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RESUMO 

 

A presente tese de doutorado apresenta como objetivo o desenvolvimento de 
dois imunossensores, um para detecção de nucleoproteína do Hantavírus Araucária (Np) 
e outro para detecção de anticorpos contra o SARS-CoV-2. Sendo assim, foi realizado o 
desenvolvimento de um imunossensor eletroquímico baseado em impressão 3D por 
FDM, o qual foi utilizado para detecção da Np. A construção do dispositivo consistiu na 
imobilização direta de anticorpos IgG contra a Np em eletrodos impressos utilizando o 
polímero condutor proto-pasta e a detecção da proteína foi realizada por label-free através 
da inibição do sinal da sonda de Ferricianeto de Potássio. O dispositivo mostrou 
potencialidade para a detecção quantitativa da Np na faixa de concentração de 30 a 240 

g mL-1, com limite de detecção de 22 g mL-1. Além disso, o imunossensor foi aplicado 
para detecção da Np em amostras de soro humano fortificadas e possibilitou a 
diferenciação de amostras positivas e negativas. O segundo objetivo consistiu na 
utilização de quantum dots de grafeno (GQD) e polihidroxibutirato (PHB) como 
plataforma de imobilização para o RBD do SARS-CoV-2 visando detectar anticorpos IgG 
contra essa proteína (AbS). Utilizando condições experimentais ótimas, foram 
construídas duas curvas analíticas, uma em PBS e outra em soro humano diluído, as quais 
mostraram baixo efeito de matriz e uma correlação logarítmica entre a concentração de 
AbS e a corrente de pico anódico na faixa de concentração de 100 ng mL-1 a 10 μg mL-1. 
O sensor se mostrou seletivo frente a anticorpos contra a febre amarela e oito amostras 
clínicas de soro humano foram analisadas, obtendo-se 87,5% de assertividade no 
diagnóstico. Sendo assim, os dispositivos se mostraram adequados ao propósito de 
detecção das proteínas nas condições estudadas.  
 

Palavras-chave: Imunossensor eletroquímico; Impressão 3D; Hantavírus; SARS-CoV-
2; GQD; PHB. 
  



 

ABSTRACT 
 

The following doctoral thesis has as objective the development of two 
immunosensors, one for the detection of Hantavirus Araucária nucleoprotein and the 
other one aiming to detect antibodies IgG against SARS-CoV-2. Therefore, an 
electrochemical immunosensor was developed based on 3D printing by FDM. The device 
was applied to detect Hantavirus Araucaria nucleoprotein. The immunosensor assemble 
consists of immobilizing IgG antibodies against Np on electrodes, which were 3D printed 
with conductive polymer proto-pasta. The detection was performed on a label-free array 
based on potassium ferricyanide redox signal. The device showed potential for 
quantitative detection of Np with concentration ranging from 30 to 240 g mL-1 with a 
limit of detection of 22,0 g mL-1. In addition, the immunosensor was applied for 
serological detection of Np in fortified human serum sample and showed the ability to 
differentiate positive from negative samples. The second objective consisted of use 
graphene quantum dots (GQD) and polyhydroxybutyrate (PHB) as an immobilization 
platform for RBD from SARS-CoV-2 in order to detect IgG antibodies against this protein 
(AbS). Using the optimal experimental conditions, analytical curves were performed in 
PBS and human serum spiked with AbS showing a slight matrix effect and a relationship 
between voltametric signal and AbS concentration in the range of 100 ng mL-1 and 10 μg 
mL-1. The proposed sensor selectivity was tested against yellow fever antibodies (YF) 
and the selective layer on the electrode surface did not interact with these antibodies. 
Eight samples of blood serum were analyzed and 87.5% provided adequate results. Thus, 
the devices proved to be adequate for the purpose of detecting these proteins under the 
studied conditions. 
 

Keywords: Electrochemical immunosensor; 3D printing; Hantavirus; SARS-CoV-2; 
GQD; PHB. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 IMPRESSÃO 3D POR FUSED DEPOSITION MODELING 

 

A Química Analítica compreende uma das subáreas da Química direcionada 

principalmente ao desenvolvimento de métodos, processos e técnicas aplicadas na 

determinação e monitoramento de espécies nos mais variados tipos de amostras [1]. Dentro 

deste contexto, diversas estratégias vêm sendo empregadas visando a solução de problemas 

analíticos aplicando métodos clássicos ou instrumentais [1], na indústria e na academia.  

Atualmente, a pesquisa em Química Analítica mostra tendência de um crescente 

interesse no uso de novos materiais e tecnologias que permitem aumentar o desempenho de 

diversos sistemas e procedimentos. Nesse sentido, dispositivos de impressão 3D surgem como 

uma tecnologia atraente para atender essa demanda [2]. Estas novas técnicas de impressão vêm 

sendo aplicadas na fabricação de diferentes tipos e formatos de objetos [3–5]. O emprego das 

técnicas de impressão 3D propicia a confecção destes materiais de forma prática e rápida, além 

da facilidade no desenvolvimento de dispositivos com diferentes layouts, sendo essa uma das 

características mais relevantes relacionadas a essa tecnologia, abrindo inúmeras possibilidades 

de aplicação [6].  

Em linhas gerais, a impressão em 3D pode ser definida como um processo usado para 

fabricar objetos em dimensões tridimensionais de forma controlada a partir de uma estrutura 

pré-definida. Dentre os diversos métodos de impressão 3D, o processo de extrusão e deposição 

de filamento fundido (do inglês fused deposition modeling - FDM) é o mais empregado em 

impressoras comerciais de baixo custo [7]. Este processo é baseado na deposição de um 

filamento polimérico que é empurrado através de um bico extrusor aquecido onde é fundido 

(torna-se semissólido) e dispensado sobre a mesa de impressão em posições pré-definidas pelo 

projeto, desenhado previamente. Uma vez depositado, o material solidifica rapidamente e forma 

uma camada rígida uniforme, e o processo continua empilhando uma nova camada do material 

sobre a anterior até a obtenção do objeto desejado, como representado na FIGURA 1. 
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FIGURA 1: REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DO PROCESSO DE IMPRESSÃO POR FDM. 

 
FONTE: O autor. 

 

Materiais termoplásticos tais como ácido polilático (PLA), acrilonitrilo butadieno 

estireno (ABS), policarbonato, poliamida, entre outros são comumente usados e 

comercializados para esse tipo de impressão, obtidos na forma de filamento. A gama de 

materiais termoplásticos permite o uso de diferentes configurações de impressora, mais 

precisamente com a utilização de diferentes bicos de extrusão. Isso possibilita o emprego 

simultâneo de diferentes materiais durante um único processo de impressão, o que aumenta a 

aplicabilidade do equipamento e a precisão do processo de extrusão [2,8,9]. O processo básico 

de impressão 3D, desde o uso de softwares de design à obtenção do objeto impresso está 

representado na FIGURA 2. 
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FIGURA 2: FLUXOGRAMA DAS ETAPAS DO MÉTODO DE IMPRESSÃO 3D. 

 
FONTE: O autor. 

 

Resumidamente, o ‘CAD’ (Computer-aided design) é o software de construção de 

projetos 2D e 3D, que possibilita criação de arquivos em formatos STL (Standard triangle 

language), utilizados na interface de impressão. Enquanto NetFabb tem papel fundamental na 

manufatura, auxiliando design e correção de erros de compilação, muito comuns advindos do 

CAD em plataformas STL, normalmente o NetFabb já está embutido ou no software do CAD 

ou no Slic3r. Por fim, Slic3r é um software embutido na interface do Repetier host (controlador 

do Arduino da impressora). O Slic3r tem como função leitura dos arquivos STL, provenientes 

do CAD, e transcrição do projeto (desenho sólido) em um modelo “fatiado”, o qual pode ser 

interpretado pelo controlador e impresso em forma de camadas.  

A impressão se inicia com o aquecimento do bico extrusor, sendo que as condições de 

temperatura dependem intrinsicamente de cada tipo de termoplástico, mas geralmente varia de 

180 a 260 ºC. Após aquecido, ocorre a extrusão do filamento pelo bico da impressora, que 

apresenta precisão dependente do diâmetro de saída, dimensões milimétricas de 0,2 mm – 0,4 

mm são as mais comuns. A interpretação dos dados do Slic3r permite então a movimentação 

do bico extrusor nas orientações dimensionais X, Y, Z com precisão. O acabamento da peça 

consiste na correção de imperfeições da peça, podendo ser realizado com banhos em solventes 

como acetona, acetonitrila ou até mesmo acabamento mecânico por abrasão.  
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Dentre as aplicações de impressão 3D destaca-se a utilização em construção civil [10], 

construção de sondas oceanográficas [11] e transplantes ósseos [12,13]. Paralelo a isso, a área 

da Química Analítica é uma das que mais se beneficia com as possibilidades de impressão 3D, 

desde a fabricação dos microcanais, bem como o desenvolvimento de plataformas hibridas com 

outros materiais, resultando em dispositivos totalmente integrados que atuam em diferentes 

campos da pesquisa científica [8,14,15]. O aspecto revolucionário da impressão 3D minimiza 

as barreiras para fabricação, permitindo a preparação rápida de um modelo físico (protótipo), 

que pode ser testado e avaliado antes de se investir em ferramentas de usinagem ou processos 

de fabricação de moldes [8].  

Além dos diversos sistemas construídos utilizando a impressão 3D por extrusão 

também são encontrados filamentos condutores que podem ser empregados como material de 

impressão. Isso permite a construção de peças condutoras com geometria totalmente adequada 

à aplicação [16]. Nesse sentido, o trabalho desenvolvido por Leigh et al. [17] apresentou a 

formulação de um termoplástico condutor e impressão desse material para construção sensores 

eletrônicos capazes de monitorar flexões mecânicas e variações de capacitância elétrica.  

O advento dos compósitos polímero-condutor comerciais, como por exemplo Proto-

Pasta® (PLA e negro de fumo) e Black-Magic® (PLA e grafeno), possibilita a impressão 3D 

de eletrodos [18,19]. Recentemente, Yang et al [20] relataram o emprego da impressão 3D para 

construir micro-eletrodos de carbono para detecção eletroquímica de neurotransmissores. 

Dentre as várias abordagens possíveis para a construção e avaliação de dispositivos impressos, 

o emprego de técnicas eletroanalíticas exibem uma elevada potencialidade de aplicação [21–

23], devido às características, como serem pouco influenciadas pela redução de tamanho dos 

sistemas, ou seja, a miniaturização dos sensores eletroquímicos tem pouco impacto sobre seu 

desempenho [23]. Sendo assim, a facilidade e baixo custo para microfabricação dos sensores 

eletroquímicos aliado ao emprego de configurações eletrônicas simples apresentam efeito 

sinérgico na construção de sistemas de detecção eletroanalíticos compactos e portáteis [24–26].  

Nesse sentido, a eletroanalítica explora o uso da impressão 3D na construção de 

sistemas complexos com baixo custo e grande versatilidade. Em particular, essa tecnologia pode 

ser empregada para produzir células eletroquímicas com formas diferentes das convencionais, 

plataformas que possam ser usadas em processos catalíticos, construção de eletrodos 

condutores e/ou para projetar novos sistemas macro ou microfluídicos, que podem então ser 

combinados com detectores eletroquímicos [9,16,27–29]. A utilização de dispositivos 

eletroquímicos customizáveis e miniaturizados é uma alternativa bastante viável para a 

aplicação em diversas áreas analíticas; por exemplo, dispositivos point-of-care (POC), que 
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consistem numa abordagem clínica simplificada que pode auxiliar na obtenção de um 

diagnóstico rápido, são a prova o sucesso dos dispositivos comerciais para a determinação 

eletroquímica de glicose e lactato através de sistemas miniaturizados [30].  

Através dos imunossensores é possível o monitoramento de agentes patológicos ou da 

produção de anticorpos. Essa classe de dispositivos apesar de bem difundida em literatura, ainda 

é pouco através de sistemas construídos por impressão 3D. Sendo assim, inicialmente será feito 

um apanhado sobre agentes virais e sistema imune seguido dos agentes infecciosos avaliados 

para melhor compreensão dos imunossensores eletroquímicos. 

  

1.2 VIRUS E SISTEMA IMUNE 

 

Os vírus são agentes infecciosos de dimensões nanométricas que apresentam em sua 

estrutura essencialmente ácidos nucléicos, sejam esses DNA ou RNA de fita dupla ou simples. 

A estrutura genética viral costumeiramente se apresenta em um invólucro de proteína 

denominada nucleoproteína, cuja função é proteger o material genético. A estrutura viral é 

simples, ao ser comparado com células por exemplo, e não são considerados organismos uma 

vez que não apresentam organelas, característica que confere ao vírus defasagem de potencial 

bioquímico, ou seja, ausência de enzimas, fundamentais nos processos metabólicos. Sendo 

assim, dependem de estruturas celulares para processos de replicação, tornando-os parasitas 

intracelulares obrigatórios [31,32].  

O vírus se utiliza do material biológico do hospedeiro para se reproduzir [33]. Por esse 

motivo, mutações acontecem de forma não espontânea e não relacionados à um processo 

adaptativo. As mutações são essencialmente influenciadas pelo material genético e composição 

celular do hospedeiro, e afetam tanto o material genético do vírus quanto os chamados sítios 

antigênicos, que são partes específicas do vírus que causam uma reação do sistema imune do 

hospedeiro, também chamados de epítopo [34]. 

Após o processo de infecção, o primeiro estágio viral é a viremia, a qual consiste na 

presença do vírus circulando na corrente sanguínea e tem como principal função o processo de 

alastramento e alocação do vírus no organismo [35]. Em contraposto, o corpo humano apresenta 

como resposta a imunidade contra infecções virais, a qual depende da atuação integrada da 

imunidade inata e adquirida [36].  

Os mecanismos envolvidos na resposta imune inata atuam imediatamente após o 

contato do hospedeiro com as partículas virais, entretanto não possuem habilidade de 

discriminação entre diferentes estruturas virais, sendo assim são inespecíficos e não apresentam 
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resposta memorial [37]. A resposta inata, responsável pela primeira defesa do organismo, é 

constituída essencialmente de enzimas, peptídeos antivirais e anticorpos IgM. Essas estruturas 

apresentam também a função de reconhecimento das estruturas antigênicas, denominadas 

epítopos, para produção e liberação de uma resposta lenta, mas específica e memorial, 

denominada imunidade adquirida, a qual é constituída inicialmente de anticorpos IgG 

específicos [37]. Na FIGURA 3 é apresentada uma ilustração das estruturas dos anticorpos IgM 

e IgG. 

 
FIGURA 3: REPRESENTAÇÃO DA ESTRUTURA DE ANTICORPOS PRODUZIDOS: IgG E IgM. 

 
FONTE: Adaptado de Britannica [38]. 

 

A liberação de anticorpos IgM consiste na produção de anticorpos policlonais, os quais 

são anticorpos derivados de diferentes linhagens de linfócito B [37]. Sendo assim, eles são uma 

mistura de imunoglobulinas (anticorpos – Ig), cada uma responsável pelo reconhecimento de 

um epítopo diferente. A existência de diferentes anticorpos, em uma única estrutura, torna a 

resposta pouco eficiente, no quesito combate ao vírus, entretanto possibilita um reconhecimento 

rápido para ativação da resposta adquirida (resposta específica) [37].  

