaria foi apresentada pelas amostras de
YFV (Fig. 21D), enquanto os menores biorreconhecimentos foram observados em
ZIKV (Fig. 21E), DENV-4 (Fig. 21F) e DENV-3 (Fig. 21G).

O padrao de resposta obtido pelo sistema sensor em termos de bioafinidade
decresceu de acordo com a sequéncia DENV-1 > CHIKV > DENV-2 > YFV > ZIKV >
DENV-4 > DENV-3, como consta na Tabela 1. Essa ordem de interacdo pode ser

atribuida a diversidade no padrdo de composig¢ao e distribuicdo das glicoproteinas
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presentes na estrutura dos arbovirus, indicando que o sorotipo DENV-1 possui maior

distribuicdo de residuos de fucose que os demais arbovirus, e portanto possui uma

maior capacidade de reconhecimento e ligagao a lectina UEA-I.
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Figura 21. Diagramas de Nyquist referentes ao biorreconhecimento de diferentes
concentragdes dos arbovirus DENV-1 (A), CHIKV (B), DENV-2 (C), YFV (D), ZIKV
(E), DENV-4 (F) e DENV-3 (G) pelo sistema sensor PPy _AuNPs-Cys UEA-I. Fonte:
Autoria propria (2025).

Os arbovirus compartilham importantes sitios de glicosilacdo derivados da
proteina de envelope. Embora a estrutura cristalina da glicoproteina E dos arbovirus
tenha sido determinada, os glicanos que estdo ligados a glicoproteina E ndo séo
totalmente compreendidos. No entanto, sabe-se que a glicoproteina E dos arbovirus
tem dois potenciais sitios de glicosilagdo conservados da asparagina em Asn153,
enquanto o sitio de glicosilagdo de Asn-67 é exclusivo dos sorotipos DENV (Lei et al,
2015). Esses dominios expressam diferentes padrbes de distribuicdo de glicanos
complexos como manose, glicose, galactose, N-acetilglicosamina, fucose e acido
sialico (Varki et al, 2015; Carbaugh; Lazear, 2020; Chandler et al, 2013). A composi¢ao
sacaridica dos virus favorece a aglutinagao de lectinas, sugerindo-se que o sorotipo
DENV-1 apresenta uma expressiva distribuicdo de fucose, favorecendo uma maior
bioafinidade com a lectina UEA-I (Guo et al., 2019).

Os resultados qualitativos demonstram que o] biossensor
PPy _AuNPs-Cys_UEA-lI é capaz de identificar todas as concentracbes dos sete
analitos, de acordo com o aumento gradual do didametro do semicirculo. Nesse

sentido, o circuito equivalente de Randles foi utilizado para avaliar quantitativamente
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os dados impedimétricos da plataforma e do processo de biorreconhecimento das

amostras virais, representados na Tabela 1.

Tabela 1. Parametros obtidos pelo ajuste dos dados impedimétricos do circuito
equivalente de Randles apds exposi¢ao aos analitos. Fonte: Autoria Propria (2025).

Modificagao do Concentragdo Rs (kQ) RcT(kQ) Cdl(uF) W (pF) N

Eletrodo (PFU.mL™)

Plataforma - 0.145 2.60 1.55 253 0.485

0,046.10° 0.164 4.27 0.318 400 0.627

0,058.10° 0.191 5.06 0.209 390 0.656

DENV-1 0,077.10° 0.171 5.90 0.210 376 0.655

0,11.10° 0.154 6.60 0.217 358 0.652

0,23.10° 0.131 7.43 0.25 335 0.643

0,046.10° 0.234 3.21 0.191 471 0.669

0,058.10° 0.238 4.02 0.197 462 0.665

CHIKV 0,077.10° 0.220 4.93 0.198 450 0.662

0,11.10° 0.190 5.70 0.238 433 0.647

0,23.10° 0.166 6.73 0.247 385 0.642

0,046.10° 0.112 3.32 0.610 221 0.582

0,058.10° 0.109 3.96 0.514 229 0.592

DENV-2 0,077.10° 0.072 4.47 0.505 232 0.577

0,11.10° 0.068 5.38 0.451 230 0.584

0,23.10° 0.066 5.99 0.419 228 0.589
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0,058.10°
DENV-4 0,077.10°
0,11.10°
0,23.10°

