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RESUMO 

 

O diagnóstico laboratorial da Dengue é fundamental para determinar os cuidados 

clínicos com o paciente, apoiar os programas de vigilância epidemiológica, pesquisar 

formulação de vacinas e também para a detecção precoce de uma possível epidemia. 

A proteína não estrutural 1 (NS1) do vírus Dengue é um marcador utilizado durante a 

fase aguda da enfermidade e tem sido proposto para o diagnóstico da doença. 

Atualmente, para diagnóstico da NS1 são usados os ensaios imunoenzimáticos e 

testes imunocromatográficos. Os imunossensores são dispositivos bioanalíticos que 

convertem a resposta da interação antígeno-anticorpo em um sinal elétrico, passível 

de quantificação. Recentemente, a contribuição de nanomateriais a estes dispositivos 

tem possibilitado aumento na reprodutibilidade e alcance de baixos limites de detecção 

tornando os imunossensores ferramentas promissoras para diagnóstico clínico. Nesta 

tese foram desenvolvidos dois imunosensores a base de nanomaterias para a 

detecção NS1, um marcador importante na infeção aguda da dengue. O primeiro 

imunossensor, constituído por um eletrodo de carbono vítreo (ECV), foi baseado no 

uso nanotubos de carbono de parede múltiplas carboxilados (NTCPMs-COOH) 

recoberto por um filme formado por deposição do Hidrocloreto de Polialilamina (PAH). 

Anticorpos anti-NS1 foram imobilizados de modo orientado  via grupos aminos do 

PAH. De acordo com os resultados, o imunossensor desenvolvido exibiu uma faixa 

linear variando entre 0,1 µg mL-1 e 2,5 µg mL-1 de NS1, faixa clínica para diagnóstico 

precoce na fase aguda da doença. Uma boa correlação foi encontrada entre a 

concentração de NS1 e a mudança da corrente, mostrando um bom limite de detecção 

(0.035 µg mL-1). O segundo imunossensor foi baseado em eletrodos impressos 

usando a transdução eletroquímica, visando o desenvolvimento de testes point-of-

care. Os eletrodos impressos foram fabricados com um composto de tinta de carbono-

Tiofeno seguidos por um filme de nanopartículas de ouro revestidas com proteína A 

(AuNP-PtnA) que orientaram a imobilização dos anticorpos anti-NS1. Um imunoensaio 

direto foi realizado, no qual a captura específica da NS1 foi avaliada através das 

reações da uma sonda redox com a superfície do eletrodo. De acordo com os 

resultados, foi observado que o uso do tiofeno na tinta de carbono aumentou 

significativamente a sensibilidade do eletrodo em 70% em relação ao eletrodo sem 

modificação. A curva de calibração do sensor mostrou uma faixa de resposta linear 

entre 0.05 – 0.6 µg mL-1 de NS1 e um limite de detecção de 0.015 µg mL-1. Os 

imunossensores propostos apresentam-se como tecnologias inovadoras ainda não 

disponíveis no mercado de sensores. Ambos imunossesores apresentaram o uso 

combinado de tecnologias eletroquímicas com nanomateriais que contribuiu para 

uniformização da plataforma sensora, melhorara da estabilidade e reprodutibilidade 

dos eletrodos. 

 

 

 

Palavras-chave: Imunossensor, Nanomaterias, Degue, NS1 



xi 

 

ABSTRACT 

 

Laboratory diagnosis of dengue is fundamental in determining clinical patient care, 

supporting epidemiological surveillance programs, researching the formulation of 

vaccines, and also for early detection of possible epidemics. Currently, commercial kits 

are available for serological diagnosis of dengue, although their high cost represents 

an onerous financial burden for developing countries. The nonstructural protein 1 (NS1) 

of the dengue virus can be used as a marker during the acute phase of the illness and 

it has been proposed for diagnosis of the disease. Immunosensors associated with 

nanomaterials have emerged as a tool with high sensitivity and specificity. In this 

thesis, two different immunosensors based on nanomaterials were developed for the 

detection of the acute form of dengue infection, using anti-NS1 antibodies. The first 

immunosensor was based on a modification made up of the multi-walled carbon 

nanotube (MWNT), carboxylates, and the polyallylamine hydrochloride (PAH) polymer, 

for immobilization oriented from the anti-NS1, using a glassy carbon electrode (GCE) 

as the working electrode. In this immunosensor, the anti-NS1 was immobilized on the 

surface via amino groups of the PAH. According to the results, the developed 

immunosensor exhibited a linear range varying from 0.1 µg mL-1 to 2.5 µg mL-1 of NS1, 

which is well-known in the clinical setting for early diagnosis of the acute phase of the 

disease. A good correlation was found between the concentration of NS1 and the 

change in the current, and a good detection limit (0.035 µg mL-1) was demonstrated. 

The second immunosensor was based on printed electrodes using electrochemical 

transduction, the aim being to develop point-of-care testing. The printed electrodes 

were fabricated with an ink compound of carbon and thiophene, followed by a film of 

gold nanoparticles coated with protein A (AuNP-PtnA) which oriented the 

immobilization of the antibodies (anti-NS1). A direct immunoassay was performed and 

the specific capture of the NS1 was assessed through the reactions of a redox probe 

with the electrode surface. In accordance with the results, it was observed that the use 

of thiophene in the carbon ink significantly increased the sensitivity of the probe — 70% 

compared to an unmodified electrode. The calibration curve of the sensor showed a 

linear response range between 0.05 and 0.6 µg mL-1 of NS1, and a detection limit of 

0.015 µg mL-1. The proposed immunosensors are presented as an innovative 

technology that is not yet available in the sensor market. The combined use of these 

technologies with nanomaterials contributed to the standardization of the sensor 

platform and the improved stability and reproducibility of the electrodes.  

 

 

Keywords: immunosensor, nanomaterials, dengue, NS1 
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Dengue é uma doença infecciosa, não contagiosa, causada por um por um 

vírus que recebe o nome de DENV (Dengue Vírus) Trata-se de uma 

enfermidade de notificação compulsória (BRASIL, 2011), caracterizada por 

epidemias sazonais podendo apresentar, como ocorre atualmente no Brasil, 

comportamento endêmico com aumento da incidência em períodos chuvosos. 

A dengue é uma arbovirose humana (doença viral transmitida ao homem por 

vetores artrópodes) que pode ser causada por quatro vírus diferentes (DENV-1, 

DENV-2, DENV-3 e DENV-4) (HALSTEAD, 2007) no qual os quatro sorotipos 

são capazes de provocar infecção (POLONI, 2009; MACHADO et al., 2013). A 

Dengue é considerada hoje um dos principais problemas de saúde pública no 

mundo. Segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS) (WHO, 2012), 50 a 

100 milhões de pessoas são infectadas anualmente em mais de 100 países. 

Cerca de 550 mil doentes necessitam de hospitalização e 20 mil morrem em 

consequência da dengue (SEABRA; MENDONÇA, 2011). Uma vez que, até 

agora, não existem vacinas licenciadas ou terapias específicas para dengue, o 

manejo do paciente depende de um diagnóstico precoce e de um tratamento 

adequado (FELIX et al., 2012). O diagnóstico da Dengue é difícil quando 

baseado exclusivamente em aspectos clínicos, tendo em vista os sintomas 

poderem ser confundidos com outras doenças infecciosas.  

Basicamente, o diagnóstico laboratorial da dengue pode ser feito pelo 

isolamento do vírus, pela detecção do genoma viral, pela detecção de 

antígenos virais e sorologia (IgG e IgM).  Embora mais sensíveis e precisos, os 

testes moleculares possuem custo mais elevado e necessitam de laboratórios 

especializados, razão pela qual os testes sorológicos são os mais utilizados na 

rotina (Blacksell et al., 2008). No entanto os testes com anticorpos IgM e IgG 

somente resultarão positivo após vários dias, (GUZMAN et al., 2010). 

Nas últimas décadas estudos demonstram que a proteína não estrutural 1 

(NS1) do DENV é um importante marcador precoce, encontrada nos 4 

sorotipos do DENV e está correlacionada à replicação viral (MACHADO et al., 

2013). A NS1 é detectada em soros de pacientes em fase aguda da doença 

(infecção primária e secundária (YOUNG et al., 2000; ALCON et al., 2002a; 

KORAKA et al., 2002; KUMARASAMY et al., 2007; FRY et al., 2011). 
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Ensaios imunoenzimáticos e imunocromatográficos para a detecção da 

proteína viral NS1 estão disponíveis no mercado (ALCON et al., 2002a). No 

entanto, diante da necessidade da realização de métodos de diagnósticos mais  

práticos e de custo reduzido, os biossensores destacam-se, pois, combinando 

características desejadas, podem ser desenvolvidos para operarem em 

serviços descentralizados. Além disso, comparados aos testes 

imunocromatográficos para NS1 (ZAINAH et al., 2009a), eles têm a vantagem 

de poder fornecer resultados quantitativos, além de requererem amostras de 

pequenos volumes, na ordem de poucos microlitros. Deste modo, visando à 

minimização de tempo e custo busca-se novas alternativas para o diagnóstico. 