Após a ativação da resposta adquirida, a liberação de anticorpos IgG é feita a partir de 

reprodução monoclonal. Anticorpos monoclonais são produzidos por um único clone de 

linfócito B, esses anticorpos apresentam-se iguais entre si em estrutura, propriedades físico-

químicas e biológicas, afinidade e especificidade, ligando-se sempre ao mesmo epítopo no 
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antígeno, garantindo resposta eficiente e específica contra o vírus, como representado na 

FIGURA 4 [39].  

 
FIGURA 4: REPRESENTAÇÃO DA ESTRUTURA BÁSICA DE UM ANTICORPO. 

 
FONTE: Adaptado de Britannica [40]. 

 

Apesar de existirem diferentes tipos e classes de anticorpos, a estrutura básica de um 

anticorpo é constante, essencialmente composta por duas cadeias carbônicas, uma leve e 

variável e outra pesada invariável. A cadeia carbônica superior, leve (VL), é a porção variável 

do anticorpo que possui função de reconhecimento e interação com sítios antigênicos, sendo a 

região responsável pela formação do imunocomplexo antígeno-anticorpo. Já a cadeia pesada, 

especificamente a “effector region” interage com os receptores da superfície de células ou 

proteínas; esta propriedade permite aos anticorpos ativar o sistema imunológico [41,42].  

 

1.3 HANTAVÍRUS 

 

De modo geral, o Hantavírus é classificado como um gênero viral, pertencente à 

família Bunyaviridae, que agrupa diversos vírus de estrutura genética RNA. Apesar da 

diversidade, a estrutura viral se assemelha para todos: envelopados esfericamente, diâmetro de 

aproximadamente 100 nm, apresentam RNA viral de fita simples (fita única), o qual é 

trissegmentado com polaridade negativa, como representado na FIGURA 5 [43].  
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FIGURA 5: REPRESENTAÇÃO DA ESTRUTURA DO HANTAVÍRUS. 

 
FONTE: Adaptado de Antti Vaheri et. Al. [44] 

 

Os segmentos de RNA do Hantavírus são divididos e denominados: 

 L (large – grande): codifica a transcriptase viral, enzima que tem como função 

transformar RNA de polaridade negativa, que não pode ser lido, em RNA de polaridade 

positiva, também chamado de mRNA. O RNA de polaridade positiva pode ser 

facilmente traduzido pelo ribossomo celular, que então produz as proteínas codificadas 

no material genético[45];  

 M (medium – médio): é o RNA que codifica as glicoproteínas do capsídeo, que são um 

conjunto de proteínas que formam o epítopo e protegem o material genético. O epítopo 

é uma porção de antígeno capaz de gerar resposta imune. É uma região da estrutura do 

antígeno que se liga aos receptores celulares, para adentrar o meio intracelular [46]; 

 S (small – pequeno): responsável pela codificação da nucleoproteína viral, a qual atua 

no processo de alocação e proteção mecânica do material genético viral. Estrutura 

similar ao epítopo, podendo ativar o sistema imune [46]. 

Desde a primeira elucidação do Hantavírus e isolamento, em 1976, diferentes 

Hantavírus foram encontrados e identificados ao longo do globo, com pelo menos 22 espécies 
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nocivas à saúde humana. As variações mutagênicas são encontradas em diferentes regiões 

geográficas com patologias distintas, como representado na FIGURA 6 [47,48]. 

 
FIGURA 6: DISTRIBUIÇÃO GEOGRÁFICA DAS PATOLOGIAS ASSOCIADAS À INFECÇÃO POR 

HANTAVÍRUS. 

 
FONTE: Adaptado de C. Johnson L. et. Al [49]. 

 

Na região da Eurásia a infecção por Hantavírus causa, majoritariamente, febre 

hemorrágica com síndrome renal (FHSR) e nefropatia epidêmica (NE). Por outro lado, na 

região das Américas causa a síndrome pulmonar por hantavírus (SPH) [50]. A taxa de 

mortalidade associada aos casos de FHSR oscila de 1% a 12%, dependendo dos vírus. A menor 

taxa de mortalidade relaciona-se com a possibilidade de tratamento da FHSR por hemodiálise 

e Ribavirina (medicamento antiviral). Embora o SPH apresente menor número de casos, 

aproximadamente 200 casos por ano nas Américas, a taxa média de letalidade é de 40%, que 

estão atrelados à falta de tratamento específico [47,50]. No estado do Paraná a variação do vírus 

responsável pelas contaminações é denominada Hantavírus Araucária [51].  

Os casos notificados de infecção por hantavírus estão aumentando em muitos países e 

novas cepas de hantavírus tem sido cada vez mais comuns, o que constitui um problema de 

saúde pública de crescente preocupação. A infecção por hantavírus pode ser subestimada 

devido a possibilidade de infecção leve, costumeiramente assintomática ou inespecífica, e 

também devido à falta de diagnóstico laboratorial simples e padronizado, especialmente em 

países subdesenvolvidos [52].  
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Os sintomas iniciais da SPH consistem em dores musculares, de cabeça, febre e tosse. 

Estágios posteriores incluem danos ao sistema respiratório, sendo que o desenvolvimento total 

da SPH ocorre de 2 a 7 dias após os primeiros sintomas, comprometendo os capilares 

pulmonares, e a partir disso é reportado insuficiência respiratória seguida de choque 

cardiogênico. As semelhanças clínicas encontradas na SPH e outras infecções virais tornam o 

diagnóstico da doença por exames clínicos difícil, portanto, diagnósticos moleculares e 

sorológicos se fazem necessários para a correta identificação do agente patogênico e tratamento 

adequado [53]. 

Os vetores do hantavírus são majoritariamente roedores silvestres. Dentre os modos 

de transmissão mais comuns, lista-se de forma decrescente em ocorrência: 

 Inalação de partículas virais aerossolizadas (transportadas pelo ar), proveniente de 

excrementos ou saliva de roedores; 

 Contato com mucosas ou feridas infectadas, inclusive entre humanos; 

 Ingestão de água ou alimentos contaminados. 

A infecção em humanos resulta em viremia de curto prazo e a resposta imune do 

organismo libera anticorpos IgM e IgG contra o antígeno (FIGURA 7), sendo a detecção destes 

anticorpos um dos possíveis métodos para diagnóstico do agente patogênico. Agentes 

patogênicos virais apresentam reprodução intracelular obrigatória, que dificulta a detecção 

direta do vírus em corrente sanguínea. Por esse motivo, ensaios sorológicos que avaliam 

anticorpos produzidos são de grande valia [54]. 
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FIGURA 7: REPRESENTAÇÃO DA RESPOSTA IMUNOLÓGICA CONTRA UMA INFECÇÃO VIRAL, 

SENDO O PERÍODO DE INCUBAÇÃO CONTADO A PARTIR DA INFECÇÃO E O DIA 0 O PRIMEIRO 

DIA DE PRODUÇÃO DOS ANTICORPOS. 

 
FONTE: adaptado de Partners in Health [55] 

 

O diagnóstico da infecção por Hantavírus é comumente estabelecido por meio de 

ensaios sorológicos, classicamente pelo método de ELISA. Esse ensaio identifica anticorpos 

IgM e IgG. A detecção de anticorpos é possível logo no início da doença, junto com o 

aparecimento dos primeiros sintomas, permitindo o diagnóstico. Os níveis de IgM indicam a 

infecção pelo vírus em um passado próximo, enquanto os níveis de IgG são detectáveis por 

longos períodos de tempo, sendo esse o parâmetro utilizado para a realização de estudos de 

prevalência da doença. 

De modo geral, o Hantavírus araucária é um agente etiológico transmitido 

principalmente por roedores selvagens para humanos. A infecção geralmente resulta em 

síndrome pulmonar por Hantavírus, nas Américas, e febre hemorrágica com síndrome renal, na 

região da Eurásia, com taxa de letalidade acima de 40%, devido à falta de tratamento específico. 

Portanto, o diagnóstico precoce e o monitoramento ambiental tornam-se essenciais e, sendo 

assim, os testes eletroquímicos do tipo POC mostram-se adequados para essa aplicação [56]. 
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1.4 SARS-CoV-2 e a patologia COVID-19 

 
Em dezembro de 2019, em Wuhan, na China, foram relatados os primeiros casos de 

pneumonia causados por agentes até então desconhecidos. Após o sequenciamento imparcial 

de amostras de pacientes, foi descoberto um novo coronavírus, denominado SARS-CoV-2 [57]. 

A sequência do genoma revelou que o vírus está intimamente relacionado com a família viral 

CoV, relacionado à síndrome respiratória aguda grave (SARS) [58]. Desde 1960, já foram 

descobertos 7 principais tipos de coronavírus que apresentam capacidade de infectar humanos, 

quatro deles responsáveis por causar síndrome respiratória leve e 3 deles são conhecidos por 

causar síndrome respiratória grave, composto juntamente com o SARS-CoV-2, o SARS-CoV 

e o MERS-CoV (Síndrome Respiratória do Oriente Médio) [59].  

O SARS-CoV-2 é um vírus envelopado, com RNA de fita simples. O sequenciamento 

metagenômico, baseado em RNA, foi utilizado para caracterizar todo o genoma, que apresenta 

29.881 pares de base de comprimento (GenBank nº MN908947), codificando 9.860 

aminoácidos. Fragmentos de genes expressam proteínas estruturais e não estruturais. Os genes 

S, E, M e N codificam proteínas estruturais, enquanto proteínas não estruturais são codificadas 

pela região ORF [60]. A estrutura do SARS-CoV-2 está representada na FIGURA 8. 

 
FIGURA 8: ESTRUTURA BÁSICA DO SARS-CoV-2. 

 
FONTE: Adaptado de Yamamoto et. Al. [61]. 
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Durante a etapa de infecção, as glicoproteínas S, que cobrem a superfície do SARS-

CoV-2, se ligam à enzima ACE2 da célula hospedeira, mediando a entrada das estruturas virais 

através da interação com o receptor. Uma vez que o vírus entra na célula, o RNA viral é liberado 

e as proteínas são traduzidas do genoma do RNA. A partir disso, o RNA viral é replicado e as 

proteínas estruturais são sintetizadas, montadas e empacotadas na célula hospedeira, então o 

vírus replicado é liberado para infecção de novas células [60]. 

O SARS-CoV-2 é um vírus que atua majoritariamente por meio da transmissão de 

secreção ou excreção contaminada, o que torna a transmissão do vírus rápida. Em geral, os 

acometidos podem sofrer desde resfriado e febre até graves crises respiratórias, exigindo 

hospitalização e intervenção profissional [62]. Os sintomas se desenvolvem de um a cinco dias 

após a infecção pelo vírus e incluem dor de cabeça, fadiga, febre, tosse, congestão nasal, 

dificuldades respiratórias, perda do olfato, perda do paladar e dores musculares [63].  

Sendo assim, é de grande importância identificar e isolar os contaminados com o vírus, 

uma vez que isso diminui a probabilidade de contaminar outros indivíduos. Nesse sentido, 

vários métodos de diagnósticos foram desenvolvidos e tornou-se fundamental ferramentas de 

detecção do SARS-CoV-2 de alto desempenho, rápidas, precisas, sensíveis e seletivas. 

Atualmente, há três principais testes existentes no mercado: (i) Os testes genéticos, baseados 

no método de RT-PCR, cujo identifica regiões específicas de genes virais por meio de técnicas 

de amplificação de ácidos nucleicos; (ii) os testes sorológicos, que identificam os anticorpos 

produzidos pelo sistema imunológico em resposta à infecção viral; (iii) e os testes de antígeno 

por ensaios de lateral flow [64]. 

Em crescente desenvolvimento, os métodos eletroquímicos, em especial os 

imunossensores eletroquímicos, permitem o monitoramento do desenvolvimento tanto da 

doença quanto da produção de anticorpos e se apresentam como uma alternativa viável para 

diagnóstico de diversas espécies biológicas, como por exemplo: detecção de troponina cardíaca 

T [65]; hepatite [66]; biomarcadores para câncer [67]; amostras alimentícias [68,69]; bactérias 

[70]; HIV [71]; Hantavírus [72,73]; e COVID-19 [74–76]. Nesse sentido, Biljana Mojsoska et. 

Al. [77], relatou a construção de um imunossensor eletroquímico para detecção de proteína S 

do SARS-CoV-2 baseado na imobilização de anticorpos em grafeno. A detecção da proteína 

foi realizada pela inibição do sinal da sonda de ferricianeto de potássio. O autor relata a detecção 

de proteínas acima da concentração de 20 μg mL-1, com ganhos em relação ao tempo de 

montagem e análise frente as técnicas tradicionais.  

 



35 

 

1.5 IMUNOSSENSORES ELETROQUÍMICOS 

 

A capacidade de avaliar condições fisiológicas, rastrear a progressão da doença e 

monitorar o tratamento são os principais objetivos no campo da pesquisa em saúde. Isso explica 

a grande demanda existente no desenvolvimento de novas estratégias para uma detecção 

confiável e rápida do tipo POC [78–80]. Os imunoensaios costumam apresentar resultados 

bastante satisfatórios e são a metodologia base da maioria dos dispositivos POC encontrados 

comercialmente. Além disso, são costumeiramente utilizados como triagem para testes 

laboratoriais complexos ou demorados, como é o caso de ensaios por ELISA ou PCR. Sendo 

assim, o estudo para a criação de diferentes plataformas de detecção, para suprir a demanda por 

medições contínuas ou de resposta rápida e estáveis utilizando pequenos volumes e amostras 

de baixa concentração tem sido a força que impulsiona a pesquisa em muitas áreas da química 

analítica [81,82]. 

Dentro dessa perspectiva, imunossensores com detecção eletroquímica se adequam às 

características que preconizam os dispositivos do tipo POC devido a possibilidade de aplicação 

em sistemas miniaturizados de fácil preparo e baixo custo [66,83,84]. Essencialmente, essa 

classe de sensores utiliza anticorpos, ou antígenos, como elemento reconhecedor molecular com 

o fim de formar um (imuno)complexo estável, antígeno-anticorpo, detectável. O atrativo deste 

tipo de dispositivo é a possibilidade de diagnóstico e controle de doenças e agentes patogênicos, 

in vivo ou in vitro [85]. 

A aplicação dos imunossensores depende de diversos aspectos, essencialmente 

relacionados a condições de confecção do dispositivo, ancoramento proteico, como por 

exemplo a funcionalização da superfície do material base utilizado para a imobilização das 

biomoléculas. De modo geral, o processo de imobilização de proteínas pode ser realizado por 

intermédio de um grupo funcional carboxílico ou amínico. Esses grupos são ativados com um 

agente de ligação cruzada, gluteraldeído para grupos amínicos e EDC / NHS para grupos 

carboxílicos, sendo o mecanismo de reação do último apresentado na FIGURA 9 [86,87]. 

 
FIGURA 9: MECANISMO DE REAÇÃO DE LIGAÇÃO CRUZADA COM EDC / NHS. 

 
FONTE: Adaptado de Fischer [88]. 
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Inicialmente, o EDC atua interagindo com o grupo carboxílico e forma o intermediário 

O-acylisourea. Esse intermediário apresenta baixa estabilidade e pode ser substituído por 

aminas primárias, advindas de uma proteína, ou sofrer hidrólise e regenerar o ácido carboxílico. 

A fim de contornar a instabilidade do EDC, é comum a utilização do reagente NHS, ou Sulfo-

NHS, que apresenta estabilidade e mitiga a hidrólise. Nesse caso o NHS atua substituindo o 

EDC e permite também a imobilização de uma proteína através da substituição por uma amina 

primária volumosa [89]. 