0,046.10°
0,058.10°
DENV-3 0,077.10°
0,11.10°
0,23.10°

0.179
0.160
0.171
0.152
0.141

0.220
0.215
0.199
0.171
0.175

0.157
0.136
0.091
0.055
0.046

0.181
0.164
0.138
0.135
0.107

3.37
4.20
4.63
5.27
5.88

3.40
4.02
4.60
5.27
5.78

3.20
3.86
4.62
5.20
5.77

244
2.83
3.38
3.84
4.42

0.426
0.383
0.295
0.302
0.308

0.234
0.208
0.211
0.237
0.244

1.077
0.545
0.595
0.639
0.564

0.581
0.588
0.426
0.430
0.460

400
410
408
407
393

393
400
401
395
365

329
334
324
294
260

302
312
322
321
328

58

0.613
0.615
0.628
0.624
0.623

0.650
0.658
0.655
0.644
0.645

0.563
0.592
0.574
0.561
0.567

0.604
0.602
0.380
0.606
0.597

Ademais, o desempenho da plataforma PPy_AuNPs-Cys UEA-I frente aos

analitos foi avaliado através de uma variagao relativa da RcT (ARCcT). Esta variagéo

pode ser calculada de acordo com a equacéao 1 representada abaixo:

ARcT (%) = ﬁQCT (ANALITO) - RcT (BlosseNsoR) | x 100

L

RcT (BIOSSENSOR)

Equacao 1
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Nessa equacdo, o RcTt (analito) corresponde ao valor da resisténcia a
transferéncia de cargas obtido apds a exposicéo da plataforma aos analitos, e o RcT
(biossensor) é o valor da resisténcia a transferéncia de cargas da plataforma

biossensora (Lucena et al., 2024).

Na Fig. 22 é possivel visualizar um grafico barras de ARcT em fungao das
amostras de arbovirus, onde foi comparada a variagcao de RcT entre as amostras de
maior concentragdo (0,23.10° PFU.mL™). Os resultados demonstram um decréscimo
gradual dos valores de ARcT em fungao do grau de afinidade dos arbovirus a lectina
UEA-I, onde o maior biorreconhecimento é apresentado pelo DENV-1, e 0 menor
biorreconhencimento é expresso pelo DENV-3. Neste paréametro, € possivel
observar, no entanto, que a plataforma biossensora demonstrou uma menor
capacidade de diferenciacédo entre os arbovirus YFV, ZIKV e DENV-4, o que pode

ser explicado pela distribui¢do glicidica dos virus.

200 -
180
160 -
140 4
120 4

100

ARET (%)

80

60

40

20

DENV-1 CHIKV DENV-2 YFV ZIKV DENV-4 DENV-3
0,23.10° PFU.mL"’

Figura 22. Grafico de barras obtido a partir da extragdo de dados ARcrt (%) entre as

amostras de maior concentracdo. Fonte: Autoria Propria (2025).
5.5 ENSAIOS DE SELETIVIDADE E INTERFERENTES
Com o objetivo de avaliar a seletividade da lectina UEA-I para sitios

glicosilados compostos por fucose, o biossensor foi testado frente as solugdes de

fetuina, uma glicoproteina sérica, e de ovoalbumina, uma proteina utilizada como
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modelo para aplicagdes de sensores em meios fisioldgicos, uma vez que é
importante averiguar a confiabilidade do biossensor frente a albumina sérica,
proteina que pode interferir na confiabilidade dos resultados. Além destas, com o
objetivo de observar a capacidade de reconhecimento de glicosideos especificos, foi
avaliada a resposta do biossensor frente a solucdo de GIcNAc.