Biossensores vêm demonstrando ser um dos mais atrativos métodos 

analíticos no ramo da detecção química, bioquímica e imunológica (HE et al., 

2007; ZHU et al., 2007). Embora grandes avanços tenham sido alcançados 

com sensores confiáveis para a determinação segura da glicose e demais 

metabólitos baseados na reação enzima-substrato, no campo dos biossensores 

de afinidade (imunossensores e sensores moleculares) os progressos têm sido 

desafiadores devido à dificuldade em se alcançar os desejáveis limites de 

detecção, estabilidade e seletividade confiáveis (FENG et al., 2003). No intuito 

de superar estas dificuldades, o uso nanomateriais em dispositivos eletrônicos 

vem sendo estudados. Em particular, nanomateriais como nanopartículas de 

ouro, nanopartículas magnéticas, pontos quânticos, silícios porosos, nanotubos 

de carbono (NTCs) e nanobastões de ouro vêm sendo utilizados para 

construção de biossensores (KANG et al., 2007). A importância destes 

nanomateriais nos dispositivos analíticos já está completamente reconhecida e 

demonstra melhorar consideravelmente a sensibilidade e especificidade na 

detecção de biomoléculas (HE et al., 2007). 

Uma grande variedade de eletrodos tem sido usada como suporte de 

imobilização em imunossensores eletroquímicos. Dentre estes, a tecnologia de 

eletrodos impressos (EIs) é considerada como promissora, pois pode ser 

comercializada em larga escala com vantagens atrativas, como miniaturização, 

(BERGAMINI; ZANONI, 2005). A tecnologia de EIs é baseada na deposição de 

diferentes tipos de tintas sobre substratos inertes, sendo bastante adequada 
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para produção em massa de dispositivos portáteis (WANG et al., 2008). Com o 

intuito de aperfeiçoar esses dispositivos, a modificação dos EIs com 

nanomateriais tem sido bastante estudada (FANJUL-BOLADO et al., 2009). 

Isso posto, o presente estudo teve como objetivo desenvolver biossensores a 

base de nanomaterias para a detecção da infecção aguda do dengue 

empregando anticorpos anti-NS1 a fim de criar medidas que levem ao 

tratamento adequado da doença através do diagnóstico de casos agudos e/ou 

recentes de Dengue.  
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2.1 A dengue 

 

A Dengue é uma das principais preocupações da saúde pública nas regiões 

tropicais e subtropicais do mundo (WHO, 2012). É uma infecção viral aguda de 

importância global em termos de morbidade e mortalidade, transmitida por 

artrópodes, principalmente o mosquito Aedes aegypti, infectado por um dos 

quatro sorotipos do vírus Dengue (DENV) (DENV-1, DENV-2, DENV-3, DENV-

4), que vem se espalhando rapidamente, com um aumento de 30 vezes na taxa 

global nos últimos 50 anos (figura 1). Durante o século XIX, era considerada 

uma doença esporádica que causava epidemias com longos intervalos, 

refletindo, a lentidão dos sistemas de transporte que limitava o deslocamento 

das pessoas naquela época. Hoje, a Dengue figura como a mais importante 

arbovirose humana (DEEN et al., 2006).  

 

Figura 1: Número de casos de Dengue notificados à OMS, anualmente entre 

1955-2010. 

 

Fonte: (WHO, 2012). Adaptado pela autora. 

 

A OMS estima que de 50 a 100 milhões de novas infecções ocorrem 

anualmente em mais de 100 países endêmicos (WHO, 2012) (Figura 2), 
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400.000 casos de febre hemorrágica da dengue (FHD) e 22.000 mortes, 

principalmente de crianças, (MACIEL, I. J., SIQUEIRA JÚNIOR, J. B., & 

MARTELLI, 2008), e estima-se que cada caso de atendimento ambulatorial ou 

hospitalar pode custar cerca de U$ 514-1394 (SUAYA et al., 2009), afetando 

frequentemente as populações mais pobres. Os verdadeiros números são 

provavelmente muito piores, já que as notificações nem sempre são 

documentadas (SUAYA et al., 2007; BEATTY et al., 2011). 

 

Figura 2: Distribuição mundial do risco de Dengue (determinação da condição 

de risco com base em relatórios combinados da OMS, os EUA Centers for 

Disease Control and Prevention, Gideon on-line, ProMED, DengueMap, 

Eurosurveillance e literatura 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: (SIMMONS et al., 2012). Traduzido pela autora. 
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O indivíduo picado pelo mosquito transmissor da dengue passa por um 

período de incubação do vírus que varia entre 3 e 7 dias. Infecções primárias, 

ou seja, no primeiro contato do organismo com o patógeno, podem não 

apresentar manifestações claras ou apenas uma febre indiferenciada. A 

doença cursa de forma assintomática ou com quadro clinico que varia desde 

uma febre indiferenciada e autolimitada, passando pela febre clássica da 

dengue (FCD), até quadros graves de febre hemorrágica da dengue (FHD) e 

Síndrome do Choque da Dengue (SCD) (SAM et al., 2013). Esta forma grave 

esta intimamente relacionada à reinfecção e, por isso é de grande importância 

clínica e epidemiológica conhecer os sorotipos circulantes e evitar a co-

circulação de mais um sorotipo através de medidas de combate ao vetor, já 

que até o presente momento não há vacinas disponíveis. O desafio atual das 

autoridades sanitárias nacionais e internacionais é reverter a tendência de 

aumento das epidemias, bem como o aumento da incidência de Dengue 

hemorrágica (BARRETO, M. L., & TEIXEIRA, 2008). 

 

Figura 3: Tipos de manifestações da infecção por vírus da dengue. 

 

  

 

 

Fonte: http://www.dedetizacao -consulte.com.br/dengue-tipos-de-virus-da-

dengue.asp. Acesso em: 29/01/2014. Traduzido pela autora. 
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O vírus DENV pertence à família Flaviviridae e ao gênero Flavivirus. A 

inclusão do DENV neste gênero é baseada na sua reatividade antigênica com 

outros flavivírus bem como na organização do genoma. O vírus apresenta-se 

como uma partícula esférica medindo 40-50 nm de diâmetro, com um envelope 

lipídico e RNA de fita simples, com polaridade positiva, possui um genoma de 

aproximadamente 11 kb que codifica três proteínas estruturais, o capsídeo, a 

membrana e o envelope, e sete proteínas não estruturais, NS1, NS2A, NS2B, 

NS3, NS4A, NS4B e NS5, conforme a figura 3 (GUZMAN et al., 2010). 

 

Figura 4: Representação esquemática do genoma do vírus Dengue. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte (GUZMAN et al., 2010). Traduzido pela autora. 

 

Quando infecta uma célula saudável, o genoma viral é transcrito em uma 

poliproteína, que é então direcionada ao retículo endoplasmático, onde é 

processada por proteases provenientes do vírus e da própria célula infectada. 

Ao atingir a conformação ativa, as proteínas NS iniciam a replicação do 

genoma viral. Apesar do processo de replicação viral ser entendido de maneira 

geral, falta ainda informação estrutural e funcional com relação às proteínas 

NS, principalmente a NS1, NS2A e NS4A/B (PERERA & KUHN 2008). 

(RODENHUIS-ZYBERT et.al. 2010). 

 

Proteína M e E 
C/ 2 Glicoproteína 



27 

 

2.1.1 Aspecto Histórico  

 

Os primeiros registros de uma doença semelhante à dengue estão descritos 

na Enciclopédia Chinesa de sintomas e remédios e datam da Dinastia China 

(265-420 a.C.) (NOBUCHI T, TAKAHARA S, 1979; POLONI, 2009). Este vírus 

também pode ter sido o causador de surtos de doença febril no século XVII na 

região das ilhas a oeste do oceano Pacífico e no Panamá, bem como 

epidemias registradas em Jacarta, Indonésia e Egito no século XVIII, época em 

que a doença já apresentava uma distribuição global (CAREY, 1971; 

MCSHERRY, 1982). Os primeiros relatos de uma grande epidemia de uma 

doença com sintomas semelhante à Dengue Clássica aconteceram nos três 

continentes (Ásia, África e norte da América) em 1779 e 1780 (AASKOV, 

2003). 

A II Guerra Mundial foi um evento de grande importância para a dispersão 

do Dengue vírus e do seu mosquito transmissor. Antes, as epidemias 

aconteciam em intervalos de 10 a 40 anos. A partir de 1954, a doença 

começou a exibir novo padrão caracterizado por hemorragia grave e/ou choque 

provocando óbito em 40% dos enfermos: era chamada febre hemorrágica da 

dengue/síndrome do choque da dengue, descrita pela primeira vez por 

Hammon et al., em 1960, nas Filipinas (HAMMON et al., 1960; GUBLER, D. 

J.;KUNO, 1997) Após a década de 70, o problema das epidemias de dengue 

agravou-se, particularmente nos países tropicais de todos os continentes sendo 

que, atualmente, a dengue apresenta um sério problema de saúde pública em 

áreas tropicais da Ásia, África, América Latina e Caribe. A primeira grande 

epidemia de FHD nas Américas foi registrada no ano de 1981 em Cuba, com 

um total de 344.203 casos notificados, dos quais 10.312 foram classificados 

como FHD. Houve 116.143 hospitalizações, 158 óbitos e custo que excederam 

a cifra de U$$ 103 milhões (MACIEL, I. J., SIQUEIRA JÚNIOR, J. B., & 

MARTELLI, 2008). 