Outro fator determinante é a orientação dos anticorpos ou antígenos e a densidade 

superficial dos anticorpos, na plataforma de ancoramento. Nesse caso, a rota de imobilização 

por reagentes de ligação cruzada apresenta uma deficiência no quesito orientação, uma vez que 

a ligação ocorre em aminas primárias de qualquer região proteica, sendo assim as proteínas 

podem se ligar em uma geometria que desfavoreça a formação do imunocomplexo [90]. A 

quantidade de proteínas ligadas na superfície pode ser modulada variando o tempo e ou a 

concentração durante a etapa de imobilização e é crucial para evitar o efeito Hook, que consiste 

na formação de aglomerados de anticorpos interagindo entre si, ou proteínas. Esse efeito mitiga 

a formação do imunocomplexo e a detectabilidade em amostras mais concentradas [90,91].  

Além disso, a arquitetura de imobilização rege o alvo a ser detectado, com 

possibilidades de arquiteturas análogas ao ensaio ELISA. As principais arquiteturas estão 

representadas na FIGURA 10. 

 
FIGURA 10: ESQUEMA DAS DIFERENTES POSSIBILIDADES DE ARQUITETURA PARA 

IMUNOSSENSORES PARA DETECÇÃO DE ANTÍGENOS OU ANTICORPOS. 

  
FONTE: O autor. 
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O ensaio direto consiste na imobilização da proteína na superfície do dispositivo e 

posterior adição de um anticorpo primário específico. Essa abordagem é normalmente utilizada 

para detecção direta do antígeno, uma vez que o anticorpo primário é conjugado com uma 

enzima, cuja reação é monitorada para detecção da interação antígeno-anticorpo [90,92]. O 

ensaio indireto por sua vez utiliza o antígeno imobilizado como estrutura de reconhecimento 

biológico e visa detecção de um anticorpo, mas pode ser utilizado para detecção de um antígeno. 

Nesse caso, a detecção pode ser realizada através de um segundo anticorpo conjugado com uma 

enzima, ou através da variação de sinal de uma sonda redox [90,92]. Por fim, o ensaio sanduíche 

consiste na utilização de um anticorpo de captura imobilizado na superfície do dispositivo que 

apresenta afinidade com o antígeno, seguido da adição de um segundo anticorpo específico e 

de um anticorpo conjugado à uma enzima. Essa arquitetura pode ser utilizada para detecção 

tanto do antígeno capturado, quanto do anticorpo e apresenta maior sensibilidade e seletividade 

quando comparado aos ensaios anteriormente descritos uma vez que se utiliza de dois 

anticorpos para captura e detecção [90,92]. 

Ainda, todos os imunoensaios podem ser competitivos, estratégia comumente usada 

quando o antígeno é pequeno e apresenta apenas um epítopo ou ocupa somente um sítio de 

ligação do anticorpo. O método consiste em marcar o antígeno purificado e não o anticorpo. 

Então, o antígeno não marcado advindo da amostra e o antígeno marcado competem pela 

ligação com o anticorpo de captura. A diminuição do sinal do antígeno purificado, previamente 

registrado, indica a presença do antígeno nas amostras [90,92]. 

A identificação/monitoramento das interações proteicas e consequente formação do 

imunocomplexo pode ser realizada de duas maneiras, com biomarcação enzimática ou label-

free [93]. Para ensaios que envolvem marcação enzimática, a interação antígeno-anticorpo é 

mensurada mediante detecção do produto de uma reação enzimática. Como mostrado na 

FIGURA 11. 
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FIGURA 11: ESQUEMA DE UM IMUNOSSENSOR COM MARCAÇÃO ENZIMÁTICA. 

 
FONTE: O autor. 

 

Esse método de detecção geralmente se utiliza de um anticorpo secundário, um anti-

anticorpo, que apresenta especificidade de interação com o alvo. Esse anticorpo secundário é 

marcado com uma enzima, normalmente Horseradish peroxidase (HRP), e através do 

monitoramento da reação enzimática é realizada a detecção da interação antígeno-anticorpo. 

O método label-free envolve a detecção da formação do imunocomplexo, antígeno-

anticorpo por intermédio do sinal eletroquímico de uma sonda [94]. Essa abordagem simplifica 

o processo de construção do dispositivo, diminui custos e tempo de preparo e análise, 

comparado ao método biomarcado. Dentre os métodos de detecção possíveis para a 

configuração label-free estão o uso de detectores piezoelétricos, espectroscopia de impedância 

eletroquímica, ou a detecção eletroquímica por alteração do sinal redox de uma sonda 

eletroativa [95–97]. Estes métodos permitem o monitoramento da formação dos 

imunocomplexos, antígeno-anticorpo, por meio da alteração das propriedades eletroquímicas 

superficiais, sem a necessidade de um mediador enzimático. 

 

1.6 MÉTODOS ELETROQUÍMICOS PARA DETECÇÃO EM IMUNOSSENSORES 

LABEL-FREE 

 

A espectroscopia de impedância eletroquímica (EIS) é uma técnica que pode trazer 

informações sobre a superfície eletródica. Sendo assim, modificações superficiais podem ser 

monitoradas e ser associadas com a presença de biomoléculas ou conjugados antígeno e 

anticorpo. A EIS pode ser entendida como uma perturbação de um sistema eletroquímico ao 
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qual é aplicado um sinal alternado de potencial ou corrente, de amplitude pequena em uma 

ampla faixa de frequência. A impedância do sistema é a resultante da resposta da perturbação 

pela divisão complexa do potencial pela corrente. Impedância (Z) consiste na resistência 

elétrica de um circuito com corrente alternada, onde a frequência deve ser diferente de zero, 

obedecendo a um análogo da lei de Ohm (R = V I-1). Por meio da análise da impedância é 

possível investigar processos de interface, fazendo associação dos elementos elétricos a cada 

evento relacionado as camadas superficiais (efeitos resistivos e capacitivos) e confrontá-los a 

um circuito equivalente. Sendo assim, a EIS possibilita a caracterização da interface 

estabelecida entre eletrodo e solução de sistemas eletroquímicos [98]. Uma vez que a 

construção de imunossensores pode consistir na adição de várias camadas de caráter isolante 

sobre a superfície de um eletrodo condutor, o procedimento pode ser observado facilmente pela 

avaliação do perfil obtido pelos dados de EIS, já que cada etapa da estruturação do dispositivo 

resulta em uma mudança no comportamento superficial [99].  

As técnicas voltamétricas se baseiam na medida de uma corrente elétrica, em função 

de um potencial aplicado [100]. São inúmeras as possibilidades de voltametrias, sendo as 

variações da técnica relacionadas à forma com que o potencial é aplicado ao eletrodo de 

trabalho. Na voltametria cíclica, por exemplo, é realizada uma varredura linear de potencial em 

relação ao tempo, no sentido direto e inverso [101]. O potencial é variado de forma a atingir a 

energia suficiente para promover uma reação de oxidação ou redução de uma espécie 

eletroativa, a reação por sua vez gera uma corrente que pode ser mensurada, sendo a intensidade 

da corrente do processo proporcional à concentração das espécies eletroativas em solução 

[86,102]. O processo de conversão redox depende também da área eletroativa do eletrodo e da 

eficiência dessa superfície em promover a transferência eletrônica para a espécie eletroativa 

[102]. Assim, um bloqueio ou alteração na superfície de um eletrodo reflete em uma variação 

na taxa de conversão da espécie, alterando o sinal de corrente da espécie redox em solução, 

como representado na FIGURA 12 [102].  
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FIGURA 12: ESQUEMA REPRESENTANDO A DETECÇÃO LABEL-FREE DE UM ANTICORPO PELAS 

TÉCNICAS VOLTAMETRICAS E IMPEDIMÉTRICAS. 

 
FONTE: O autor. 

 

Esse efeito permite o uso da técnica para analisar mudanças na superfície de eletrodos, 

inclusive imunossensores label-free, pois a adição de material proteico ao eletrodo afeta 

diretamente a resposta voltamétrica referente a conversão de uma sonda eletroquímica. Assim, 

a variação do sinal voltamétrico de uma sonda eletroquímica é proporcional ao bloqueio ou 

ativação da superfície do eletrodo, devido a etapas de ancoramento proteico. Portanto, a 

imobilização de uma proteína ou formação de um imunocomplexo, por exemplo, diminuem a 

intensidade de corrente da sonda, a qual pode ser relacionada com a quantidade de proteínas 

que efetivamente se ligaram a superfície [103].  

Os primeiros imunossensores eletroquímicos utilizaram eletrodos com superfície de 

ouro, devido a sua biocompatibilidade. Entretanto, para imobilização de proteínas em 

superfícies de ouro se faz necessário a utilização de camadas auto-organizadas, uma vez que 

ligações entre superfícies metálicas e proteínas não ocorrem de maneira espontânea [104]. 

Costumeiramente, as monocamadas auto-organizadas em superfícies de ouro são formadas 

através de estruturas orgânicas que apresentam um grupamento tiol, o qual se liga 

espontaneamente a superfície de ouro, e um grupo carboxílico na outra extremidade da 

molécula, que pode ser utilizado para ancoramento proteico através de reações de ligação 

cruzada [86,105]. Entretanto a utilização destas camadas promove o bloqueio da superfície 

eletródica, sendo assim prejudicam a etapa de transferência eletrônica, uma vez que agem como 

isolante na superfície eletroativa [106].  

Alternativamente, diversos tipos de materiais e compostos podem ser utilizados para a 

modificação de eletrodos visando sobrepor a problemática das camadas auto-organizadas. Há a 
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possibilidade de utilização de materiais termoplásticos, como ácido polilático (PLA), para 

processos de ancoramento de biomoléculas, uma vez que essa classe de polímeros apresenta 

grupos carboxílicos em suas extremidades. A aplicação dessa classe de materiais, 

termoplásticos, para a construção de biossensores garante uma abordagem simples e barata, 

uma vez que podem ser impressos por FDM. A literatura já relata algumas aplicações de 

biossensores eletroquímicos enzimáticos construídos através da imobilização proteica em 

substratos condutores de PLA/grafeno, impressos por FDM [107,108]. 

Além disso, nanomateriais de carbono apresentam a possibilidade de serem 

funcionalizados com grupos funcionais oxigenados, possibilitando ancoramento direto de 

biomoléculas. Como é o caso dos nanotubos de carbono [109], grafeno [110], quantum dots de 

grafeno [111]. 

 

1.7 QUANTUM DOTS DE GRAFENO 

 

Descritos pela primeira vez em 2004 por Xu et al.[112], os materiais 0D à base de 

carbono são classificados como nanodots e podem ser divididos em três categorias principais: 

nanodots de carbono, quantum dots de carbono e quantum dots de grafeno (GQD) [113,114]. 

Esses materiais apresentam diversas propriedades únicas e dependentes 

essencialmente do material precursor, tipo de síntese e tamanho [103], costumeiramente um 

diâmetro inferior a 10 nm. Ao longo de sua estrutura, majoritariamente carbonácea, podem 

também coexistir elementos como oxigênio e nitrogênio decorando o material e resultando em 

uma superfície altamente funcionalizada [114–118].  

Nesse sentido, GQDs são fragmentos de folhas de grafeno com menos de 100 nm de 

diâmetro [119]. Suas propriedades gerais se assemelham ao grafeno, como elevada área 

superficial, abundância de grupos funcionais e possibilidade de funcionalização com grupos 

inorgânicos, orgânicos ou biomoléculas [119]. Além disso, o confinamento quântico e o efeito 

de borda afetam diretamente sua condutividade elétrica, levando a uma transferência de elétrons 

com alta velocidade [120]. Portanto, o GQD apresenta potencialidade de aplicação 

eletroquímica em células de combustível [121], supercapacitores [122], células fotovoltaicas 

[123] e também na área de sensores eletroquímicos [111,124,125].  

A aplicação do GQD em sensores eletroquímicos é alicerçada no efeito sinérgico das 

características supramencionadas aliadas a uma ampla faixa de potencial, atividade catalítica e 

baixa corrente de fundo [120]. O mecanismo de interação do GQD com um analito pode ocorrer 

por interação de borda, interação π-π ou por meio dos grupos funcionais. A modulação da 
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quantidade de grupos funcionais na superfície do GQD, rege a taxa de transferência de elétrons 

e, consequentemente, a condutividade. Assim, a remoção desses grupos leva a um aumento da 

hibridização sp2 ao longo da cadeia carbônica, que culmina com a aumento da transferência 

eletrônica. Esta característica permite modular a densidade dos grupos funcionais e a 

condutividade do material. Tais propriedades garantem robustez e versatilidade para aplicação 

do material para fins de sensores eletroquímicos [126]. As possibilidades de aplicação remetem 

a sensores biológicos como aptassensores [127], detecção de biomarcadores como glucose 

[128], progesterona [129], dopamina [130], ácido ascórbico e ácido úrico [131] e aplicações 

para detecção de fármacos [132], amônia [125] e patulina [133]. Nesse sentido a FIGURA 13 

ilustra possíveis aplicações do GQD em sensores eletroquímicos.  

 
FIGURA 13: ILUSTRAÇÃO DAS POSSÍVEIS APLICAÇÕES DO GQD EM SENSORES 

ELETROQUÍMICOS. 

 
FONTE: O autor. 

Glucose 

Bisfenol A 
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O processo de síntese do GQD pode ser dividido em duas principais rotas: top-down e 

bottom-up (FIGURA 14), que já são bem descritas em literatura [134,135]. A metodologia de 

síntese top-down parte de materiais bulk e consiste na fragmentação desse material, como por 

exemplo folhas de grafeno, nanotubos de carbono, grafite ou fibras de carbono. A fragmentação 

leva a formação dos GQDs. A segunda rota sintética, bottom-up, parte de pequenas moléculas 

como material de partida para síntese do GQD.  

 
FIGURA 14: POSSIVEIS ROTAS SINTÉTICAS PARA OS GQDs. 

 
FONTE: Tese de doutorado de Chrischon Dieivase [136].

 

Apesar da estrutura altamente funcionalizada ainda se faz necessário a utilização de 

agentes de ligação para mediar a ligação de proteínas na superfície do GQD. Como já descrito 

anteriormente, uma das rotas mais exploradas é utilização de agentes de ligação cruzada para 

formação de uma ligação covalente entre a proteína e o ácido carboxílico ou amina do GQD. 

Entretanto, outros materiais podem atuar como ponte entre superfície do GQD e a proteína, 

como por exemplo os polihidroxialcanoatos, que já são explorados como agente de carreador 

de proteínas em vacinas, mas pouco explorados na construção de biossensores, especialmente 

eletroquímicos.  

 

1.8 POLIHIDROXIBUTIRATO 

 
Os polihidroxialcanoatos (PHAs) são uma classe de poliésteres de origem microbiana 

e constituem uma família de polímeros termoplásticos. Eles são produzidos por uma variedade 

de microrganismos procarióticos sob condições de nutrição desequilibradas, por esse motivo 

são produzidos e utilizados para armazenamento de carbono e fonte de obtenção de energia 

[137]. São diversas as possibilidades de estrutura química básica relacionados aos polímeros de 
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PHA. A estrutura geral da unidade de repetição monomérica do PHA é representada na 

FIGURA 15. 
FIGURA 15: ESTRUTURA BÁSICA DOS PHAs. 