A plataforma biossensora apresentou acentuada afinidade por ovoalbumina
pelo aumento da resisténcia a transferéncia de carga (Rct), demonstrado na Fig. 23.
A ovoalbumina, em seu padréo de glicosilagdo, possui um sitio de N-glicosilagéo na
Asn-293, expressa por uma cadeia de acgucar ligada ao nitrogénio, composta por
aproximadamente cinco residuos de manose e trés de GIcNAc, sendo esta uma das
moléculas de afinidade a lectina Ulex (Nakayama et al., 1976; Omana et al.; 2010).
Ademais, a afinidade pela GIcNAc foi secundaria a ovoalbumina, indicando que a
afinidade da lectina Ulex é primariamente pela fucose, e inferior pela GIcNAc (Guo et
al., 2019).

o
1
DENV-1

>
=
=
(]

OVOALBUMINA

RcT (kQY)
GIcNAc
FETUINA
GLICOSE
COLESTEROL

IN
1
BIOSENSOR

Figura 23. Grafico de barras dos valores de Rct resultantes dos ensaios
de seletividade e interferentes frente a lectina UEA-I. Fonte: Autoria Propria
(2025).

A avaliagao de interferentes € essencial para observar a especificidade do
biossensor quando exposto a moléculas nao-alvo que possam comprometer a

precisdo da detecgdo (Liu et al.,, 2020; Su et al., 2023). Com base nisso, a
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plataforma biossensora foi exposta as solu¢gées de colesterol e glicose como
moléculas interferentes. Os valores de Rct apresentados na Fig. 24 indicam que o
biossensor exibiu uma interagdo minima com essas moléculas interferentes em
comparagao com as respostas obtidas para as amostras virais, comprovando sua
especificidade. A glicose, que tem como principal caracteristica ser um carboidrato
pouco complexo, enquanto o colesterol possui uma estrutura tetraciclica e lipidica,
apresentaram interagdes limitadas com a lectina Ulex, resultando em uma baixa

detecgao pela plataforma biossensora.

6. CONCLUSAO

Neste trabalho, foi demonstrada a construcao e caracterizagdo de um
biossensor eletroquimico baseado em filme polimérico de polipirrol (PPy),
nanoparticulas de ouro (AuNPs) e lectina Ulex europaeus (UEA-I). Os nanomateriais
empregados proporcionaram a amplificagdo da capacidade condutora do
biodispositivo ao aumentarem a superficie de contato, a estabilidade e a passagem
de corrente elétrica sobre a plataforma. A lectina UEA-I foi utilizada como molécula
de biorreconhecimento devido a sua capacidade de reconhecer residuos de fucose

presentes em estruturas virais.

Técnicas opticas foram empregadas para a avaliagdo dos componentes do
biossensor, como o filme de PPy e as AuNPs, que se mostraram funcionais para a
aplicagdo proposta. As analises qualitativas e quantitativas das técnicas
eletroquimicas confirmaram os processos de imobilizacdo dos nanomateriais, da
lectina e dos ensaios de biorreconhecimento frente a amostras de virus isolados. Os
dados impedimétricos demonstraram que o biossensor foi capaz de detectar
concentragdes crescentes dos quatro sorotipos da dengue (DENV 1-4), Zika (ZIKV),
chikungunya (CHIKV) e febre amarela (YFV), apresentando interagdo mais
expressiva para o sorotipo DENV-1. A sensibilidade do biossensor foi avaliada frente
a solugdes de ovoalbumina, fetuina e GIcNAc, que demonstrou ser responsivo ao
reconhecimento de carboidratos, detectando com maior afinidade a ovoalbumina. Na
avaliacdo de interferentes, o biossensor foi exposto a solu¢cdes de colesterol e
glicose, exibindo interagcdo minima com essas moléculas em comparagdo as

respostas obtidas frente as amostras virais.
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O biossensor proposto mostrou-se promissor para a deteccido de arboviroses
e com potencial de ser utilizado como ferramenta complementar as metodologias
convencionais de diagnostico. Como perspectivas futuras, busca-se avaliar o
comportamento do biossensor na detecgdo de arbovirus em amostras sorologicas
de pacientes infectados e na presenca de moléculas interferentes. Ademais,
busca-se explorar a portabilidade e a miniaturizagdo do biossensor com o uso de

eletrodos flexiveis.
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