Entre os fatores que contribuíram para a emergência da FD/FHD destacou-

se o rápido crescimento populacional e urbanização da America Latina e 

Caribe, o aumento do número de pessoas se deslocando geograficamente 

facilitando a disseminação da virose, e a circulação dos quatro sorotipos nas 
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Américas gerando um estado de hiperendemicidade que aumenta o risco de 

FHD e a pouca eficiência dos programas de controle do vetor (WHO, 1997). 

 

2.1.2 Dengue no Brasil  

 

No Brasil, a primeira epidemia documentada clínica e laboratorialmente 

ocorreu em 1981-1982, em Boa Vista (RR), causada pelos sorotipos 1 e 4. Em 

1986, ocorreram epidemias, atingindo o Rio de Janeiro e algumas capitais da 

região nordeste. Desde então, a Dengue vem ocorrendo no Brasil de forma 

continuada, intercalando-se com a ocorrência de epidemias, geralmente 

associadas com a introdução de novos sorotipos em áreas anteriormente não 

atingidas e ou alteração do sorotipo circulante. Na epidemia de 1986, foi 

identificada ocorrência da circulação do sorotipo DENV-1, inicialmente no 

estado do Rio de Janeiro, disseminando-se, a seguir, para outros seis estados 

até 1990. Na década 90, foi identificada circulação de um novo sorotipo, o 

DENV-2, também no estado do Rio de Janeiro. A circulação do DENV-3 foi 

reconhecida, pela primeira vez, em 2000, no estado do Rio de Janeiro e, 

posteriormente, no estado de Roraima, em 2001. Em 2004, 23 dos 27 estados 

do país já apresentaram a circulação simultânea dos sorotipos 1, 2 e 3 do 

DENV (NOGUEIRA et al., 2007; BRASIL, 2010). O aumento significativo da 

incidência, reflexo da ampla dispersão do Aedes aegypti no território nacional 

e, sobretudo nos grandes centros urbanos das regiões Sudeste e Nordeste do 

Brasil, responsáveis pela maior parte dos casos notificados. As regiões Centro-

Oeste e Norte foram acometidas mais tardiamente, com epidemias registradas 

a partir da segunda metade da década de 90 (MACIEL, I. J., SIQUEIRA 

JÚNIOR, J. B., & MARTELLI, 2008).  

Os adultos jovens foram os mais atingidos pela doença desde a 

introdução do vírus no Brasil. No entanto, a partir de 2006, alguns estados 

apresentaram a recirculação do sorotipo DENV2 após alguns anos de 

predomínio do sorotipo DENV3. Esse cenário levou a um aumento no número 

de casos, de formas graves e de hospitalizações em crianças, principalmente 

no Nordeste do país. Em 2008 foram notificados 585.769 casos e novas 

epidemias causadas pelo sorotipo DENV2 ocorreram em diversos estados do 
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país, marcando o pior cenário da doença no Brasil, em relação ao total de 

internações e óbitos até a presente data. Essas epidemias foram 

caracterizadas por um padrão de migração de gravidade para as crianças, que 

representaram mais de 50% dos pacientes internados nos municípios de maior 

contingente populacional. Mesmo em municípios com menor população, mais 

de 25% dos pacientes internados por Dengue eram crianças, ressaltando que 

todo o país vem sofrendo, de maneira semelhante, essas alterações no perfil 

da doença. No ano de 2009, foram notificados 266.285 casos de dengue, 

representando um declínio de 52%, em relação ao mesmo período de 2008 

(MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2013).  

O cenário da situação epidemiológica da Dengue no Brasil de 1986 a 

2010 está demonstrado na figura 5, na qual se observa que após significativo 

aumento do número de casos em 2002, ocorre uma diminuição do número de 

casos até 2004, que voltam a aumentar gradativamente, chegando a mais de 

1.200.000 casos notificados em 2010 (CONASS, 2011). Na mesma figura se 

observa na última década um crescimento progressivo no número de 

internações por Dengue ou Febre Hemorrágica da Dengue (chegando a mais 

de 80.000 internações em 2010), indicando um aumento do número de casos 

mais graves que demandaram internação hospitalar (MARZOCHI1, 2011), 

estas estimativas exigem medidas imediatas no controle da Dengue no Brasil.  
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Figura 5: Casos notificados e internações por Dengue/FHD Brasil, 1986-2010. 

 

 

 

 

Fonte: Ministério da saúde/ Secretaria de vigilância Sanitária. 

 

2.1.3 Diagnostico Laboratorial 

 

Clinicamente, o diagnóstico da Dengue é difícil de ser realizado, pois os 

sintomas são comuns a outras infecções febris agudas como a Malária, Tifo, 

Leptospirose, Sarampo, Rubéola, Gripe e varias Arboviroses. Deste modo é 

importante considerar a confirmação laboratorial da infecção pelo DENV, e 

imprescindível, em muitos casos, o diagnóstico diferencial (GUBLER et al., 

1981). Além dos cuidados clínicos com os pacientes o diagnóstico também 

contribuem na vigilância epidemiológica, formulação de vacinas, detecção 

precoce de epidemias, com informações úteis às autoridades sanitárias em 

tempo hábil para que sejam feitas a localização e a concentração da 

disseminação da transmissão do vírus (OLLIVEIRA et al., 2011). Diversos 

métodos podem ser empregados para o diagnóstico (Figura 6), que podem ser 
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divididos em métodos direto tais como o isolamento do vírus em cultura de 

células, a detecção do RNA viral pela reação em cadeia da polimerase, 

associada à transcrição reversa (RT-PCR), a detecção da proteína NS1 

(antígeno viral) no sangue e em tecidos (óbitos) teste mais específicos, e testes 

indiretos que usam a detecção de anticorpos específicos no soro testes mais 

viáveis economicamente (GUZMAN et al., 2010). A janela ideal para o 

diagnóstico de uma infecção por dengue é mais ou menos a partir do início da 

febre até 10 dias pós-infecção, no entanto, como nem todos os pacientes são 

diagnosticados dentro deste período, um teste de diagnostico ideal deve ser 

sensível, especifico e ser viável independentemente do estágio da infecção 

(PEELING, ROSANNA W. et al., 2010). 

 

Figura 6: Comparativos de métodos laboratoriais diretos e indiretos para o 

diagnóstico da dengue. 

 

 

Fonte: (PEELING, ROSANNA W. et al., 2010). Traduzida pela autora. 

 

2.1.3.1 Isolamento Viral 

 

O isolamento viral é considerado o teste padrão-ouro para o diagnóstico 

e sorotipagem das infecções por DENV. O principal método utilizado para o 
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isolamento viral pode ser conseguido por meio da inoculação da amostra de 

sangue e ou soro em culturas de células, principalmente as originadas de 

mosquito, como o clone C6/36 de Aedes albopicuts (SHU; HUANG, 2004; KAO 

et al., 2005). Entretanto, essa técnica não é necessária para diagnóstico de 

rotina, mas sim para determinar o sorotipo do vírus causador da infecção, para 

fins de pesquisa e estudos epidemiológicos. Ressalta-se também a 

necessidade de pessoal e laboratório especializados cujo resultado só é obtido 

em uma a duas semanas (DATTA; WATTAL, 2010a). No Brasil, o isolamento 

viral é realizado pelos Laboratórios de Saúde Pública de Referência em 

Dengue, pertencente à Rede Nacional de Laboratórios do Ministério da Saúde.   

 

 

2.1.3.2 Diagnóstico Molecular  

 

O diagnóstico molecular realizado pela RT-PCR, cujo alvo é a detecção 

do genoma viral, tem um papel eficaz tendo em vista ser capaz de identificar de 

forma rápida a presença do vírus durante a fase aguda da doença e em 

algumas metodologias, quantificar a carga viral (YAP et al., 2011). Entretanto, a 

exigência de uma equipe treinada, a necessidade de vários equipamentos 

especiais, bem como o custo elevado associado aos métodos moleculares tem 

limitado sua aplicação como diagnóstico de rotina (DATTA; WATTAL, 2010a). 

 

2.1.3.3 Diagnóstico Sorológico   

  

O diagnóstico sorológico detecta anticorpos específicos para o vírus da 

Dengue e complementa o diagnóstico virológico ou, quando este não é 

possível, serve como meio alternativo de diagnóstico. O teste pode ser feito 

através de vários métodos (inibição da hemaglutinação, teste de neutralização, 

etc). O ensaio imunoenzimático ELISA (do inglês - Enzyme-linked 

Immunossorbent Assay) é o mais utilizado, sendo de grande utilidade devido a 

sua alta sensibilidade e fácil execução (PAULA, DE; FONSECA, 2004).  
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O ELISA tem sido usado para detectar anticorpos IgM na fase aguda e 

na convalescença, além dos anticorpos IgG anti-Dengue (Tabela 1). Os 

anticorpos IgM são melhores detectados a partir do quinto dia após o início da 

doença, tornando essa técnica inviável para um diagnóstico precoce, ou seja, 

nos primeiros dias de doença (PAULA, DE; FONSECA, 2004; HALSTEAD, 

2007; LIMA et al., 2010; BRASIL, 2011). 