 
 

Grupo R Número de Carbonos (total) Polímero 

Metil 4 Poli(3-hidroxibutirato) 

Etil 5 Poli(3-hidroxivalerato) 

Propil 6 Poli(3-hidroxihexanoato) 
FONTE: O autor 

 

Na estrutura básica do PHA, n representa o número de repetições da cadeia polimérica 

e R representa um grupo funcional na estrutura, que varia de acordo com o tipo de PHA. Nesse 

sentido, as unidades de PHA podem ser classificadas de acordo com a quantidade de carbonos 

na estrutura monomérica: PHAs de cadeia curta e de cadeia média. O comprimento da unidade 

de monômero desempenha um papel crítico nas propriedades físicas e químicas do polímero 

resultante e, portanto, é necessário o conhecimento prévio da estrutura química do monômero 

para direcionar propriedades específicas do material para sua aplicação. Os PHAs de cadeia 

curta compreendem de 3 a 5 átomos de carbono. Como o poli(3-hidroxibutirato) (PHB) contém 

um grupo metil em sua estrutura química, é o representante mais proeminente do grupo 

[138,139].  

O PHB foi o primeiro isolado e caracterizado entre os PHAs. O PHB é altamente 

cristalino devido à sua estrutura de cadeia linear, podendo apresentar fases amorfas ao longo de 

sua estrutura. Uma vez que se trata de um PHA, ele é gerado como reserva de energia por 

diversas linhagens de bactérias e a nível industrial é produzido por meio de fermentação 

bacteriana. A síntese bacteriana desse polímero permite que ele seja encontrado como polímero 

puro ou como parte de copolímeros e blendas [140]. Nesse sentido, existem três rotas principais 

de síntese de PHB, que já são descritas em literatura: A primeira abordagem consiste na 
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polimerização por abertura do anel de β-butirolactona mediado por enzima [141]. Outra 

abordagem é através do uso de plantas naturais ou transgênicas. Nesse caso, a biossíntese de 

PHB em células vegetais é possível devido à disponibilidade geral de acetil-CoA, o substrato 

primário da biossíntese de PHB, como é o caso, por exemplo, de Linum usitatissimum L., 

também conhecido como linho [142,143]. A terceira abordagem de obtenção de PHB é através 

da fermentação por bactérias, já citada anteriormente. Esse processo é o mais utilizado devido 

à facilidade técnica e possibilidade de produção industrial, uma vez que, quando em condições 

ideais de fermentação, é possível que mais de 90% do peso seco das células possa ser composto 

de PHB [144]. Nesse caso, a síntese de PHB depende de uma sequência de reações enzimáticas, 

centralizadas no acetil-CoA, o processo de síntese está sumarizado na FIGURA 16.  

 
FIGURA 16: ROTA SINTÉTICA PARA OBTENÇÃO DE PHAs. 

 
FONTE: O autor. 

 

Dentre as possibilidades de aplicações do PHB, além das clássicas como bioplástico e 

termoplástico devido à sua alta biodegradabilidade, destaca-se também aplicações clínicas, 

relacionadas majoritariamente ao ancoramento de proteínas. De modo geral, imobilização de 

proteínas em materiais funcionalizados a base de carbono tradicionalmente emprega reações de 

ligação cruzada para ativar sua superfície e permitir uma ligação covalente entre a proteína e a 

superfície do carbono. Como alternativa, os polihidroxialcanoatos (PHA) podem se ligar à 

resíduos proteicos e são descritos na literatura desde 1925, mas poucos estudos exploram o 

potencial de aplicação desses biopolímeros na preparação de biossensores eletroquímicos. 

Além disso, o PHB permite a síntese de uma estrutura similar a uma micela (100 a 300 nm) 

com um núcleo hidrofóbico e superfície com domínios de ligação que facilitam a interação e a 

ligação de proteínas, como representado na FIGURA 17.   
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FIGURA 17: REPRESENTAÇÃO DA ESTRUTURA TIPO MICELA FORMADA PELO PHB EM 

SOLUÇÕES AQUOSAS. 

 
FONTE: O autor. 

 

Nesse sentido, a aplicação clínica do PHB reside majoritariamente como carreador de 

proteínas em vacinas, exibindo proteínas decoradas ao longo de sua estrutura superficial [145–

147]. Da mesma forma, esse sistema de imobilização de proteínas é adequado para construção 

e aplicação de biossensores, porém ainda é pouco explorado no desenvolvimento de 

biossensores eletroquímicos [148,149]. 

Baseado nisso, foi proposto a utilização do PHB em sinergia com o GQD para 

modificação da superfície do eletrodo de trabalho de um SPE visando ancoramento do domínio 

RBD da proteína spike do SARS-CoV-2, com a finalidade de formar uma camada seletiva à 

interação com anticorpos contra essa proteína.  

A presente tese tem como principal foco o desenvolvimento de sensores 

eletroquímicos empregado plataformas descartáveis. Os dispositivos propostos visam o 

desenvolvimento de imunossensores eletroquímicos label-free para doenças virais emergentes 

ou recorrentes, como é o caso do Hantavírus araucária e do SARS-CoV-2, os quais foram 

avaliados no quesito da potencialidade do dispositivo para ancoramento de proteínas, 

bioafinidade e detecção.  

Os trabalhos de Hantavírus e SARS-CoV-2 serão apresentados separados em duas 

sessões com metodologia, resultados e conclusões independentes, com uma conclusão geral 

apresentada ao final dos dois trabalhos.  
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2 OBJETIVOS  

 

A seguinte tese teve como objetivo a construção de imunossensores eletroquímicos a partir de 

materiais condutores carbonáceos. 

 

2ª SEÇÃO 

 

Construir um imunossensor label-free para detecção eletroquímica das nucleoproteínas do 

Hantavírus araucária utilizando o filamento condutor comercial Proto-Pasta® construído por 

impressão 3D baseada na deposição de filamento fundido. 

 

3ª SEÇÃO 

 

Construir e avaliar um imunossensor eletroquímico para detecção de anticorpos contra SARS-

CoV-2 baseado na imobilização do sítio de reconhecimento (Receptor-Binding Domain - RBD) 

em quantum dots de grafeno (GQD) e partículas de polihidroxibutirato (PHB). 
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2ª SEÇÃO 

 

 
IMUNOSSENSOR ELETROQUÍMICO PARA DETECÇÃO DA PROTEÍNA N DO 

HANTAVÍRUS ARAUCÁRIA BASEADO NA IMOBILIZAÇÃO DE ANTICORPOS EM 

ELETRODOS IMPRESSOS POR FDM. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

Na Tabela 1 são listados todos os reagentes utilizados.  

 
TABELA 1 - LISTA DE REAGENTES UTILIZADOS. 

FONTE: O autor. 

  

Reagente Procedência 
Grau/ 

Concentração 

Ferricianeto de potássio K3[Fe(CN)6] 
 

Vetec P.A. 

Cloreto de potássio Merck P.A. 

 

1-Ethyl-3-(3-

dimethylaminopropyl)carbodiimide 

(EDC) 

Sigma-Aldrich P.A. 

 

Sulfo-N-Hydroxysulfosuccinimide 

(Sulfo-NHS) 

 

Sigma-Aldrich P.A. 

Albumina de soro bovino (BSA) 
Fundação Instituto Oswaldo 

Cruz 
1,00 mg mL-1 

Anticorpo contra Hantavírus (HAb) 
Fundação Instituto Oswaldo 

Cruz 
1,18 mg mL-1 

Nucleoproteína Hantavírus (Np) 
Fundação Instituto Oswaldo 

Cruz 
0,40 mg mL-1 

Hidróxido de sódio Dinâmica P.A. 

Ácido acético glacial Synth 99,8% 

Acetato de sódio Synth P.A. 

Soro Humano Comercial Sigma-Aldrich - 
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3.1 IMPRESSÃO 3D 

 

Todas as peças foram impressas com uma impressora 3D Graber i3 GTMax3D com 

um único bico de extrusão. A área de impressão possui largura de 200 mm, com profundidade 

de 200 mm e altura de 190 mm, o que permite construir peças com dimensões adequadas para 

o propósito desejado. Características como temperatura do bico de extrusão, da mesa e 

velocidade foram empregadas segundo recomendação do fabricante para cada material 

(filamento) utilizado.  

 ABS: temperatura do bico de extrusão 220 ºC, mesa de impressão 90ºC, 

velocidade 60 mm s-1 e preenchimento 80%; 

 Proto-pasta: temperatura do bico de extrusão 235 ºC; mesa de impressão 60 ºC, 

velocidade 40 mm s-1 e preenchimento 100% rectilinear. 

Os projetos formato STL, utilizados para impressão, foram desenvolvidos no software 

SketchUp 3D – 2019. O eletrodo de trabalho foi impresso com 1,0 cm de comprimento e 2,85 

mm de diâmetro, com geometria circular. Além disso, a área superficial do eletrodo foi 

delimitada através da impressão de uma camada de 1,0 mm de polímero ABS em torno do 

eletrodo de trabalho. Por fim, o contato elétrico foi realizado pela inserção de um fio de cobre 

no eletrodo impresso, o que garante o contato elétrico e fornece simplicidade técnica na conexão 

com o potenciostato, o processo de construção está ilustrado na FIGURA 18.  

 
FIGURA 18: ESQUEMA DAS ETAPAS DE CONSTRUÇÃO DOS DISPOSITIVOS POR 3D E MATERIAL 

IN NATURA. 

 
FONTE: O autor. 
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As condições de impressão foram avaliadas e o dispositivo foi impresso com 100% de 

preenchimento, a fim de não restarem vacâncias nas camadas e garantir homogeneidade e uma 

boa condutividade ao longo do material. Foi realizado também um comparativo com o 

dispositivo não impresso, com as mesmas medidas geométricas e área delimitada através de um 

tubo de PVC. A FIGURA 19 ilustra os dispositivos construídos. 

 
FIGURA 19: FOTOGRAFIA DOS DISPOSITIVOS IMPRESSOS EM UMA IMPRESSORA 3D GTMAX 

GRABBER I3. 

FONTE: O autor. 

 

3.2 MEDIDAS ELETROQUÍMICAS 

 

Todas as medidas eletroquímicas foram realizadas utilizando uma célula de três 

eletrodos, sendo o eletrodo de trabalho construído com Proto-pasta, contra eletrodo de platina 

e eletrodo de referência Ag|AgCl (KCl 3,0 mol L-1) em um potenciostato/ galvanostato 

μAutolab tipo III da Metrohm Autolab (Utrecht, Holanda) controlado pelo programa NOVA 

2.1.4. Para fins de caracterização eletroquímica do polímero condutor Proto-pasta, o sistema 

proposto foi inicialmente avaliado por voltametria cíclica (Cyclic Voltammetry - CV) utilizando 

a sonda K3[Fe(CN)6] (2,0 mmol L-1) e eletrólito suporte KCl (0,1 mol L-1) pH 7,0, com 

velocidade de varredura de 50 mV s-1. Em seguida foram realizadas medidas de espectroscopia 

de impedância eletroquímica (EIS), com frequência variando de 0,01 Hz a 100 kHz, com 

potencial equivalente ao potencial de pico anódico do [Fe(CN)6]3-/4-
 e 10 mV de amplitude de 

potencial.  
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3.3 PRÉ-TRATAMENTO DOS ELETRODOS 

 

Prévio à aplicação do dispositivo proposto para medidas eletroquímicas, foram 

realizadas duas etapas de tratamento: (i) Tratamento físico que consiste na abrasão da superfície 

do material com lixa d’água (600 e 2000), com a finalidade de corrigir imperfeições da 

impressão e garantir uma superfície lisa e homogênea; (ii) Tratamento eletroquímico em 

solução de NaOH 0,5 mol L-1, empregando CV entre os potenciais de -1,2 a 1,2 V e velocidade 

de varredura de 200 mV s-1 e 15 ciclos [150,151]. 

 

3.4 CONSTRUÇÃO DO IMUNOSSENSOR 

 

Primeiramente, para a construção do imunossensor proposto, os eletrodos avaliados 

foram submetidos à reação com EDC e NHS. Esta etapa foi realizada imergindo o eletrodo em 

uma solução de EDC e NHS, ambas na concentração de 5,0 mmol L-1, em solução tampão de 

acetato de sódio 0,1 mol L-1 (pH 4,5) sob agitação constante. Posteriormente, 5,0 μL de uma 

solução de anticorpo contra a proteína N do Hantavírus (HAb; 0,40 mg mL-1) foram adicionados 

diretamente na superfície do eletrodo, com uma incubação em temperatura controlada (4 ºC por 

60 min). Em seguida, foi adicionado, e incubado por 30 minutos, 5,0 μL de BSA (1,00 mg mL-

1), visando mitigar possíveis interações inespecíficas através do bloqueio do EDC / NHS 

residual.  

A detecção da nucleoproteína do Hantavírus (Np) foi a etapa final, empregada após a 

construção completa do imunossensor. Para tal, 5,0 μL da Np foi adicionada à superfície do 

imunossensor e incubado à 4 ºC durante 1 hora.  

Após cada etapa de preparação do dispositivo, efetuaram-se lavagens com água 

deionizada para remover as biomoléculas que não se ligaram eficientemente à superfície do 

eletrodo. Cada etapa da construção do imunossensor foi avaliada através de medidas de EIS e 

CV, na presença da sonda [Fe(CN)6]3-/4-. A detecção foi realizada comparando os valores de 

resistência de transferência de carga (Rct) ou corrente de pico anódico (Ipa) antes e após a 

incubação. A FIGURA 20 ilustra o processo de construção do imunossensor proposto. 
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FIGURA 20: ESQUEMA DAS ETAPAS DE CONSTRUÇÃO DO IMUNOSSENSOR CONTRA PROTEÍNA 

N DO HANTAVÍRUS. 

 
FONTE: O autor. 

 

3.5 AVALIAÇÃO DE AMOSTRAS DE SORO HUMANO. 

 

Com o objetivo de simular um ensaio clínico e verificar possíveis reações paralelas 

com proteínas que não são derivadas do Hantavírus, avaliou-se uma amostra de soro humano 

enriquecida com Np. Para isso, a amostra de soro humano comercial foi submetida a uma 

diluição de 1:100, com 0,1 mol L-1 de PBS (pH 7,4) e, na sequência, enriquecida com Np até 

atingir uma concentração final de 120 μg mL-1. Os testes estatísticos t-student foram realizados 

com 95% de confiança. 
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3.6 CARACTERIZAÇÃO POR ANÁLISES DE INFRAVERMELHO COM 

TRANSFORMADA DE FOURIER (FTIR) 

 
Os experimentos de FTIR tem como finalidade verificar os grupos funcionais 

superficiais do compósito e verificar a reação de EDC / NHS na superfície do material. Os 

espectros de infravermelho foram obtidos com um espectrômetro BOMEN, 64 varreduras de 

4000 cm-1 a 500 cm-1. As amostras foram previamente homogeneizadas em uma pastilha de 

KBr e secas a 60 ºC.  

 

3.7 CARACTERIZAÇÃO POR IMAGENS DE MICROSCOPIA ELETRÔNICA DE 

VARREDURA (MEV) E DE TRANSMISSÃO (MET) 

 

As imagens de microscopia eletrônica de varredura (MEV) obtidas para o polímero 

condutor, PLA e negro de fumo foram realizadas com Microscópio Eletrônico de Varredura de 

Alta Resolução FEI, modelo Quanta 450, com fonte de elétrons FEG (field emission gun), que 

possui resolução de 1,0 nm. Todas as imagens foram obtidas com uma aceleração de voltagem 

de 10 kV e com detectores de elétrons secundários. As imagens foram obtidas com ampliação 

de 5 kx, 10 kx, 25 kx e 50 kx, no centro de microscopia eletrônica da UFPR. O material foi 

previamente dissolvido em acetona e adicionado ao porta amostras do MEV – stub.   

As imagens de microscopia eletrônica de transmissão (MET) realizadas no 

microscópio JEOL, modelo JEM 1200, do centro de microscopia eletrônica da UFPR. As 

imagens foram obtidas com ampliação de 5 kx, 10 kx, 25 kx. O material foi previamente 

dissolvido em acetona e adicionado ao porta amostras do MET – grid. 

 

3.8  ANÁLISES TERMOGRAVIMÉTRICAS (TGA) 

 

As curvas termogravimétricas dos materiais utilizados foram obtidas em um 

equipamento TGA 4000 (Perkin Elmer). As amostras de 50 mg de cada material foram 

analisadas utilizando ar sintético, com taxa de aquecimento de 5º C min-1, até 800 ºC. 

 

3.9  ESPECTROSCOPIA RAMAN 

 

Os espectros Raman dos sólidos foram obtidos em um equipamento Renishaw 

acoplado a um microscópio óptico com resolução espacial de 1 μm. O laser utilizado foi o de 
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Ar+ (514,5 nm) com potência de incidência de 2,5 mW, na região de 130 a 2000 cm-1. As analises 

de Raman foram realizadas no laboratório GQM da UFPR. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1 CARACTERIZAÇÕES DO PROTO-PASTA 

 

Inicialmente foi avaliado o comportamento térmico dos materiais PLA e Proto-pasta 

(PLA Condutor), empregados na construção do dispositivo de análise. Para isso, foram feitas 

medidas termogravimétricas de ambos os materiais, tal como evidenciado na FIGURA 21. Este 

estudo tem como finalidade tentar elucidar a composição do material condutor constituinte do 

proto-pasta. 

 
FIGURA 21: ANÁLISES DE TGA OBTIDAS PARA O PLA E O PROTO-PASTA. UTILIZANDO AR 

SINTÉTICO, COM TAXA DE AQUECIMENTO DE 5º C.min-1, ATÉ 800 ºC. 
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FONTE: O autor. 

 

Com base nas análises de TGA observou-se uma diferença no comportamento térmico 

entre os dois materiais. Nesse caso, o PLA apresentou um evento expressivo de perda de massa 

em aproximadamente 300 ºC, referente à eliminação de grupamentos hidroxil e carboxil bem 

como degradação térmica de sua matriz. Por outro lado, o Proto-Pasta, que é essencialmente 

constituído de PLA e negro de fumo apresentou dois eventos térmicos de perda de massa 

expressiva, um também em 300 ºC, possivelmente atrelado a decomposição do PLA e outro 

evento, seguido do anterior, iniciado em 350 ºC com fim em 650 ºC. O segundo evento de perda 
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de massa está possivelmente atrelado à combustão do negro de fumo, com regiões de perda de 

massa em 400 ºC relacionado à eliminação de grupos oxigenados [152,153]. A partir da análise 

de TGA do Proto-pasta, mostra indícios que o filamento comercial apresenta materiais 

carbonáceos condutores com aproximadamente 30% de razão de massa [154].  

Para avaliar a superfície do material e corroborar com os resultados observados por 

TGA, foram realizadas medidas de MEV do Proto-pasta e comparado com imagens obtidas 

para negro de fumo e PLA, a fim de confirmar a estrutura do material, mostradas na FIGURA 

22. 
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FIGURA 22: IMAGENS REPRESENTATIVAS DE MEV OBTIDAS PARA NEGRO DE FUMO: (A), (B) E 

(C), E PARA PROTO-PASTA SOLUBILIZADO EM MISTURA DE ETANOL E ACETONA (1:1): (D), (E) E 

(F), NAS AMPLIAÇÕES DE 5, 25 E 50K RESPECTIVAMENTE. (G), (H) E (I) FORAM OBTIDOS PARA 

PLA COM AMPLIAÇÕES DE 5, 10 E 25K RESPECTIVAMENTE. 

 
FONTE: O autor. 

 

 

Nas imagens obtidas para negro de fumo e proto-pasta (FIGURA 22 A, B e C – Negro 

de fumo; D, E e F – Proto-pasta), observa-se em ambos os casos estruturas amorfas, ausentes 

de organização que se repetem ao longo da amostra, bem como uma estrutura porosa [155]. As 
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imagens obtidas para PLA, mostram uma superfície lisa, com baixo teor de irregularidades. As 

FIGURAS 22 D-F apresentam sólidos globulares interligados, em que a matriz polimérica do 

PLA entrelaçados e forma glóbulos de Negro de Fumo (Carbon black), estes sólidos esferoides 

aparentemente possuem um tamanho disforme, com uma larga variação, isso pode estar 

relacionado a dispersão do material em solvente, seguida da secagem para realização dos 

ensaios. Os sólidos globulares regulares são observados nas FIGURAS 22 A-C, que apresenta 

as características convencionais do Negro de Fumo, vários glóbulos de tamanho homogêneo. 

As FIGURAS 22 G-I mostra as imagens convencionais de matrizes poliméricas sem nenhum 

copolímero, aglutinante ou 2º composto. 

As partículas de negro de fumo são formadas por carbono elementar em arranjos de 

estrutura amorfa com porções grafíticas. De modo geral, o tamanho médio das partículas de 

negro de fumo pode variar de 3,0 a 100 nm, que podem se aglomerar formando agregados. A 

temperatura de síntese é um fator predominante para a estrutura do material, sendo que maiores 

temperaturas de síntese aumentam o caráter grafítico de organização, devido a maior quantidade 

de carbonos sp2, que culmina com ganho na condutividade do material. Por outro lado, menores 

temperaturas favorecem a formação de grupos oxigenados, preferencialmente nas bordas do 

material. Nesse sentido, a temperatura de síntese permite modular a razão condutividade / 

grupos funcionais [156].   

Os planos de borda sp2, os grupos funcionais oxigenados e a formação de aglomerados 

relacionam-se intrinsecamente com as propriedades eletroquímicas do negro de fumo e 

dependem essencialmente da síntese do material. Os grupos funcionais superficiais podem ser 

explorados na imobilização de proteínas [157]. 

Tendo em vista o observado por MEV, foram realizadas imagens de MET a fim de 

comprovar as características morfológicas observadas para o negro de fumo e proto-pasta, as 

quais podem ser observadas na FIGURA 23. 

 

 

 

 

 

 



60 

 

FIGURA 23: IMAGENS DE MET OBTIDAS PARA NEGRO DE FUMO: (A), (B) E (C), E PARA PROTO-

PASTA SOLUBILIZADO EM MISTURA DE ETANOL E ACETONA (1:1): (D), (E) E (F), NAS 

AMPLIAÇÕES DE 5, 10 E 25KX RESPECTIVAMENTE. 

NEGRO DE FUMO PROTO-PASTA 

 
FONTE: O autor. 

 

As imagens de MET mostram que é possível observar semelhanças na morfologia para 

as três condições de ampliação avaliadas. São observados aglomerados, provenientes da 

interação de agregados ramificados, de geometria essencialmente globular [158], para ambas 

as amostras, o que evidência similaridade na estrutura do negro de fumo com o Proto-pasta, 

como já observado também em MEV. Nas maiores ampliações para o Proto-Pasta, nota-se um 

invólucro entre os glóbulos, decorrente da atuação do PLA como aglutinante no filamento e 

prendendo o NF em suas redes poliméricas, que também confirmam as suposições levantadas 

nas imagens de MEV. 

A técnica de espectroscopia de Raman fornece informações estruturais sobre materiais 

carbonáceos, como biochar, negro de fumo, grafeno, nanotubos de carbono, grafite, entre outros 

[159]. Neste caso, a investigação de materiais a base de carbono baseia-se em propriedade 
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eletrônicas e vibracionais dos carbonos sp2, quando essas propriedades são investigadas juntas 

é possível obter um análogo a “impressão digital” para o material [159]. Os espectros obtidos 

para PLA, PLA Condutor (Proto-pasta) e negro de fumo são apresentados na FIGURA 24. 

 
FIGURA 24: ESPECTROS DE RAMAN OBTIDOS PARA AMOSTRAS DE PLA, PLA CONDUTOR (PROTO-

PASTA) E NEGRO DE FUMO. COM RESOLUÇÃO ESPACIAL DE 1 M, LASER DE Ar+ (514,5 NM) COM 

POTÊNCIA DE INCIDÊNCIA DE 2,5 MW, NA REGIÃO DE 130 A 4000 cm-1. 
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FONTE: O autor. 

 

Os espectros Raman obtidos para as amostras de Proto-pasta (PLA-Condutor) e negro 

de fumo, apresentam quatro bandas principais localizadas em aproximadamente 1300, 1500 e 

2500 e 2850 cm-1, denominadas bandas D, G, G’ e D+G respectivamente [160]. A posição e 

intensidade das bandas do espectro Raman fornecem informações referentes ao grau de 

grafitização da amostra sendo que deslocamentos para maiores números de onda indicam 

diminuição no grau de grafitização e o alargamento das bandas indica uma maior 

heterogeneidade ou desordem da estrutura [161,162]. 

A banda D refere-se a distorções da estrutura grafítica, uma vez que está atribuída a 

vibração simultânea de seis carbonos. Esse modo vibracional não é permitido segundo as regras 

de seleção, entretanto a existência de heteroátomos, defeitos ou vacâncias na rede cristalina 

torna este modo vibracional ativo no espectro de Raman. Sendo assim, essa banda é 

frequentemente associada a falhas da estrutura grafítica (carbono sp2). A banda G, em 

aproximadamente 1500 cm-1, é associada a vibrações C=C no plano. A razão da intensidade das 
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bandas D e G (ID/IG) fornece informações sobre a presença de defeitos ou cristalinidade da 

estrutura do material. Nesse sentido, os três materiais apresentaram razão das bandas ID/IG 

próximo de 1,0, sendo 1,04 para o PLA condutor (Proto-pasta), 1,00 para PLA e 1,02 para negro 

de fumo, por consequência não é possível especular sobre a diferença relacionadas aos defeitos 

ou cristalinidade dos materiais. 

As bandas G’ e D+G, em 2500 cm-1 e 2850 cm-1 respectivamente, são atribuídas a 

bandas de ressonância dupla, overtones da banda em 1300 cm-1 e a combinações de vibrações 

na estrutura do negro de fumo [163]. Nesse sentido, a banda G’ está relacionada com o segundo 

harmônico da banda D, a qual pode também estar atrelada a organização do material. 

 

4.2 AVALIAÇÃO DO TRATAMENTO BÁSICO E DA GEOMETRIA DE IMPRESSÃO 

 

Antes da avaliação dos dispositivos impressos, os eletrodos foram submetidos a um 

tratamento físico em lixa d’água, visando homogeneização da superfície e remoção de 

imperfeições provenientes da impressão e posterior ativação eletroquímica em NaOH. O efeito 

da ativação eletroquímica sobre o sinal da sonda está mostrado na FIGURA 25. 

 
FIGURA 25: VOLTAMOGRAMAS CÍCLICOS OBTIDOS PRÉVIO AO TRATAMENTO COM NaOH E APÓS 

O TRATAMENTO COM NaOH, SONDA K3[Fe(CN)6] 2,0 mmol L-1 ELETRÓLITO SUPORTE KCl 0,1 mol L-

1 pH 3,0. 
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FONTE: O autor. 
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Os tratamentos foram propostos segundo metodologia já descrita em literatura [151], 

que sugere que o processo de ativação eletroquímica em NaOH remove parcialmente o PLA 

superficial do dispositivo, através de uma reação de saponificação. Sendo assim, o negro de 

fumo, o qual é o componente condutor do compósito, fica com sua superfície mais disponível, 

efeito que leva a melhora os sinais redox das sondas eletroquímicas, como pode ser observado 

na FIGURA 25.  

Estudos eletroquímicos iniciais envolveram a verificação do efeito da orientação de 

impressão na resposta eletroquímica do compósito. Para isso foram avaliadas três 

possibilidades de impressão: horizontal (1), vertical com a superfície do eletrodo sem tocar (2) 

a mesa e vertical com a superfície do eletrodo tocando a mesa (3), descritos na FIGURA 26A. 

Sendo que a impressão (1) não apresentou resultados voltamétricos comparáveis. Os resultados 

obtidos através da técnica de CV em K3[Fe(CN)6] estão sumarizados na FIGURA 26B. 

 
FIGURA 26: (A) ESQUEMA DAS TRÊS GEOMETRIAS DE IMPRESSÃO AVALIADOS. (B) RESULTADOS 

DE CV, SUMARIZADOS, OBTIDOS PARA O MATERIAL IN NATURA E PARA AS IMPRESSÕES (2) E 

(3) (n = 3; ± DP). 
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FONTE: O autor. 

 

Já foi reportado em literatura [164] que o processo de impressão, por FDM, pode alterar 

a homogeneidade e também a condutividade de materiais compósitos. Os resultados obtidos 

com o dispositivo impresso em orientação horizontal (1) mostraram alta resistividade, sem a 

presença clara dos pares redox da sonda, sendo assim foram suprimidos. Tal efeito pode estar 

relacionado com a homogeneidade das camadas impressas ou, também, devido a diminuição 

dos caminhos condutores ao longo do material. Por outro lado, os eletrodos impressos em 

orientação vertical mostraram um aumento na resposta eletroquímica (Ipa) em comparação com 

o eletrodo não impresso, o qual pode estar relacionada com o aumento da área superficial, uma 

(A) 
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vez que o processo de impressão 3D cria ramificações entre as camadas e/ou devido a melhora 

na condutividade do material por uma maior homogeneidade.  

Uma vez que ambas as orientações verticais mostraram melhora nos sinais 

eletroquímicos e similaridade na resposta, o dispositivo impresso com a superfície tocando a 

mesa impressora foi utilizado para estudos posteriores. A escolha dessa posição de impressão 

levou em consideração a superfície do eletrodo impresso, uma vez que a primeira camada de 

impressão é levemente pressionada contra o vidro da mesa de impressão, a superfície é mais 

homogênea e lisa. Sendo assim, há maior facilidade na correção da superfície na etapa de 

abrasão mecânica.  

 

4.3 ANÁLISES DE ESPECTROSCOPIA NA REGIÃO DO INFRAVERMELHO COM 

TRANSFORMADA DE FOURIER (FTIR) 

 

Uma vez que a proposta do trabalho é mostrar a funcionalidade do material para 

ancoramento proteico visando sua aplicação na construção de imunossensores eletroquímicos, 

foram realizados estudos de FTIR do material a fim de investigar grupos funcionais superficiais 

e, também, verificar a eficácia da reação com os ativadores de ligação cruzada EDC / NHS. Os 

estudos de FTIR realizados estão mostrados na FIGURA 27. 
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FIGURA 27: ESPECTROS DE FTIR REALIZADOS PARA AS AMOSTRAS DE PLA, PROTO-PASTA E 

PROTO-PASTA APÓS A REAÇÃO COM EDC/NHS. ENSAIO REALIZADO EM PASTILHA DE KBr, 64 

VARREDURAS DE 4000 cm-1 A 500 cm-1. 
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FONTE: O Autor. 