 

 

Tabela 1: Testes de ELISA para o diagnostico da dengue  

 

 

Método Elisa IgM 

Baseado em detecção de anticorpo, 

este método costuma positivar após o 

sexto dia da doença; 

 

 

 

Método Elisa IgG 

Baseado em detecção de anticorpo, 

este método costuma positivar a partir 

do nono dia de doença, na infecção 

primária, e já estar detectável desde o  

primeiro dia de doença na infecção 

secundária; 

 

Método Elisa IgM e IgG 

Teste rápido, baseado na detecção 

qualitativa e diferencial de anticorpos 

IgM e IgG, permite diagnóstico ou 

descarte. 

 

 

2.1.3.4 Detecção do antígeno NS1 

 

O NS1 foi reconhecido primeiramente como antígeno de fixação de 

complemento solúvel em cultura de célula infectada (BRANDT et al., 1970). O 

antígeno de fixação foi reconhecido como uma glicoproteína viral de 46 KD 

(SMITH; WRIGHT, 1985) e posteriormente denominado de NS1 (RICE et al., 

1985). A glicoproteína com cerca de 353 - 354 aminoácidos, que possui 

elevada quantidade de aminoácidos e nucleotídeos homólogos entre flavivirus, 
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não faz parte da partícula viral, mas é liberada das células infectadas pelo 

DENV. Estudos preliminares têm mostrado que a proteína NS1 está envolvida 

na replicação do RNA viral, e foi encontrada em amostras da fase aguda do 

sangue de pacientes com infecções primárias ou secundárias. Isto sugeriu um 

maior envolvimento desta proteína viral na patogenicidade do vírus Dengue e 

sua possível utilização como um marcador adequado para a referida infecção 

(BLOK et al., 1992; YOUNG et al., 2000). Dentre as proteínas não estruturais, é 

a mais conservada e apresenta elevado grau de reação cruzada entre os 4 

sorotipos (ZAINAH et al., 2009a). 

O NS1, encontrado no soro ou plasma durante a fase aguda da doença, 

tem oferecido um novo caminho para o diagnóstico precoce e rápido ainda na 

fase inicia da infecção (figura 7). 

 

Figura 7: Representação esquemática dos métodos empregados no 

diagnóstico da Dengue conforme os dias de doença. 

 

Fonte:http://www.health.qld.gov.au/cdcg/index/dengue.asp. Acesso em: 

10/11/2013. Adaptado pela autora. 

 

O diagnostico pelo NS1 é uma ferramenta de análise e é um teste 

qualitativo, usado na detecção da antigenemia NS1 da Dengue pela técnica 

http://www.health.qld.gov.au/cdcg/index/dengue.asp
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ELISA de captura. Esta auxilia no diagnóstico sorológico da doença em 

amostras colhidas principalmente até o terceiro dia do início dos sintomas e 

seu desempenho equivale ao do RT-PCR, porém, não permite a identificação 

do sorotipo. Atualmente, ensaios imunoenzimáticos e imunocromatográficos 

para a detecção da proteína viral NS1 estão disponíveis no mercado. O 

Ministério da Saúde disponibiliza kits para o uso em amostras de unidades-

sentinela de monitoramento do vírus da Dengue (BRASIL, 2011).  

Dado ao importante papel do NS1 como marcador precoce da fase 

aguda diversos sistemas de detecção, tais como imunocromatograficos 

imunossensores têm sido desenvolvidos. Silva et. al. em seu trabalho avaliou 

diferentes kits de detecção da proteína NS1 do vírus dengue, tendo como 

referência o isolamento viral (Tabela 2). De forma geral, os kits avaliados 

podem ser empregados no diagnóstico, sempre associados a critério clínico e 

epidemiológico ou outros métodos laboratoriais (SILVA, F. G., DOS SANTOS 

SILVA, S. J., ROCCO, I. M., DA, 2011).  

 

Tabela 2: Sensibilidade para quatro kits testados para detecção de antígenos 

NS1 em relação aos dias de doença e intervalo de confiança. Adaptado (Silva 

et al. 2011) 

Kits analisados Sensibilidade 

(0-3 dias de doença) 

Intervalo de confiança 
(IC 95%) 

NS1 Ag Strip (Bio- Rad) 

 

90,0% 79,8-95,3 

Duo Test (Bioeasy) Strip 

 

90,0% 79,8-95,3 

Platelia NS1 (Bio-Rad) 
ELISA 

 

93,1% 83,6-97,2 

Early ELISA NS1 
(Panbio) 

85,7% 75,0-92,3 
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Atualmente, imunossensores para detecção do antígeno NS1 tem sido 

bastante explorado na literatura através de diferentes abordagens. Os 

trabalhos citados alcançaram ótimos resultados e diferem entre si, 

basicamente, quanto às técnicas de imobilização dos anticorpos anti-NS1 

sobre a superfície eletródica, sensibilidade e possibilidade de amplificação dos 

sinais (Tabela 3). Tendo em vista a importância de um imunossensor que se 

adéqüe a todas as necessidades para um diagnóstico rápido, preciso, 

miniaturizado e de baixo custo para detecção da NS1, ainda é necessário a 

continuação das pesquisas na área 

Tabela 3: Imunossensores para detecção de anticorpos anti-NS1. 

 

Método de Detecção 

de imunossensor 

 

Limite de detecção Referência 

Eletroquímico 

 

12 ng/mL−1 (DIAS et al., 2013) 

Eletroquímico 

 

0,33 ng/mL−1 (CAVALCANTI et al., 

2012) 

Piezoelétrico  

 

1,727/μg mL−1 (WU et al., 2005) 

 

As concentrações da NS1 no início das infecções primárias e 

secundárias variam entre 10 ng.mL-1 a 2 µg.mL-1 e pode chegar até cerca de 

50 µg.mL-1 (ALCON et al., 2002b; LIBRATY et al., 2002). Como a concentração 

atingida no sangue pode ser considerada alta, este torna-se um alvo 

relativamente fácil de se detectar, ainda mais se considerado o ponto de vista 

clínico, onde o interesse reside no diagnóstico baseado na presença ou 

ausência da proteína. Embora a sensibilidade das plataformas encontradas na 

literatura apresente uma queda significativa nas concentrações dos anticorpos 

anti-NS1 nas infecções secundárias, a busca por dispositivos com um limite de 
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detecção menor é de grande interesse (KUMARASAMY et al., 2007; DIAS et 

al., 2013). 

Tomando como premissa a necessidade da realização de métodos de 

diagnósticos mais rápidos, práticos e de custo reduzido, os biossensores se 

destacam, podendo ser desenvolvidos para serem usados em serviços 

descentralizados com ausência de ferramentas diagnósticas. Por outro lado, 

quando comparados aos testes imunocromatográficos para NS1 (ZAINAH et 

al., 2009a), eles têm a vantagem de fornecer resultados quantitativos, além de 

requererem amostras de reduzido volume, na ordem de poucos microlitros.  

O diagnóstico precoce, graças à detecção do antígeno NS1 do DENV, 

permite uma melhora considerável no cuidado do paciente, possibilitando 

também um tratamento apropriado, precoce, evitando as complicações graves 

e desta forma auxiliando a dirimir a disseminação da doença (MCBRIDE, 

2009). 

Neste contexto, o desenvolvimento de biossensores para captura do 

NS1 representa uma alternativa para o diagnóstico precoce, pois permitirá a 

detecção do DENV (na fase aguda) evitando a evolução para FHD e SCD, 

resultando em maior sobrevida por parte dos enfermos. Deste modo é também 

possível a orientação de uma conduta médica mais rápida, sobretudo, quando 

desenvolvidos biossensores sob a forma de “point-of-care-testing” (SOPER et 

al., 2006).  

 

2.2 Biossensores 

 

 Nas últimas décadas as ciências analíticas têm apresentado um avanço 

considerável relacionado à capacidade de obtenção de informações químicas 

em diversos sistemas, proporcionando um alto desenvolvimento analítico, 

resultando na automação, miniaturização e simplificação destes dispositivos 

estudados (MURPHY, 2006). Neste âmbito, os biossensores têm adquirido 

primordial importância devido à possibilidade de análises de processos 

sintéticos ou biológicos, bem como a compreensão dos mesmos (ZHANG et 

al., 2000). Deste modo, têm sido utilizados em diferentes áreas, e setores da 

indústria, como as de alimentos, farmacêuticas, clínicas e na agricultura, tendo 
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como base a necessidade de métodos analíticos rápidos, exatos e confiáveis 

na determinação das espécies de interesse. Outrossim, os biossensores 

propiciam análises com monitoramento contínuo e em tempo real em tempo 

real, substituindo técnicas analíticas destrutivas ou que venham a exigir 

elevadas quantidades de amostras, aumentando sua potencialidade para o uso 

comercial (MURPHY, 2006). 

Biossensores são dispositivos capazes de providenciar informação 

quanti ou semi-quantitativa usando moléculas biológicas imobilizadas em um 

transdutor (THÉVENOT et al., 2001). Duas de suas principais características 

conferidas a esse tipo de sensor são seletividade e especificidade. Tais 

peculiaridades são atraentes viabilizando o desenvolvimento de diferentes tipos 

de biossensores aplicados a análises em tempo real de amostras diversas. 

Os biossensores são formados fundamentalmente por uma superfície, 

um componente biológico receptor com um elemento conversor e o transdutor. 