 

A partir da análise dos espectros de FTIR (FIGURA 27) realizados para PLA, que é o 

aglutinante do material compósito, e Proto-pasta, antes e após a reação com EDC / NHS. Foi 

possível observar na amostra de Proto-pasta uma banda alargada centrada em 3000 cm-1, o qual 

pode ser atribuída ao estiramento O-H proveniente de ácidos carboxílicos. Outra característica 

dominante é a presença de uma banda na região 1750 cm-1, que pode ser atribuída a absorção 

do estiramento assimétrico de carbonilas proveniente de ácidos, uma vez que a banda se 

apresenta intensa e bem definida. A região cuja absorção acontece no comprimento de onda de 

1600 a 1300 cm-1 corresponde a absorção de grupos O-H, C-O e C-H. Os resultados anteriores 

sugerem a possibilidade de aplicação dos grupos oxigenados para reação com EDC / NHS 

visando posterior substituição para ancoramento proteico. Tendo em vista isso, foram 

realizados FTIR de amostras de Proto-Pasta após a reação com EDC / NHS.  

As principais diferenças observadas no FTIR, FIGURA 27, após a reação com EDC / 

NHS são a banda na região de 3000 cm-1 que se desdobra em duas, possivelmente em virtude 

da sobreposição das bandas de estiramento N-H, provenientes do EDC / NHS, as quais 

absorvem nessa região causando então o desdobramento. Além disso, percebe-se uma alteração 
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nas bandas da região 1750-1300 cm-1, que pode estar relacionado, também, com a sobreposição 

das bandas provenientes do material com EDC / NHS, uma vez que correspondem a frequência 

de deformação de aminas primarias e, por fim, é possível perceber uma diminuição aparente 

(qualitativa) da banda em 1750 cm-1, a qual é característica de estiramento C=O. Tais evidências 

sugerem que houve a ligação dos agentes de ligação cruzada nos grupos carboxílicos 

superficiais [165,166]. 

 

4.4 CONSTRUÇÃO E CARACTERIZAÇÃO VOLTAMÉTRICA DO IMUNOSSENSOR 

ELETROQUÍMICO PARA DETECÇÃO DA PROTEÍNA N DO HANTAVÍRUS 

 

Estudos iniciais se concentraram na verificação da viabilidade de aplicação do Proto-

pasta para ancoramento proteico, explorando os grupos funcionais oxigenados presentes na 

extremidade do PLA e do negro de fumo. A etapa de ativação superficial com os agentes de 

ligação cruzada EDC e Sulfo-NHS foi realizada pela simples imersão do eletrodo em solução 

contendo os modificadores em solução tampão acetato 0,1 mol L-1 e pH 4,2, sob condição de 

agitação durante 15 minutos. Essa condição já é descrita em literatura e favorece a formação do 

reativo amínico sulfo-NHS [165,167]. Neste caso, o produto da reação (sulfo-NHS) apresenta 

baixa estabilidade, e por consequência pode ser facilmente substituído por aminas primarias 

proveniente de proteínas [168], como mostrado na FIGURA 28. 

 
FIGURA 28: MECANISMO DE REAÇÃO DO EDC + NHS E ANCORAMENTO DO ANTICORPO CONTRA 

O HANTAVÍRUS NOS GRUPOS CARBOXÍLICOS DO PROTO-PASTA. 

 
FONTE: Adaptado de Fischer [88]. 

A verificação das etapas de ancoramento e viabilidade do dispositivo foram avaliadas 

através do perfil da sonda eletroquímica [Fe(CN)6]3-/4-, visto que é um composto que apresenta 
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seu perfil voltamétrico conhecido e difundido na literatura para avaliação de processos de 

ancoramento e caracterização eletroquímica de biossensores [169–171]. A FIGURA 29 ilustra 

a construção e cada etapa de caracterização eletroquímica do dispositivo. 

 
FIGURA 29: ESQUEMA DAS ETAPAS ENVOLVIDAS NA CONSTRUÇÃO DO IMUNOSSENSOR 

CONTRA HANTAVÍRUS NA SUPERFICIE DO PROTO-PASTA. 

 
FONTE: o autor. 

 

A primeira etapa consiste na modificação dos grupos oxigenados ácidos com os 

reagentes de ligação cruzada EDC + NHS. Na etapa 2, os grupos EDC/NHS são substituídos 

por aminas primárias volumosas, por exemplo proteínas, nesse caso anticorpos contra 

hantavírus. Em seguida (etapa 3), os grupos EDC + NHS residuais, não substituídos pelos 

anticorpos, são bloqueados utilizando uma proteína inerte, nesse caso BSA. Esse bloqueio dos 

sítios residuais garante que a interação com a superfície do dispositivo aconteça 

majoritariamente através da interação com os anticorpos. Os anticorpos por sua vez apresentam 

seletividade de interação com as NP e essa interação culmina com a formação de um 

imunocomplexo HAb-Np (etapa 4).  

Como já mencionado anteriormente, o Hantavírus foi utilizado como prova de conceito 

para imobilização de proteínas e detecção eletroquímica de patologias virais no dispositivo 

proposto. Após a verificação, por FTIR, da reação de EDC / NHS na superfície do compósito, 

proto-pasta, as próximas etapas envolveram a caracterização eletroquímica de cada etapa da 

construção do imunossensor proposto, sendo que as etapas foram avaliadas através das técnicas 

de CV e EIS, com a sonda Fe(CN)6
3-/4-. Os resultados obtidos através da técnica de CV e EIS 

estão apresentados na FIGURA 30 e 31. 
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FIGURA 30: (A) VOLTAMOGRAMAS CÍCLICOS OBTIDOS PARA CADA ETAPA DA CONSTRUÇÃO DO 

IMUNOSSENSOR UTILIZANDO PROTO-PASTA IMPRESSO, VELOCIDADE DE VARREDURA DE 50 mV 

s-1, SONDA K3[Fe(CN)6] 2,0 mmol L-1 E ELETRÓLITO SUPORTE KCl 0,1 mol L-1. (B) RESULTADOS DE 

CV SUMARIZADOS (n = 3; ± DP). 

 
FONTE: O autor. 

 

A FIGURA 30 apresenta os resultados obtidos através da técnica de CV e representa o 

comportamento voltamétrico da sonda Fe(CN)6
3-/4- ao longo de cada etapa de imobilização e 

incubação. A etapa de imobilização do anticorpo contra Hantavírus, representada por HAb, 

consiste na adição do HAb, 0,4 mg mL-1 e incubado à 4 ºC por 1 hora. Através do comparativo 

da resposta obtida para o eletrodo base, sem modificação, e a imobilização do HAb é possível 

observar um aumento da intensidade dos picos redox, ΔIpa = 8.33 μA, após a inserção do HAb. 

O efeito se repete ao longo de replicatas e sugere-se que tenha relação com a imobilização do 

HAb na superfície do dispositivo e também uma contribuição parcial de EDC / NHS que não 

foi substituído [172]. 

Com o fim de garantir que não haja EDC / NHS residual, passivo de interação 

inespecífica com outras proteínas, o dispositivo foi incubado com BSA (1,0 mg mL-1). A adição 

de BSA (5 μL) e incubação por 30 minutos em temperatura ambiente, visa substituir o EDC / 

NHS que não reagiu com o HAb. Isso, consequentemente, garante a seletividade do dispositivo 

frente a outras biomoléculas, uma vez que somente antígenos que possuam epítopo com 

afinidade de interação com o anticorpo, nesse caso Np, podem interagir com a superfície do 

eletrodo. A etapa de ancoramento do BSA, representada na FIGURA 30 por BSA, apresenta 

redução na intensidade do sinal redox da sonda indicando substituição dos grupos EDC / NHS. 

Uma vez que o BSA apresenta caráter isolante, ele atua atua reduzindo a superfície eletroativa 
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do dispositivo, contribui com impedimento estérico e prejudica a difusão da sonda, resultando 

na diminuição da corrente mensurada. 

A última etapa consistiu na detecção da Np (antígeno, 120 μg mL-1) através da interação 

antígeno-anticorpo. A interação HAb-Np leva a formação do imunocomplexo, o qual é uma 

macromolécula que atua na superfície do dispositivo bloqueando sítios eletroativos e causando 

efeito de impedimento estérico. Sendo assim, a formação do imunocomplexo leva diminuição 

do fator condutividade do dispositivo, devido ao efeito isolante. Além disso, há a interação da 

sonda com a superfície do eletrodo que é dificultada, em decorrência do bloqueio espacial, 

como consequência dos dois efeitos observa-se uma queda na intensidade de corrente dos picos 

redox da sonda, que pode ser atribuído à Np, como mostrado na FIGURA 30 - Np. 

Os estudos mostraram comportamento eletroquímico similar ao dispositivo não 

impresso, mostrados no Anexo 1, durante os processos de ancoramento, mas com maiores 

alterações de Ipa. O observado pode estar relacionado com a alteração da condutividade do 

material devido ao efeito de temperatura para fusão do filamento na extrusora, sendo assim 

especula-se uma alteração na organização das cadeias poliméricas do PLA bem como melhor 

incorporação e homogeneidade do negro de fumo na matriz. Ainda, a impressão 3D pode levar 

a um aumento da área superficial, devido a criação de rugosidades, esse ganho de área culmina 

com o aumento da corrente e com maior disponibilidade dos grupos superficiais para 

ancoramento proteico. 

A caracterização do processo de ancoramento no eletrodo impresso também foi avaliada 

pela técnica de EIS, visando confirmar o perfil e os resultados obtidos por CV. Os resultados 

obtidos estão representados na FIGURA 31.  
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FIGURA 31: MEDIDAS DE IMPEDÂNCIA ELETROQUÍMICA OBTIDAS PARA O PROTO-PASTA APÓS 

CADA ETAPA ENVOLVIDA NA CONSTRUÇÃO DO IMUNOSSENSOR, UTILIZANDO A SONDA 

K3[Fe(CN)6], 2,0 mmol L-1 EM KCl 0,1 mol L-1, 10 mV DE AMPLITUDE. (B) RESULTADOS DE EIS 

SUMARIZADOS (n = 3; ± DP). 

 
FONTE: O autor. 

 

Os dados de EIS obtidos, representados no diagrama de Nyquist – FIGURA 31, mostram 

a relação entre impedância (resistência a transferência de carga) para cada etapa de construção 

do imunossensor. Então, uma alteração na resistência do sistema indica uma mudança na 

superfície do eletrodo, em virtude do processo de ancoramento das proteínas, HAb, BSA e Np. 

Através da simulação do circuito equivalente, Rct, mostrado na Figura 31 B, foi possível calcular 

a resistência do sistema para cada etapa da construção do dispositivo, sendo elas: 2,05 kΩ para 

o branco do eletrodo, 1,00 kΩ após a etapa de inserção do HAb, que sugere a imobilização e 

corrobora com resultados obtidos por CV. Para o BSA por sua vez, foi constatado um aumento 

de resistência para 3,63 kΩ, devido a substituição do EDC / NHS residual e por se tratar de uma 

molécula isolante. A detecção da Np, que consiste na confirmação da formação do 

imunocomplexo HAb-Np, gerou um incremento no valor de Rct de 3,63 kΩ (HAb-BSA) a 7,39 

kΩ (HAb-BSA-Np), que sugere a formação do complexo, devido a efeitos já supramencionados 

de efeito isolante na superfície e impedimento estérico. A partir dos estudos de caracterização 

foi possível observar uma correlação entre cada etapa de construção do dispositivo e os dados 

obtidos, seja por CV ou EIS, indicando sucesso no processo de ancoramento das biomoléculas 

assim como a detecção da Np.  

 

 

CPE 
Rs 
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4.5 RESPOSTA ELETROQUÍMICA DO IMUNOSSENSOR 

 

Visando verificar o desempenho analítico do imunossensor proposto, foi avaliada a 

variação de concentração de Np adicionada à superfície do dispositivo, através verificação do 

comportamento voltamétrico da sonda Fe(CN)6
3-/4-, em termos de Ipa, empregando a voltametria 

cíclica. Os resultados obtidos são mostrados na FIGURA 32. 

 
FIGURA 32: (A) VOLTAMOGRAMAS CÍCLICOS OBTIDOS PARA DIFERENTES CONCENTRAÇÕES DE 

Np, K[Fe(CN)6] 2,0 mmol L-1 E 0,1 mol L-1 KCl, 25 mV s-1. (B) CURVA DE CALIBRAÇÃO OBTIDA 

ATRAVÉS DOS DADOS DE CV, Ipa VS CNP (n = 3, ± DP).  

 
FONTE: O autor. 

 

A FIGURA 32A mostra os voltamogramas cíclicos representativos obtidos para a 

detecção de Np, com concentração variando de 30 a 580 μg mL-1. A partir da análise dos dados 

de CV foi possível observar uma dependência da resposta eletroquímica, Ipa da sonda, com a 

variação da concentração de Np, indicando uma barreira cinética para a transferência de elétrons 

à medida que a concentração de Np aumenta, que está possivelmente ligado com a formação 

do imunocomplexo antígeno-anticorpo (HAb-Np), uma vez que este age como um isolante na 

superfície do dispositivo. [96,173,174]  

A FIGURA 32B, obtida através dos dados de CV e representa a variação do Ipa com o 

aumento da concentração de Np, mostra dependência linear da concentração de Np na faixa de 

30 μg mL-1 a 240 μg mL-1
 representada pela equação de reta I / A = 1,925 + 0,0875 * CNp. 

Ainda, a curva analítica possibilitou o cálculo da sensibilidade do dispositivo, sendo essa igual 

a 0,1047 μA μg-1 mL com um LD calculado de 21.48 μg mL-1 (3*DPbranco/coeficiente angular). 

Apesar do dispositivo proposto não apresentar resposta linear para concentrações acima de 240 

μg mL-1, ainda apresenta aplicabilidade como sensor qualitativo para altas concentrações de 



72

 

antígeno, uma vez que a eficácia de imunossensores depende essencialmente da seletividade da 

formação do imunocomplexo, independente da concentração.  

 

4.6 TESTE DE SELETIVIDADE DO DISPOSITIVO PROPOSTO 

 

Antes da aplicação do imunossensor em amostras de soro fortificado, foram realizados 

estudos para comprovar a seletividade dos anticorpos contra a proteína VP2 da doença de 

Gumboro. A VP2 é uma proteína do nucleocapsídeo do vírus infectious bursal disease vírus, 

que apresenta estrutura similar à proteína N do Hantavírus, sendo assim foi utilizada como 

potencial interferente no sistema proposto. Para avaliar a seletividade do sensor, a resposta EIS 

e CV do imunossensor desenvolvido foi testada na presença de 5,0 μL de proteína VP2 (0,60 

mg mL-1).  

As medidas de EIS e CV foram registradas na presença de Fe(CN)6
3-/4-, após a incubação 

das proteínas (60 min a 4 ºC). Os experimentos foram realizados na presença de VP2, Np e uma 

mistura de Np e VP2, os dados obtidos estão resumidos na FIGURA 33.  

 
FIGURA 33: (A) TESTE DE SELETIVIDADE DO DISPOSITIVO PARA PROTEÍNA VP2, DADOS DE EIS 

SUMARIZADOS (n = 3, ± SD). (B) TESTE DE SELETIVIDADE DO DISPOSITIVO PARA PROTEÍNA VP2, 

DADOS DE CV SUMARIZADOS (n = 3, ± SD). 

 
FONTE: O autor. 

 

Neste estudo, HAb representa a resposta do imunossensor, HAb-VP2 após incubação 

de 5 μL de proteína VP2 (600 μg mL-1), e subsequente uma mistura de Np (590 μg mL-1) e VP2 

(600 μg mL-1) representado por HAb-Np+VP2. Os resultados dos estudos de EIS e CV 

mostraram que o imunossensor, HAb, não apresentou variação de sinal significativa (teste t-

student p > 0,05), após a incubação com os interferentes (HAb-VP2), sendo este um indicativo 
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de que a proteína VP2 não interage eficientemente com a superfície do imunossensor. Ainda, 

como comparativo foram registrados os sinais referentes a detecção de Np e da mistura em 

concentrações semelhantes. A Variação de sinal obtida, tanto por EIS quanto CV, foi 

semelhante para incubação da Np e da mistura, efeito que sugere que somente a Np interage 

com a superfície do dispositivo. Sendo assim, sugere-se que o imunossensor se apresenta 

seletivo à Np do Hantavírus, quando em contato com VP2, efeito esperado uma vez que os 

anticorpos utilizados são IgGs contra Np do Hantavírus araucária, sendo assim são seletivos à 

interação e formação do imunocomplexo com a nucleoproteína do Hantavírus araucária. Então, 

o sensor apresentou uma boa seletividade permitindo que fosse utilizado para a detecção de Np 

em amostra de soro humano fortificado. 

 

4.7 AMOSTRAS DE SORO HUMANO 

 

Por fim, foi realizado a simulação de um imunoensaio utilizando amostras de soro 

humano comercial enriquecidas com Np (antígeno), uma vez que a matriz apresenta proteínas 

e outras biomoléculas que podem interagir com a superfície do dispositivo de maneira não 

específica. Para isso, a amostra de soro humana foi incubada sobre a superfície do eletrodo a 4 

ºC por 1h, e então realizado as medidas de EIS e CV em 2,0 mmol L-1 de K3[Fe(CN)6], o mesmo 

procedimento foi realizado com soro diluído 100x que foi enriquecido com Np até concentração 

de 120 μg mL-1. Os resultados estão sumarizados na FIGURA 34. 

  
FIGURA 34: (A) TESTE DO SORO FORTIFICADO COM NP OBTIDO ATRAVÉS DE DADOS EIS (n = 5, ± 

DP). (B) TESTE DO SORO FORTIFICADO COM NP OBTIDOS POR MEIO DE DADOS CV (n = 5, ± DP). 

 
FONTE: O autor. 
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A resistência equivalente calculada, através dos dados de EIS obtidos (FIGURA 34A), 

mostra um aumento significativo após a adição do soro enriquecido com Np. É possível 

observar uma variação pequena do Rct entre o imunossensor e o soro humano de 1,49 kΩ, que 

não é significativa ao nível de 95% utilizando o teste estatístico t-Student (tcalculado 1,73 < tcrítico 

2,31), o que pode estar relacionado com a interação não especifica de proteínas ou outras 

bioestruturas presentes na matriz. Entretanto, a medida de soro enriquecido mostrou maior 

variação do Rct (5,02 kΩ). Essa variação sugere a formação do imunocomplexo, uma vez que 

apresentam diferença significativa com 95% de confiança (tcalculado 2,58 > tcrítico 2,31) cuja 

consequência é o bloqueio da superfície do dispositivo.  

O mesmo estudo foi avaliado pela técnica de CV, sumarizado na FIGURA 34B, e 

concorda com o resultado obtido por EIS, uma diminuição do Ipa da sonda em 15,01 μA, como 

consequência da formação do imunocomplexo com diferença significativa (tcalculado 2,92 > tcrítico 

2,31, 95% de intervalo de confiança). Além disso, a variação de 15,01 μA corresponde a 

concentração da curva analítica de 120 μg mL-1, valor da amostra enriquecida. Sendo assim, 

ambas as técnicas mostraram potencialidade na diferenciação dos soros. 
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5 CONCLUSÕES PARCIAIS 

 

A manufatura 3D por FDM permite uma abordagem simples, rápida e barata de preparo 

de projetos e protótipos, com possibilidades inesgotáveis de arquitetura. Além disso, os 

filamentos condutores comerciais oferecem ótimas alternativas para o desenvolvimento de 

sensores e biossensores eletroquímicos. Nesse trabalho, foi realizado com sucesso a construção 

de um imunossensor para detecção de Np do Hantavírus Araucária utilizando um filamento 

condutor comercial (compósito de negro de fumo e PLA). Após tratamento em solução alcalina, 

o material permitiu a preparação de um imunossensor utilizando EDC/NHS combinado com 

grupos carboxílicos naturalmente presentes na superfície do filamento, evidenciado pelos 

estudos de FTIR. Verificou-se, também, que as propriedades de superfície, assim como os 

grupos de oxigenados, se mostraram adequados para ancoragem de proteínas por formação de 

ligações covalentes. O dispositivo mostrou potencialidade na detecção da proteína N do 

Hantavírus na faixa de 30 a 240 μg mL-1 apresentando sensibilidade de 0,1047 μA μg-1 mL com 

um LD calculado de 21.48 μg mL-1. Além disso, a resposta do dispositivo proposto foi seletiva 

para amostras de soro humano diluídas 100x e permitiu a detecção de anticorpos em amostras 

de soro enriquecidas. Portanto, a plataforma proposta, que tinha como finalidade prova conceito 

da aplicação 3D para construção de biossensores, pode ser estendida para outros biossensores 

eletroquímicos. 
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3ª SEÇÃO 

 

 
IMUNOSSENSOR ELETROQUÍMICO PARA DETECÇÃO DE ANTICORPOS 

CONTRA PROTEÍNA S DO SARS-CoV-2 BASEADO NA IMOBILIZAÇÃO DO RBD 

DO VÍRUS EM UMA INTERFACE DE QUANTUM DOTS DE GRAFENO E 

POLIHIDROXIBUTIRATO. 
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6 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

6.1 MATERIAIS E REAGENTES 

 

Todos os reagentes utilizados eram de grau analítico ou de alta pureza. N-(3-

dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimidacloridrato (EDC), N-hidroxisuccinimida (NHS), 

Ferricianeto de Potássio K3[Fe(CN)6] e ácido cítrico foram adquiridos da Sigma Aldrich. O 

tampão fosfato salino, pH 7,4, foi preparado utilizando cloreto de sódio, cloreto de potássio, 

fosfato de potássio monobásico e hidrogenofosfato dissódico, todos da Sigma Aldrich. A 

albumina de soro bovino (BSA) e anticorpo contra febre Amarela (FA - 0,16 mg mL-1) foram 

fornecidos pelo Laboratório de Virologia Molecular do Instituto Carlos Chagas – 

FIOCRUZ/PR. O PHB, 2,2,2-trifluoroetanol e a membrana de celulose (12 kDa) foram obtidos 

da Sigma Aldrich. 

Os eletrodos impressos (SPE) foram obtidos pelo laboratório do professor Craig E. 

Banks da Manchester Metropolitan University. Os eletrodos de trabalho e contra-eletrodo 

foram feitos com uma tinta condutora de grafite, uma tinta Ag|AgCl foi utilizada para a 

construção do eletrodo de pseudo-referência. O conjunto final foi suportado sobre um substrato 

de poliéster com eletrodos e contatos elétricos delimitados por uma tinta isolante. O substrato 

de poliéster é flexível e apresenta resistência mecânica. 

 

6.2 SÍNTESE DO GQD 

 

A síntese do GQD foi realizada conforme descrito por Gevaerd et al.[175], baseado na 

pirólise do ácido cítrico. Em uma primeira etapa, o ácido cítrico (m ~ 1,00 g) é pesado em um 

béquer e aquecido em chapa de aquecimento a 200° C. Durante o tempo de síntese, o sólido é 

liquefeito, tornando-se incolor e subsequentemente torna-se amarelo claro, o que indica o início 

dos processos de pirólise e carbonização e, ao final da reação o líquido torna-se laranja, 

indicando a formação dos GQDs. O processo todo de formação dos GQDs foi de 

aproximadamente 20 minutos. A segunda etapa da rota consiste na adição do líquido laranja em 

uma solução de NaOH (0,250 mol L-1), gota a gota sob agitação vigorosa, obtendo-se assim a 

solução de grafeno quantum dots. Ao final da reação, os GQDs são armazenados sob 

refrigeração e ao abrigo de claridade. Prévio ao uso, a solução de GQD é neutralizada com uma 

solução de HCl 0,1 mol L-1, aproximadamente 1:1 GQD: HCl. 
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6.3 SÍNTESE DAS PARTÍCULAS DE PHB 

 

As partículas de polihidroxibutirato foram produzidas pelo Núcleo de Fixação de 

Nitrogênio (NFIX), Departamento de Bioquímica e Biologia Molecular da Universidade 

Federal do Paraná (UFPR), liderado pelo professor Dr. Marcelo Mueller dos Santos. A síntese 

foi realizada pelo método de nanoprecipitação[176]. 10 mg de PHB foram dissolvidos em 10 

ml de TFE (2,2,2-trifluoroetanol) com agitação à temperatura ambiente. A solução foi dialisada 

através de uma membrana de celulose (12 kDa) contra 2 L de água destilada por 24 h. 

 

6.4 EXPRESSÃO E PURIFICAÇÃO DO RBD DA PROTEÍNA SPIKE DO VÍRUS 

SARS-COV-2 

 

A síntese do RBD com domínio de ligação para PHB foi realizada Núcleo de Fixação 

de Nitrogênio (NFIX), Departamento de Bioquímica e Biologia Molecular da Universidade 

Federal do Paraná (UFPR), liderado pelo professor Dr. Marcelo Mueller dos Santos. 

A sequência de aminoácidos, entre os resíduos 319 a 541, da proteína Spike do SARS-

CoV-2 (NCBI, Gene ID: 43740568) foi imobilizada no Substrate-Binding Domain (SBD) da 

PHA depolimerase de Alcaligenes faecalis [177] seguido de uma marcação com 6-histidinas no 

C-terminal. A Twist Bioscience (South San Francisco, CA, EUA) sintetizou, sob demanda, o 

pET29-RBD-SBD-6His. O marcador de 6-histidinas foi usado para purificar a proteína por 

cromatografia de afinidade contra íons de níquel (Ni2+). O domínio SBD introduzido interage 

com o PHB como descrito em literatura [177]. 

E. coli BL21(DE3) carregando o pET29-RBD-SBD-6His foi cultivado em 80 mL de 

Lysogeny Broth[178] a 37°C e 160 rpm de agitação orbital até OD600 de 0,4. Então, a cultura 

foi dividida em 8 tubos e centrifugada a 5.000 rotações a 4°C por 10 minutos. O sobrenadante 

foi descartado e o pellet foi ressuspenso em 1 mL de Tampão Tris-HCl 50 mmol L-1 pH 8,0, 

150 mmol L-1 de NaCl e sonicado 5 vezes (10 s de sonicação, 10 s repouso) em banho de gelo. 

Após centrifugação (12.000 x g, 4°C, 10 min), a fração solúvel foi descartada e os corpos de 

inclusão foram lavados 3 vezes com 1 mL de Tampão Tris-HCl 50 mmol L-1 pH 8,0, 0,5 % 

Triton X-100, 1 mol L-1 de ureia). Os corpos de inclusão lavados foram dissolvidos com 1 mL 

de ureia 8 mol L-1 à temperatura ambiente, pipetando e dispensando 10 vezes. A solução não 

era totalmente translúcida após solubilização com ureia, no entanto, havia RBD-SBD solúvel 

suficiente para seguir a etapa de refolding. 
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Um volume de 1,0 mL do RBD-SBD desnaturado foi transferido para uma membrana 

de celulose de 12 kDa e dialisado contra 2 L de tampão Tris-HCl, 50 mmol L-1, pH 9,0, 150 

mmol L-1 de NaCl por 24 h em temperatura ambiente. A solução dialisada foi centrifugada 

(12.000 x g, 4°C, 10 min), e o sobrenadante foi purificado em um HiTrap Chelating com coluna 

de Ni2+. O RBD-SBD foi eluído em Tampão Tris-HCl, 50 mmol L-1 pH 9,0, 150 mmol L-1 de 

NaCl, 200 mmol L-1 imidazol. O imidazol remanescente foi removido por diálise[179]. Por uma 

questão de clareza o RBD-SBD será nomeado, a partir daqui, somente como RBD. 

 

6.5 MEDIDAS ELETROQUÍMICAS 

 

As medidas de voltametria cíclica (CV) foram realizadas com velocidade de varredura 

de 50 mV s-1 e a voltametria de pulso diferencial (DPV) foram realizadas com amplitude de 

pulso de 150 mV e velocidade de varredura de 5 mV s-1. Para as medidas foi utilizado o SPE 

em um Potenciostato/Galvanostato PGSTAT204. Os experimentos foram conduzidos em PBS 

0,1 mol L-1, pH 7,4, como eletrólito suporte e 2,0 mmol L-1 da sonda (K3[Fe(CN)6]). A 

performance do imunossensor proposto foi avaliado pela supressão da corrente de pico anódico 

após cada etapa de modificação do SPE. 

 

6.6 CARACTERIZAÇÃO MORFOLÓGICA E ESTRUTURAL 

 

As imagens de microscopia eletrônica de varredura (MEV) foram realizadas em um 

Microscópio eletrônico de varredura de alta resolução FEI, Felmi ZFE - modelo Quanta 450, 

que possui resolução de 1,0 nm. Todas as imagens foram obtidas com aceleração de 10 kV e 

detector de elétrons secundários. A análise química elementar (EDS) foi realizada com um 

detector Apollo X SDD que apresenta resolução de 131 eV. 

Os espectros de infravermelho foram obtidos com um espectrômetro BOMEN, 

realizando 64 varreduras de 4000 cm-1 a 500 cm-1. As amostras foram previamente 

homogeneizadas em pastilhas de KBr e secas. 

6.7 CONSTRUÇÃO DOS IMUNOSSENSORES PARA DETECÇÃO DE AbS 

 

Primeiro, o GQD foi eletrodepositado na superfície do SPE. Esta etapa foi realizada por 

voltametria cíclica em valores de potencial entre -1,4 e 0,0 V a 50 mV s-1 (3 a 10 ciclos). Depois, 

2,0 L da solução de partículas de PHB (1,0 μg mL-1 - prévio a otimização) foram adicionados 
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diretamente ao eletrodo de trabalho e seco a 37 ºC. Após essa etapa, 2,0 L do RBD (0,47 μg 

mL-1 - prévio a otimização) foram adicionados (e incubado a 37 ºC em atmosfera saturada de 

água, a partir daqui todas as incubações foram realizadas nessa condição. Todos os tempos de 

incubação foram avaliados, variando de 15 a 60 minutos. Após cada etapa de incubação os 

eletrodos foram lavados três vezes em PBS para remover as proteínas em excesso e não ligadas. 

Os sítios não ocupados pelo RBD no PHB foram bloqueados utilizando 2,0 L de BSA (1,0 mg 

mL-1) incubados por 15 minutos a 37 ºC. Finalmente, a detecção dos anticorpos IgG (1,0 g 

mL-1) contra o RBD do SARS-CoV-2 (AbS) foi realizada incubando 2,0 L da solução de AbS. 

Cada etapa envolvendo a construção do sensor foi avaliada por VC, -0,3 a 0,6 V, 50 mV s-1, 3 

ciclos utilizando 2 mmol L-1 da sonda K3[Fe(CN)6]. A FIGURA 35 representa o esquema geral 

para cada etapa envolvida na construção do sensor proposto. 

 
FIGURA 35: ESQUEMA DAS ETAPAS DE CONSTRUÇÃO DO IMUNOSSENSOR PARA DETECÇÃO DO 

ANTICORPO CONTRA RBD DO SARS-COV-2. 