A interação do analito com o bioreceptor produz um sinal químico captado 

medido pelo transdutor que o converte em um sinal elétrico mensurável. A 

figura 8 ilustra o princípio do funcionamento de biossensores (COLLINGS; 

CARUSO, 1997; WILSON; GIFFORD, 2005; VO-DINH; CULLUM, 2008). 

 

Figura 8. Representação esquemática dos elementos constituintes de um 

biossensor. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Elaborada pela autora. 
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 A molécula biológica que reconhecerá o analito de interesse é 

imobilizada no transdutor. O conhecimento do método adequado de 

imobilização é muito importante uma vez que este procedimento influi em 

muitas das características desejáveis para os biossensores (MARQUES; 

YAMANAKA, 2008). Segue na tabela 4 a representação das principais técnicas 

de imobilização e suas características.  

 Na construção dos biossensores, a biocompatibilidade da superfície 

eletrônica e a imobilização das moléculas constituem fatores responsáveis pelo 

bom desempenho e estabilidade do sistema (ZHANG et al., 2000; LOJOU; 

BIANCO, 2006). As moléculas mais utilizadas são as enzimas seguidas pelos 

anticorpos, entretanto, diferentes moléculas de origem biológica podem ser 

utilizadas em biossensores como células, organelas, DNA, lectinas e outras  

(LIU; LIN, 2007; CHINALIA et al., 2008). Existem ainda, os materiais abióticos 

que mimetizam moléculas biológicas como éteres de coroa e polímeros 

molecularmente impressos (TAN et al., 2001; FRANZOI et al., 2009). 
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Tabela 4: Principais metodologias de imobilização de biomoléculas. 

 

Tipos de imobilização Princípio Desenho esquemático  

 

 

Oclusão 

Aprisionamento da 

molécula biológica dentro 

dos espaços intersticiais 

das ligações covalentes 

de um polímero insolúvel. 

 
 

 

 

Ligação covalente 

Ligação covalente dos 

grupos funcionais não 

ativos a grupos reativos 

ligados na superfície 

solida do suporte 

insolúvel. 
 

 

 

Adsorção  

 

Interação do tipo iônica, 

ligações de hidrogênio ou 

hidrofóbicas a superfície 

do eletrodo. 

 

 

 

 

Encapsulamento  

Confinamento das 

moléculas biológicas em 

pequenas esferas que 

permitem somente a 

movimentação dos 

substratos e produtos da 

interação molécula 

biológica substrato 

 

 

 

  

 Cada tipo de interação da molécula biológica com o analito deve ser 

previamente estudada a fim de verificar se a mesma será passiva de detecção 

pelo transdutor escolhido. Um exemplo disso é o biossensor biocatalítico 

baseado em elementos que favorecem a ocorrência de reações químicas a 

partir de um ou mais substratos, havendo a formação de um ou mais produtos, 

sem o consumo do biocatalisador, que pode ser regenerado e reutilizado 

(MARAZUELA; MORENO-BONDI, 2002). Os tipos de biocatalisadores 
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comumente utilizados são as enzimas, células e tecidos. O biossensor por 

bioafinidade, de outra forma, envolve anticorpos e ou antígenos, ligação 

protéica ou receptor protéico, o qual forma um composto complexo com o 

correspondente ligante. Este complexo é estável o bastante para resultar em 

um sinal de transdução (RIZZONI; HARTLEY, 2000).  

 O Transdutor, componente que processa o sinal no biossensor 

transforma o sinal gerado no processo de reconhecimento analito/bioreceptor 

em um sinal mensurável. De acordo com o princípio de energia envolvida na 

transdução, os transdutores podem ser classificados em: eletroquímicos 

baseado em propriedades elétricas como corrente, potencial, condutividade, 

resistência elétrica, etc. (amperométricos, condutimétricos, potenciométricos e 

impedimétricos) (WU et al., 2007), eletromagnéticos são baseados na análise 

das variações na freqüência de oscilação de um cristal piezoelétrico 

(microbalança de cristal de quartzo, QCM, do inglês Quartz Crystal 

Microbalance) (PAVEY et al., 2003), ópticos baseado nos fenômenos de 

ondas evanescentes (ressonância de plásmon de superfície, SPR, do inglês 

Surface Plasmon Resonance) (TANG et al., 2006) e os calorimétricos 

(CHAUBEY; MALHOTRA, 2002). O transdutor a ser utilizado juntamente com o 

material biológico, deve detectar apenas um reagente ou produto específico, 

não respondendo a outras substâncias presentes na amostra a ser analisada.  

 A escolha de um determinado transdutor não depende apenas do 

elemento de reconhecimento selecionado, já que este determina quais 

variações das propriedades físico-químicas ocorreriam em função da interação, 

mas depende também de outros fatores como tempo de resposta, seletividade 

e sensibilidade (RICCARDI et al., 2002). 

 

2.2.1 Imunossesores  

 

 Quando o reconhecimento da molécula de interesse é dado pela 

formação de imunocomplexos, este biossensor recebe o nome de 

imunossensor. (LUPPA et al., 2001). Os imunossensores resultam em 

respostas altamente seletivas, pois não somente a sensibilidade deve ser 

considerada, mas também a alta especificidade (RICCARDI et al., 2002). 
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Existem diversos métodos através dos quais é possível monitorar o sinal 

resultante das interações antígeno-anticorpo (Ab-Ag) e obtê-los na forma de 

dados que possam ser tratados posteriormente. Estes dispositivos podem 

monitorar as reações imunológicas na superfície sensora com alta 

sensibilidade e especificidade, sendo uma importante ferramenta para análise 

da dinâmica da interação antígeno-anticorpo (CHEN et al., 2009). 

 Os anticorpos ou imunoglobulinas são glicoproteínas produzidas pelos 

plasmócitos em resposta a substâncias estranhas ao organismo, os antígenos. 

A característica básica da reação antígeno-anticorpo é a especificidade, 

representada por uma estreita relação de complementaridade entre as 

estruturas tridimensionais das duas moléculas (Figura 9). Esta 

complementaridade permite a aproximação máxima entre os sítios de ligação 

das moléculas de antígeno, os epítopos e o anticorpo. As forças de interação 

moleculares no complexo “antígeno-anticorpo” não são covalentes (Van der 

Waals, ligação eletrostática, ponte de hidrogênio ou ligações hidrofóbicas) e, 

embora sejam individualmente fracas, a multiplicidade das uniões leva a uma 

considerável energia de coesão (TSEKENIS et al. 2008) 

 

Figura 9: Desenho esquemático imunocomplexo. 

  

Fonte:http://drcercone.iculearn.com/bio2/wpcontent/uploads/Lectures/immune

%20system/Immune_system10.html. Acesso em: 20/12/2013.Adaptado pela 

autora. 
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http://drcercone.iculearn.com/bio2/wpcontent/uploads/Lectures/immune%20system/Immune_system10.html
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2.2.1.1 Imunossensores eletroquímicos amperométricos  

 

Os transdutores eletroquímicos são os mais comumente utilizados em 

biossensores, principalmente por proporcionarem vantagens como: 

simplicidade, rapidez na resposta, menor custo, elevada sensibilidade, 

portabilidade e serem compatíveis com as tecnologias de micro fabricação (JIN 

et al., 2007).  

Biossensores eletroquímicos têm como princípio básico a detecção de 

espécies eletroativas consumidas e ou geradas durante o processo de 

interação do elemento biológico com seu substrato específico (MEHRVAR; 

ABDI, 2004). Esses sensores são projetados através do acoplamento de 

moléculas biológicas à superfície eletródica, que respondem ao serem 

aplicados impulsos elétricos, tais como corrente (I) ou potencial (E) (SADIK et 

al., 2009).  

A detecção de glicose usando a enzima glicose oxidase acoplada a um 

eletrodo para oxigênio de Clark foi o primeiro biossensor amperométrico, 

desenvolvido por Updike e Hicks Revisão Bibliográfica 21 em 1967 

(HABERMÜLLER et al., 2000). Desde então, enzimas têm sido usadas em 

conjunto com diferentes materiais de eletrodo para produzir biossensores 

amperométricos. Os biossensores amperométricos são assim denominados 

devido ao seu mecanismo de transdução. Durante as medidas amperométricas 

é mantido um potencial constante entre o Eletrodo de Trabalho (ET) e o 

Eletrodo de Referencia (ER). A corrente gerada pela oxidação ou redução de 

espécies eletroativas na superfície do Eletrodo de Trabalho é medida e o sinal 

gerado é diretamente proporcional a concentração das espécies eletroativa  

(SCHUHMANN et al., 2000; LOWINSOHN et al., 2006). Essa corrente 

observada a partir de oxi-redução é faradáica, denominada assim por obedecer 

a lei de Faraday, a qual a corrente faradáica gerada é produzida pela reação 

redox de espécies eletroativas na superfície sensora, sendo diretamente 

proporcional à concentração do analito (CHAUBEY; MALHOTRA, 2002). Este 

processo obedece à lei de Faraday, a qual determina que a quantidade de 
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reagentes formados ou consumidos na interface do eletrodo é proporcional à 

corrente (LOWINSOHN et al., 2006). 

 Os biossensores amperométricos se classificam em três gerações, 

podendo ser de primeira, segunda e terceira geração, de acordo com o 

processo envolvido na transferência de cargas, reconhecimento do analito, 

geração e processamento do sinal (i) pela eletroatividade do substrato ou 

produto enzimático - biossensores de primeira geração; (ii) pelo auxílio de 

mediadores, livres em solução ou imobilizados juntamente com a enzima - 

biossensores de segunda geração - e, finalmente, (iii) pela transferência 

eletrônica direta entre a superfície do eletrodo e o centro ativo da enzima - 

biossensores de terceira geração (FREIRE; PESSOA, 2003). 

No caso de imunossensores eletroquímicos, o monitoramento da 

corrente elétrica pode ser feito através do uso de marcadores da reação, tendo 

em vista que a reação é de afinidade entre o anticorpo e o antígeno. Sendo 

assim, o anticorpo ou o antígeno pode ser marcado, por exemplo, com 

fluoróforos, partículas magnéticas e enzimas. A biomolécula marcada com 

enzima é conhecida como conjugado. Por conseguinte, a medida da corrente 

elétrica será correlacionada em função do produto da reação enzimática após a 

adição do substrato na célula eletroquímica. Portanto, a revelação da interação 

antígeno-anticorpo segue o mesmo principio dos biossensores catalíticos, 

porém a determinação do analito é baseada na reação de afinidade e não na 

reação catalítica (THÉVENOT et al., 2001; RICCARDI et al., 2002). 

 Além dos biossensores amperométricos que utilizam marcadores (label) 

para a detecção do analito como foi visto anteriormente, é possível realizar o 

monitoramento do analito sem o uso de marcadores (label free) (Figura 10). Na 

literatura é crescente o numero de trabalhos sem o uso de marcadores (WU et 

al., 2007; LEE et al., 2007). Essa configuração de biossensor oferece algumas 

vantagens em relação aos sistemas que utilizam marcadores: detecção em 

tempo real, menor custo da análise, redução nas etapas de manipulação e 

redução nos resultados falso-positivos (DANIELS; POURMAND, 2007; 

NIRSCHL et al., 2011). Nesse biossensores a detecção é baseada nas 

mudanças das propriedades elétricas da superfície, por exemplo: aumento na 

constante elétrica e resistência, na presença da molécula-alvo. 
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Figura 10: Desenho esquemático de imunossensores amperométricos que 

utilizam marcadores (label) e sem o uso de marcadores (label free). 

 

Fonte: Elaborada pela autora.  

 

2.2.2 Técnicas eletroanalíticas   

 

 A eletroquímica surgiu como uma ferramenta para diversos tipos de 

analises e posteriormente associada a uso dos biossensores. As técnicas 

eletroanalíticas possibilitam estabelecer relação entre a concentração do 

analito e as propriedades elétricas como: corrente, potência, condutividade, 

resistência e cargas elétricas. A técnica se refere a fenômenos químicos 

associados à transferência de elétrons, que podem ocorrer homogeneamente 

em solução, ou heterogeneamente na superfície do eletrodo (LOWINSOHN et 

al., 2006). 

 As técnicas eletroanalíticas apresentam vantagens frente às técnicas 

tradicionais. A principal delas é a possibilidade, na maioria das vezes, de 
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análises direta da amostra sem a necessidade de etapas de separação ou pré-

tratamento (POWER; MORRIN, 2013). Além disso, pode favorecer opções 

viáveis para mediar fproblemas na construção de novos métodos para o 

diagnóstico clínico (JUSTINO et al., 2010). Uma das vantagens da 

eletroquímica em relação à química convencional é a não utilização de grandes 

quantidades de reagentes nas análises eletroquímicas, além do fácil controle 

de variáveis que combinadas de formas diversas levam a técnicas 

eletroquímicas particulares, tais como: voltametria cíclica, voltametria de onda 

quadrada, voltametria de pulso diferencial, dentre estas, a voltametria cíclica 

teve destaque neste trabalho. 

 

2.2.2.1 Voltametria Cíclica  

 

 A Voltametria cíclica compreende um grupo de métodos eletroanalíticos 

nos quais as informações sobre a concentração do analito são derivadas a 

partir das medidas de corrente em função do potencial aplicado sob condições 

de completa polarização do eletrodo de trabalho, através do uso de 

microeletrodos (KIMMEL et al., 2012). Consiste numa técnica de varredura 

reversa do potencial, onde o potencial aplicado ao eletrodo é variado numa 

velocidade conhecida, e ao atingir o potencial final desejado, a varredura é 

revertida ao valor inicial, na mesma velocidade (LINDINO et al., 2006). Obtém-

se, como resposta a essa perturbação, por exemplo, um par de picos, catódico 

(Ipc) e anódico (Ipa) (Figura 11). 

 Para a realização da técnica, é necessário um potenciostato com 

gerador de programa de potencial, conectado a um computador para registrar 

os gráficos de corrente em função do potencial, de uma célula convencional de 

três eletrodos e uma solução contendo o analito e eletrólito suporte. Obtém-se, 

como resposta a essa perturbação, por exemplo, um par de picos, catódico e 

anódico. Para conseguir isso, aplica-se uma voltagem chamada onda triangular 

à célula eletrolítica (Figura 11).    
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Figura 11: Representação gráfica da técnica de voltametria cíclica: (a) variação 

linear do potencial vs tempo e (b) voltamograma cíclico onde observa-se, 

potencial do pico anódico e catódico (Epa e Epc) e corrente de pico anodico e 

catódico (Ipa e Ipc), para uma reação reversível.  

 

 

Fonte: BARD & FAULKNER (2006) e BRETT & BREET (1993). 

 

 Considerando os parâmetros eletroquímicos mais importantes, ou seja, 

os potenciais de picos catódicos e anódicos (Epc e Epa), as correntes de picos 

catódico e anódico (Ipc e Ipa) e os potenciais de meia onda (E1/2) ou pico de 

meia altura (Ep2).É possível também analisar o processo eletródico ocorrido, a 

dependência do potencial e da corrente com a variação da velocidade de 

varredura, com a concentração da substância eletroativa a partir da adição de 

eletrófilos ou prótons, com análise baseada em testes de diagnósticos. Isso 

permite obter informações importantes de reversibilidade e irreversibilidade e 

do processo de transferência de elétrons, da presença de reações químicas 

acopladas, adsorção e fenômenos catalíticos, além de se poder caracterizar o 

fenômeno que controla a corrente de pico (REIS et al., 2009). Geralmente a 

própria feição da onda é que é indicativa de processo reversível; presença de 

um par de picos (catódico e anódico) de mesma altura, com potenciais de picos 

separados por uma distância de 59/n mv (caso as espécies oxidadas e 

reduzidas sejam estáveis). Já o espectro eletroquímico de um sistema 
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irreversível evidencia a completa ausência de pico reverso, apesar de esse não 

ser o único critério de análise (GRIESHABER et al., 2008).  

 

2.2.3 Tecnologia de eletrodos impressos 

 

 O desenvolvimento de eletrodos impressos de carbono (EIs) ou screen 

printing tem atendido a demanda do mercado oferecendo um completo sistema 

de eletrodos projetados com grande simplicidade, economia, alta 

reprodutibilidade e facilidade de fabricação (BERGAMINI; ZANONI, 2005). Por 

estas razões, o uso dessa tecnologia na produção serial de eletrodos para a 

determinação eletroquímica de uma ampla faixa de substâncias está em pleno 

crescimento. (NASCIMENTO, VALBERES B.; ANGNES, 1998). 

 Este tipo de configuração de eletrodos é baseado na deposição de finos 

filmes sobre substratos inertes, sendo bastante adequada para produção em 

massa de dispositivos portáteis. Os EIs (figura 12) são produzidos a partir da 

impressão de diferentes tintas e vários tipos de substratos inertes, a maioria de 

PVC policarbonato poliéster ou cerâmica (WANG et al., 2008). 

 

Figura 12: Desenho esquemático da fabricação de eletrodo impresso de 

trabalho.  

 

 

Fonte: Elaborado pela autora. 
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Um dos principais aspectos dos EIs, que os tornam extremamente 

atrativos quando se busca o desenvolvimento de sensores comerciais, é a 

possibilidade de total automação na fabricação de um sistema completo 

contendo os eletrodos de trabalho, auxiliar e referência, todos impressos no 

mesmo suporte (figura 13). 

 

Figura 13: Desenho esquemático de eletrodo impresso com sistema tri- 

eletródico. 

 

 

 

 

 

Fonte: Elaborado pela autora. 

 

   

Tintas de carbono ou metálicas (platina, ouro e prata) têm sido 

comumente utilizadas para impressão de sensores. Em particular, as tintas de 

carbono tem se destacado como filme condutor mais utilizado na fabricação de 

EIs, devido às suas características atrativas, tais como ampla janela de 

potencial, boa condutividade elétrica, estabilidade, baixa corrente residual e 

baixo custo (USLU; OZKAN, 2007; ZHANG et al., 2011). O material impresso 

pode ser alterado pela adição de diferentes substâncias, tais como metais, 

enzimas, polímeros, agentes complexantes, dentre outros. Assim, a 

Eletrodo de 

Trabalho 

Eletrodo 
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seletividade e a sensibilidade requeridas para cada análise é determinada pela 

composição da pasta utilizada para impressão dos eletrodos (RENEDO et al., 

2007).  

 A modificação dos EIs com diferentes mediadores químicos tem sido 

uma alternativa comum nos sistemas de detecção, obtendo dispositivos cada 

vez mais seletivos (AVRAMESCU et al., 2002). O uso desses compostos no 

desenvolvimento de EIs possui muitas vantagens, dentre elas estão: aumento 

da reprodutibilidade; medidas menos dependentes da concentração de O2, 

determinação do potencial de trabalho do eletrodo pelo potencial de oxidação 

do mediador e diminuição da interferência de espécies indesejadas  

(CHAUBEY; MALHOTRA, 2002). Em geral, o mediador é misturado 

diretamente à pasta a ser utilizada na fabricação dos eletrodos. O seu papel é 

estabelecer uma espécie de contato elétrico entre o sítio ativo da enzima e a 

superfície sensora, através do seguinte mecanismo: o mediador sofre um 

processo de redução no sítio ativo da enzima, reconduzindo-a a seu estado 

fundamental, em seguida o mediador sofre um processo de oxidação na 

superfície do eletrodo, sendo também reconduzido ao seu estado fundamental, 

completando um ciclo que restaura a enzima e o mediador (MELLO; KUBOTA, 

2002). 

  

2.3 A nanotecnologia no desenvolvimento de biossensores 

eletroquímicos 

 

 Com o exponencial desenvolvimento nos últimos anos da ciência em 

nanoescala, alguns termos surgiram para instituir essa área do conhecimento: 

o termo nanociência vem sendo utilizado para descrever a preparação e o 

estudo do comportamento de materiais em escala nanométrica, enquanto que 

o termo nanotecnologia se refere ao desenvolvimento e aproveitamento desses 

materiais com propriedades diferenciadas ou potencializadas (ISLAM; 

MIYAZAKI, 2009). 

A nanotecnologia tem assumido um papel importante no 

desenvolvimento de biossensores (VASHIST et al., 2012). A utilização de 
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materiais na escala nanométrica (em termos gerais, uma partícula é 

considerada nanométrica quando apresenta um tamanho inferior az 100 nm) 

em biossensores tem permitido aumentar a quantidade de proteínas 

imobilizadas na superfície do transdutor, promover a reação eletroquímica e 

aumentar o sinal do bioreconhecimento. A sensibilidade será o maior atributo 

que o uso de nanomateriais oferece na construção de um biossensor (ZHANG 

et al., 2009). 

 

2.3.1 Nanotubos de carbono  

 

Durante vários séculos, o diamante e o grafite eram os únicos materiais 

conhecidos formados somente por carbono. Em 1985, os cientistas 

descobriram que os átomos de carbono também podiam se organizar no 

espaço como bolas, os fulerenos (TERRONES, 2004). As pesquisas científicas 

envolvendo estruturas baseadas em carbono puro cresceram 

significativamente após a descoberta dos fulerenos, o que ocasionou um maior 

interesse no estudo dessas estruturas, levando à descoberta de uma série de 

novas formas, como os nanotubos de carbono (NTCs), os quais foram obtidos 

por Lijima em 1991 como subproduto na síntese de fulerenos (SOUZA, 2007) 

2007). Desde então numerosas pesquisas têm sido feitas para elucidar o uso 

deste nanomaterial em distintos dispositivos.  

Os NTCs possuem uma das mais simples composições químicas e 

configurações atômicas, mostrando uma diversidade de riqueza entre os 

nanomateriais (RIVAS et al., 2007). Desde a sua descoberta, os NTCs foram 

objeto de inúmeras investigações devido a sua estrutura original conter 

propriedades eletrônicas e mecânicas que os tornam um material muito atrativo 

para uma gama de aplicações (SGOBBA; GULDI, 2009). 

A estrutura química dos nanotubos de carbono é formada por uma folha 

de grafeno enrolada (que consiste em um arranjo bidimensional de átomos de 

carbono com hibridização sp2, ligados em hexágonos (Figura 14), cujo 

empilhamento resulta na estrutura do grafite), em dimensões nanométricas, 

formando uma cavidade interna oca (AWASTHI et al., 2005; RIVAS et al., 

2007). 
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Figura 14:  Estrutura química básica dos nanotubos de carbono. 

 

 

 

 

 

 

Fonte: www.fp6-nano.com/2007/wp-content/uploads/Buckytubes2.jpg. Acesso 

em 16/012/2013. 

 

Estruturalmente, os NTCs podem ser divididos em duas classes: os 

Nanotubos de Carbono de Única Parede (NTCsUP) e Nanotubos de Carbono 

de Múltiplas Parede (NTCsMP), representados na Figura 15. 

 

Figura 15: Ilustração dos Nanotubos de Carbono de Única Parede (NTCsUP) 

(a) e os de Carbono de Múltiplas Parede (NTCsMP) (b). 

 

 

 

Fonte: http://www.omicsonline.org/2157-7439/2157-7439-3-e121.php. Acesso 

em: 20/12/2013. 

a b 

http://www.fp6-nano.com/2007/wp-content/uploads/Buckytubes2.jpg
http://www.omicsonline.org/2157-7439/2157-7439-3-e121.php
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 Nanotubos de carbono de única parede são formados por um único 

cilindro de grafeno e podem ser obtidos isoladamente ou em bandos contendo 

dezenas de nanotubos (GROBERT, 2007). A maneira pela qual a folha de 

grafeno é enrolada determina a estrutura dos nanotubos e suas propriedades. 

Um nanotubo pode ser construído a partir de uma folha de grafeno enrolada de 

tal forma que coincidam dois sítios cristalograficamente equivalentes de sua 

rede hexagonal (VASHIST, 2012).  

 Os nanotubos de carbono de múltiplas paredes são constituídos de dois 

ou mais cilindros concêntricos de grafeno espaçados uns dos outros por 0,34 

nm, de maneira análoga à separação existente entre os planos (002) do grafite 

(BELIN; EPRON, 2005). A interação existente entre estes tubos é do tipo Van 

der Waals. Vários estudos demonstram que o uso de eletrodos modificados 

com NTCsMP contribui favoravelmente para detecções analíticas por resultar 

em dispositivos de sensibilidade elevada, além de sua estabilidade e baixo 

custo (HEGDE et al., 2009).   

  Os NTCs têm encontrado várias aplicações, dentre elas: ponteiras para 

microscopia de varredura por sonda, como transistores de efeito de campo, 

retificadores eletrônicos, eletrodos para supercapacitores e para sensores 

(RIVAS et al., 2007; HEGDE et al., 2009). A primeira aplicação dos NTCs para 

biossensores foi proposta em 1996 por (BRITTO et al., 1996)BRITTO et al. 

(1996). Desde então, NTCs vêm sendo usados para preparação de diversos 

biossensores, aumentando a eficiência das interações eletrodo-proteína, 

resultando em correntes faradaicas muito mais altas. 

 Os NTCs têm elevada razão área superfície/volume, alta condutividade 

elétrica, boa estabilidade química e resistência mecânica. Além disso, 

conferem aos eletrodos modificados maior área eletroativa, promovem reações 

de transferência de elétrons e baixos sobrepotenciais, melhoram a 

reversibilidade de alguns processos, permitem melhor imobilização de enzimas, 

antígeno, anticorpo, ácidos nucléicos(OU et al., 2007; REZAEI; DAMIRI, 2008). 

 Diversas vantagens da aplicação dos NTCs ainda não foram 

completamente exploradas por causa da dificuldade em se obter NTCs 

dispersos; embora os NTCs sejam solubilizados por meio da funcionalização 

de suas paredes. Através da modificação dos NTCs é possível torná-los 
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seletivos. Isto pode ser alcançado pela correta funcionalização conjugando 

grupos reativos, tais como grupos carboxílicos ou aminas, assim os NTCs são 

imobilizados facilmente e ficam mais estáveis na superfície do eletrodo. Tal fato 

é muito interessante para o desenvolvimento de biossensores em que as 

ligações de materiais biológicos são desejadas (FENG et al., 2003; YUN et al., 

2007). 

 

2.3.2 Nanopartículas Metálicas  

 

 Os nanomateriais tais com as nanopartículas metálicas são de extrema 

importância no campo da Nanotecnologia devido às suas propriedades físicas 

e químicas, com vantagem na interação com biomoléculas que faz prever 

inúmeras aplicações a nível biotecnológico (SCHMID, 2011). 

 Inúmeros são os empregos das nanopartículas metálicas. Estas podem 

ser usadas para a modificação da superfície de eletrodos, ou para modificar 

moléculas biológicas como enzimas, anticorpos ou oligonucleotídeos  

(MURPHY, 2006). Uma das funções mais importantes das nanopartículas é a 

alta atividade associada com enzimas para muitas reações, especialmente as 

nanopartículas de metais nobres (EL-ANSARY, 2010). Tal propriedade 

possibilita que estas sejam utilizadas em biossensores eletroquímico pela 

capacidade de promover uma rápida transferência de elétrons entre o eletrodo 

e a proteína (MURPHY, 2006; KAUSHIK et al., 2008). 

 

2.4 Polímeros condutores em sensores  

 

 Os Polímeros Intrinsecamente Condutores (PIC) constituem uma classe 

de materiais poliméricos que tem recebido especial interesse da comunidade 

científica nos últimos 30 anos devido ao seu enorme potencial de aplicações 

nas mais diversas áreas do conhecimento, todavia, o uso dos polímeros 

conjugados em sensores é uma das aplicações que mais cresceu nos últimos 

anos(MÜLLER et al., 2011). Esse crescimento está relacionado com a 

possibilidade do uso de suas propriedades elétricas, eletroquímicas e óticas 

para converter informações físicas e químicas, tal como concentração, 
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atividade e pressão parcial num sinal analiticamente mensurável (MEDEIROS 

et al., 2012) . 

Os sensores usando polímeros podem ser ferramentas de baixo custo 

na qualificação ou quantificação de um grande número de substâncias 

químicas e biológicas, indústrias farmacêuticas, ao diagnóstico clínico e 

detecção de armas químicas e biológicas (D. KHODAGHOLY, G.G. 

MALLIARAS, 2012). 

 Polímeros têm atraído muito interesse como matrizes para imobilização 

de biomoléculas, pois podem servir como intermediários nos processos de 

interação entre o receptor e o analito e na transdução do sinal com o objetivo 

de melhorar o tempo de resposta, a sensibilidade e o limite de detecção de 

biossensores para diversas aplicações que vão desde o diagnóstico de 

doenças até determinação de contaminantes em água (OLIVEIRA et al., 2013).  

 

2.4.1 Hidrocloreto de Polialilamina (PAH) 

 

  Filmes poliméricos têm sido empregados em eletrodos quimicamente 

modificados e usados no desenvolvimento de sensores para proteger a 

superfície dos eletrodos de impurezas, bloquear interferentes, imobilizar 

biocomponentes, incorporar mediadores e fornecer biocompatibilidade (SILVA; 

CARAPUÇA, 2006). Devido à grande variedade das características dos 

polímeros, suas propriedades podem ser exploradas conforme o interesse. 

Dessa forma, o polímero eletroativo (eletrocatálise), o quimicamente ativo 

(propriedades ligantes ou de troca-iônica para pré-concentração) e o inerte 

(apenas exclusão de interferentes) são frequentemente utilizados para 

aplicações em dispositivos eletrônicos inovadores (ZHAO et al., 2006).  

Dentre os polímeros, o hidrocloreto de polialilamina (PAH) tem recebido 

grande atenção por sua estabilidade química em condições ambientais e 

facilidade de polimerização (HO et al., 2002). O PAH é um polieletrólito fraco 

com uma natureza básica (pKa = 9,67; massa do monômero equivalente = 

93,55) com partes hidrofílicas (grupos amina) e hidrofóbicas (estrutura 

hidrocarbônica), cujas características como densidade de carga e 

conformação, em solução, podem ser alteradas com pH e força iônica (ARIGA 
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et al., 1997; COOPER; STONE, 1998). A estrutura química do PAH está 

representada na Figura 16.   

Figura 16: Estrutura do policátion PAH. 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: chemistrytackexchange.com/ what-is-the-specific-structure-of-

polyallylamine-hydrochloride. Acesso em 20/12/2013. 

 

 O filme PAH tem sido frequentemente usado na preparação de 

multicamadas, produzindo novos materiais multifuncionais para diversos fins, 

que vão desde sensores analíticos a membranas de nanofiltração ou materiais 

de liberação controlada (SILVA; CARAPUÇA, 2006). Na química de 

superfícies, RUBNER et al. (1998) mostraram que a polaridade de uma 

superfície pode ser alterada com a presença de uma única bicamada de 

polieletrólito adsorvido (YOO et al., 1998; BARROS, 2006). 

Neste contexto, o PAH mostra-se como uma ótima matriz para a 

imobilização dos NTCs carboxilados (COO-) que irá interagir eletrostaticamente 

com os grupos NH3
+ do PAH, favorecendo ao eletrodo uma superfície 

nanoestruturada para a fabricação de imunossensores (BARRETO, M. L., & 

TEIXEIRA, 2008).  
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2.4.2 Tiofeno 

 

 O tiofeno é um hidrocarboneto constituído por 4 átomos 

de Hidrogênio (H) e um de Enxofre (S) ligados a 4 átomos de Carbono (C), 

formando um pentágono regular podendo ser considerado, por isso, uma 

molécula cíclica (Figura 17). Compostos análogos ao tiofeno são os furanos e 

o pirrol os quais são  respectivamente, o Oxigênio (O) e o Nitrogênio (N) no 

lugar do enxofre. Devido à sua estrutura anelar e ao fato de possuir no anel um 

elemento diferente do carbono (sendo os mais comuns o oxigênio, enxofre ou 

nitrogênio), o tiofeno é um composto heterocíclico (MCQUADE et al., 2000). 

 Tendo em conta a sua configuração eletrônica, ele faz parte dos 

hidrocarbonetos aromáticos visto que os elétrons que pertencem à segunda 

ligação são capazes de se mover por todo o anel. Por esta razão a fórmula 

estrutural do tiofeno pode, e é geralmente representada por um círculo no 

interior do pentágono. O politiofeno (PT) possui boa mobilidade de cargas, 

capacidade doadora de elétrons, alta estabilidade química, térmica e elétrica 

(NOWACKI, 2011). 

 

Figura 17: Estrutura do policátion Tiofeno 

 

 

 

 

Fonte: http://commons.wikimedia.org   /wiki/  File:Thiophene_structure.png. 

Acesso em 20/12/2013. 

http://pt.cyclopaedia.net/wiki/Hidrocarboneto
http://pt.cyclopaedia.net/wiki/Hidrogenio-2
http://pt.cyclopaedia.net/wiki/Enxofre
http://pt.cyclopaedia.net/wiki/Carbono
http://pt.cyclopaedia.net/wiki/Furano
http://pt.cyclopaedia.net/wiki/Pirrol
http://pt.cyclopaedia.net/wiki/Oxigenio-2
http://pt.cyclopaedia.net/wiki/Heterociclico
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 As propriedades eletrônicas dos politiofenos e dos oligômeros de tiofeno 

estão associadas à grande conjugação e deslocalização de elétrons π ao longo 

da cadeira, responsável pelo comportamento ótico não linear e pela 

condutividade eletrônica. É a densidade e a distribuição que determinam que 

as moléculas de tiofeno comportem-se como condutores para a captura de 

eletricidade.(SANTOS, 2008).  
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3 OBJETIVOS 

 

3.1  Objetivo geral 

 

Avaliar a contribuição de nanomateriais em imunossensores voltados para a 

detecção de NS1, um marcador da fase aguda da dengue viral.  

 

3.2  Objetivos específicos 

 

1 Modificar quimicamente as superfícies dos eletrodos de carbono vítreo 

com base na deposição dos NTCs-COOH e incorporação do filme polimérico; 

 

2 Caracterizar a superfície modificada com NTCs-COOH e PAH por 

microscopia eletrônica de varredura (MEV) e microscopia de força atômica 

(AFM); 

 

3 Otimizar parâmetros experimentais empregados na detecção dos 

anticorpos NS1 dos immunosensores; 

 

4 Viabilizar a realização do imunoensaio completo do tipo “sanduíche”, 

usando como princípio a captura do antígeno NS1 do DENV e a sua detecção 

através de um sistema enzimático da reação com a peroxidase; 

 

5 Elaborar eletrodos impressos associados com monômero Tiofeno para 

constituírem plataformas descartáveis para detecção da NS1; 
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6 Caracterizar as respostas dos imunossensores, através da técnica da 

voltametria cíclica; 

 

7 Estabelecer a curva de calibração dos imunossensores para a detecção 

da NS1 obtidos de amostras comerciais em tampão; 

 

8 Caracterizar o sistema dos imunossensores propostos quanto a sua 

sensibilidade, especificidade e reprodutibilidade das suas respostas em 

amostras sanguíneas; CEP/UPE 193/09. 
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7. Conclusão  

 

Diante dos resultados apresentados, conclui-se que: 

 

1) Foi possível a obtenção de imunossensores para detecção da proteína NS1 

empregando nanomateriais com limite de detecção de 0.04µg/mL1  a 2.5 

µg/mL1  

 

2)  O emprego da PAH combinado aos NTC possibilitou a imobilização e 

orientação dos anticorpos Anti-NS1 e melhorou o limite de detecção visto 

na curva de calibração.  

 

3)  O sucesso do primeiro imunossensor levou a continuidade do projeto a 

partir da troca do dispositivo transdutor para um eletrodo impresso 

modificado com o monômero condutor Tiofeno,  

 

4) O uso do monômero tiofeno na tinta de carbono aumenta em 70% a 

condutividade do sensor em relação ao eletrodo não modificado. 

  

5) Os estudos dos Eis de carbono modificados com tiofenos foram bem 

sucedidos, mostrando reprodutibilidade, obtendo-se, como esperado, uma 

sensibilidade necessária para aplicação em imunossensores. 

 

6) Foi possível detectar concentrações de NS1 na ordem de ng.mL-1 nos Eis,  

 

7) Foi alcançado no primeiro trabalho um limite de detecção de 0.035 µg/mL1  

e 0.015 µg mL-1  para o segundo trabalho. Observou-se significante melhora 

do sinal e do ajuste da curva analítica com a utilização do usando dos Eis. 
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