 
FONTE: O autor.  

 

O dispositivo construído utilizando a rota por EDC / NHS foi construído utilizando 

solução dos constituintes na concentração de 1,0 / 1,2 mg mL-1
 respectivamente. Para isso, o 

GQD foi eletrodepositado e em seguida 2,0 L da solução contendo EDC e NHS foram 
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inseridos na superfície do dispositivo e reagidos por uma hora a 37 ºC, em uma atmosfera 

saturada em água para evitar a secagem. Em sequência, as etapas de imobilização foram 

realizadas utilizando 1h de incubação para o RBD, 15 minutos para BSA e 1h para AbS. Para 

fins de comparativo, as concentrações utilizadas foram as mesmas dos ensaios com PHB. Após 

cada etapa foi realizada lavagem três vezes por imersão em PBS. 

O ensaio utilizando a mistura de PHB+RBD+BSA consistiu na utilização de 1,0 mL de 

PHB (1,0 μg mL-1). Na solução de PHB foi adicionado o RBD, concentração final de 0,47 μg 

mL-1, e agitado em geladeira durante uma hora. Em sequência, 100 μL da solução de BSA (1,0 

mg mL-1) foram adicionados e agitados por mais 15 minutos. Após essa etapa, o SPE foi 

modificado com GQD seguido do dropcasting da mistura, a qual foi seca em estufa a 37 ºC. 

Por fim, 2,0 μL de AbS (1,0 μg mL) foram incubados na superfície do dispositivo durante uma 

hora a 37 ºC. 

 

6.8 SELETIVIDADE, CURVA ANALÍTICA E AMOSTRA 

 

As amostras de soro humano positivas e negativas para anticorpos contra SARS-CoV-

2 foram obtidas de um hospital local. A utilização de amostras humanas foi avaliada e aprovada 

pelo Comitê de Ética em Pesquisa, protocolo número 30342520.5.0000.0008. As amostras de 

soro foram diluídas 1000x em PBS 0,1 mol L-1 pH 7,4.  

Para avaliação da seletividade do dispositivo, também foram utilizadas amostras de soro 

negativo diluídas 1000x em PBS e enriquecidas com anticorpos AbS e IgGs contra febre 

amarela (FA) (0,47 e 1,6 g mL-1 de concentração final, respectivamente). 

As curvas analíticas foram realizadas em PBS 0,1 mol L-1 e amostra de soro negativo 

diluído 1000x em PBS com concentração final de AbS variando de 25 g mL-1 a 50 ng mL-1. 

Os testes estatísticos t-student e ANOVA foram realizados com 95% de confiança. 
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7 RESULTADOS E DISCUSSÕES 

 

7.1 SÍNTESE E CARACTERIZAÇÃO DO GQD E PHB 

 

A síntese do GQD foi realizada conforme descrito por Gevaerd et al.[175], baseado na 

pirólise do ácido cítrico. As partículas sintetizadas foram inicialmente avaliadas através de 

imagens de MET, com a finalidade de avaliar a morfologia e tamanho médio de partículas. As 

imagens obtidas estão representadas na FIGURA 36. 

 
FIGURA 36: IMAGENS DE MET OBTIDAS PARA AS PARTÍCULAS DE GQD OBTIDAS COM 

AMPLIAÇÃO DE 10 KX. 

 
FONTE: O autor. 

 

A partir das imagens de MET, FIGURA 36, é possível observar que as partículas de 

GQD sintetizadas apresentam geometria circular uniforme e dispersão homogênea ao longo da 

amostra. A partir da contagem das partículas obteve-se um tamanho médio de 60  ± 30 nm.  

Tendo em vista o observado por MET, foram então realizados espectros de FTIR do 

GQD, com a finalidade de observar possível residual do precursor na síntese e também avaliar 

grupos funcionais do GQD, uma vez que a finalidade do material é ancoramento proteico. Em 

paralelo as partículas de PHB sintetizadas também foram avaliadas por FTIR, visando também 
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avaliar os grupos funcionais superficiais e possíveis alterações ou contaminações no processo 

de formação das partículas. Os espectros obtidos estão representados na FIGURA 37. 

 
FIGURA 37: ESPECTROS DE FTIR REALIZADOS PARA AS AMOSTRAS DE GQD E PHB, AMOSTRA 

HOMOGENEIZADA EM PASTILHA DE KBr, 64 VARREDURAS DE 4000 A 500 cm-1. 
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FONTE: O autor. 

 
A amostra de GQD apresenta duas bandas intensas em 1600 e 1400 cm-1 que estão 

relacionados ao estiramento C-O e C=O de grupos carboxílicos e cetônicos. Ainda é possível 

perceber bandas em 1300 cm-1 e 1150 cm-1 que são frequentemente atribuídas a estiramento C-

H e vibração de alongamento de C-O. Por fim, a banda alargada e centrada em 3300 cm-1 refere-

se a estiramento -OH de moléculas de água intercaladas ou adsorvidas. Esses grupos são 

frequentemente encontrados em literatura, quando trata-se da síntese de GQD a partir da pirolise 

incompleta do ácido cítrico, sendo assim os resultados são concordantes com os reportados em 

literatura [111,180,181]. Ainda, não se percebe a presença de ácido cítrico remanescente da 

síntese em comparação com o já reportado em literatura [111,180,181].  

A amostra de PHB, por sua vez, também apresenta a banda centrada em 1600 cm-1 que 

é atribuída ao estiramento C=O e apresentou uma banda centrada em 1083 cm-1, devido a 
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estiramento C-O de grupos éster, esses grupos estão relacionados com a polimerização do PHB 

através dos grupos carboxílicos. Na região de 1000 cm-1 e 900 cm-1 encontram-se as bandas 

referentes aos estiramentos de C-OH de álcoois e C-H de olefinas respectivamente, sendo que 

o espectro obtido coincide com os resultados já reportados em literatura [182–185]. 

 

7.2 CONSTRUÇÃO E CARACTERIZAÇÃO DO IMUNOSSENSOR 

 

Tendo em vista os resultados observados por FTIR e MET, o material sintetizado se 

mostrou uma possível alternativa como modificador da superfície de SPE, visando auxiliar 

processos de ancoramento proteico, uma vez que a presença de grupos oxigenados na superfície 

do GQD pode criar uma interface de interação entre o PHB, que é altamente funcionalizado, e 

a superfície do eletrodo de trabalho, cuja superfície é majoritariamente constituída de grafite. 

Sendo assim, a primeira etapa avaliada foi a inserção do GQD na superfície do SPE. Esse 

processo foi realizado por intermédio da redução das nanopartículas na superfície do eletrodo 

de trabalho, através de um procedimento de eletrodeposição, representado na FIGURA 38.  

 
FIGURA 38: VOLTAMOGRAMAS CÍCLICOS OBTIDOS PARA ETAPA DE 

ELETRODEPOSIÇÃO DO GQD.  
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FONTE: O autor. 
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O voltamograma obtido, FIGURA 38, mostra um evento de redução em 

aproximadamente -1,0 V (vs Ag/AgCl), o qual é característico da redução de grupos oxigenados 

em superfícies a base de grafeno. À medida que ciclos voltamétricos consecutivos são 

realizados se percebe uma diminuição da intensidade do pico catódico. O efeito se relaciona 

com as etapas que envolvem a deposição do GQD, sendo elas: a organização do GQD na 

superfície do eletrodo, a diminuição da quantidade de grupos oxigenados superficiais 

disponíveis e passiveis de redução e, consequentemente, menor disponibilidade do material 

para ser reduzido. A redução dos grupos funcionais nessa etapa é necessária para a modificação 

do eletrodo, entretanto os grupos oxidados são essenciais para a posterior imobilização do PHB, 

sendo esse um dos parâmetros estudados posteriormente na construção do imunossensor. O 

perfil voltamétrico obtido já é amplamente descrito em literatura e sugere então a modificação 

do eletrodo com o GQD depositado [186,187]. 

A redução dos grupos funcionais presentes no GQD, na etapa de eletrodeposição, 

acarreta a diminuição da quantidade de grupos funcionais polares, incidindo na diminuição da 

solubilidade do material, que resulta na formação de um filme na superfície do eletrodo 

[188,189]. Baseado nisso, a confirmação da deposição do GQD na superfície do SPE foi 

realizada através de imagens de MEV. As imagens obtidas estão representadas na FIGURA 39.  
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FIGURA 39: IMAGEM DE MEV OBTIDAS PARA A SUPERFICIE DO SPE EM AMPLIAÇÃO DE 15 KX. 

(B) IMAGEM DE MEV OBTIDAS PARA A SUPERFICIE DO SPE EM AMPLIAÇÃO DE 15 KX. (C) 

IMAGEM DE MEV OBTIDAS PARA A SUPERFICIE DO SPE APÓS A ELETRODEPOSIÇÃO DO GQD, EM 

AMPLIAÇÃO DE 50 KX. (D) IMAGEM DE MEV OBTIDAS PARA A SUPERFICIE DO SPE APÓS A 

ELETRODEPOSIÇÃO DO GQD, EM AMPLIAÇÃO DE 50 KX. 

 
FONTE: O autor. 

 

As imagens de MEV, FIGURA 39, (A) e (B) representam a superfície do SPE sem 

modificação com GQD. A superfície do SPE não modificado apresentou característica porosa 

e rugosa, como esperado uma vez que a matriz constituinte é majoritariamente grafite. A 

FIGURA 39, (C) e (D), representam a superfície do SPE após a etapa de eletrodeposição do 

GQD e conseguinte modificação do eletrodo. Nessas imagens é possível perceber a formação 

de aglomerados de folhas de grafeno, que se repetem ao longo da superfície e confirmam a 

eletrodeposição do GQD. Entretanto, a partir das imagens não foi possível confirmar a 

formação do filme contínuo e homogêneo, devido a morfologia disforme da superfície do SPE.  

A superfície do SPE modificada com GQD foi então utilizada para construção do 

imunossensor. A utilização do PHB em sinergia com o GQD para modificação da superfície do 

SPE visa ancoramento do domínio RBD da proteína spike do SARS-CoV-2, com a finalidade 

de formar uma camada seletiva à interação com anticorpos contra essa proteína.  
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Para isso, 2,0 L da solução de PHB (1,0 g mL-1) foram adicionados a superfície do 

eletrodo pela técnica de dropcasting e secos a 37 ºC. Em seguida, foram adicionados 2 L do 

RBD (0,47 g mL-1) e incubados a 37 ºC durante uma hora em atmosfera saturada em água, 

para que a solução das proteínas não secasse na superfície do dispositivo, a partir daqui todas 

as incubações são realizadas na mesma condição. Os sítios remanescentes, inespecíficos que 

não se ligaram ao RBD, foram então bloqueados com BSA (1 mg mL-1), utilizando 2,0 L e 

incubado durante 15 minutos. Por fim, foi realizada a detecção do anticorpo através da 

incubação de 2,0 L de uma solução de anticorpos IgG, 1,0 g mL-1, durante uma hora. Cada 

etapa de construção foi avaliada por CV utilizando ferricianeto de potássio (2 mmol L-1) como 

sonda e tampão fosfato salino, 0,1 mol L-1 e pH 7,4, como eletrólito suporte. Os dados obtidos 

estão registrados na FIGURA 40. 

 
FIGURA 40: (A) VOLTAMOGRAMAS CÍCLICOS OBTIDOS PARA CADA ETAPA DE CONSTRUÇÃO DO 

IMUNOSSENSOR, UTILIZANDO SONDA K3[Fe(CN)6] 2,0 mMOL L-1, PBS COMO ELETRÓLITO 

SUPORTE E VELOCIDADE DE VARREDURA DE 50 MV S-1. (B) GRÁFICO DE BARRAS CONSTRUÍDO 

PELOS DADOS DE VOLTAMETRIA CÍCLICA, UTILIZANDO A INTENSIDADE DE PICO ANÓDICO DA 

SONDA PARA CADA ETAPA DE CONSTRUÇÃO DO DISPOSITIVO. 

 
FONTE: O autor. 

 

A FIGURA 40A mostra o comportamento voltamétrico registrado usando a sonda redox 

K3[Fe(CN)6], após cada etapa de construção do imunossensor. O CV obtido em sequência à 

eletrodeposição do GQD evidencia maiores intensidades de sinal redox tanto nos processos de 

redução quanto de oxidação. O sinal anódico se intensificou de 10,33 μA à 13,50 μA (ΔI = 3,17 

μA) como resultado da deposição do GQD na superfície do eletrodo de trabalho, que atua 

contribuindo nos processos redox da sonda devido à maior condutividade, área superficial e 

(A)                  (B) 
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possivelmente área eletroativa. Observa-se também a diminuição da separação entre os picos 

catódico e anódico que sugere um ganho em cinética e reversibilidade do processo.  

Em sequência, o PHB foi adicionado por dropcasting de 2,0 μL (8,33 μg mL-1) e seco 

a 37 ºC. Comparando o comportamento do PHB com o eletrodo modificado com GQD, a Ipa 

aumentou de 13,09 para 15,15 μA (ΔI = 2,06 μA), sugerindo que o PHB foi imobilizado com 

sucesso na superfície do eletrodo. O efeito está possivelmente relacionado com a inserção das 

partículas de PHB na superfície do SPE, as quais atuam possibilitando um rearranjo do GQD, 

expondo uma maior área de eletroativa, que resulta em uma melhor interação da superfície. com 

a sonda durante as reações redox, e consequentemente é registrado um aumento do Ipa. A 

próxima etapa consistiu no ancoramento RBD sobre PHB.  

Uma vez que as partículas poliméricas interagem e se ligam espontaneamente (self-

assemble) com as proteínas expressas que apresentam o domínio SBD-RBD, a simples adição 

e incubação permite a formação de uma ligação entre o polímero e a proteína. O mecanismo de 

interação ainda não é claro, mas essa interação já é descrita em literatura [177]. Essa etapa 

consistiu na adição e incubação de 2,0 μL da solução de RBD (0,47 μg mL-1) na superfície do 

E.T., a incubação foi realizada em atmosfera saturada de água a 37 ºC, inicialmente durante 

uma hora. Essa condição de atmosfera saturada em água permite que a incubação seja realizada 

a 37 ºC, pois evita que a solução proteica seque na superfície do dispositivo, efeito que pode 

causar desnaturação das proteínas. Além disso, o aumento de temperatura, bem como 

estabilidade, favorece a cinética de ligação entre o RBD e o PHB sem comprometer a 

conformação da proteína. Após a incubação, o eletrodo foi lavado 3 vezes por imersão em 

solução de PBS e, em seguida, o excesso de PBS foi seco e as medidas de CV foram realizadas. 

Após a imobilização do RBD, o voltamograma registrado apresenta diminuição da 

intensidade de pico catódico e anódico, ΔIpa = -2,36 μA. O RBD bloqueia a superfície e, sendo 

assim, atua como isolante que compromete a área eletroativa. Ainda, o arranjo geométrico da 

proteína pode atuar acrescentando um impedimento estérico, e consequentemente, prejudicando 

o acesso da sonda à superfície do eletrodo de trabalho. Sendo assim, a diminuição da corrente 

observada pode ser atribuída à imobilização do RBD na superfície do dispositivo.  

O próximo passo consistiu em bloquear sítios ativos remanescentes que não foram 

ocupados pelo RBD. Nessa etapa, foi utilizado BSA como agente de bloqueio, uma vez que se 

apresenta como proteína inerte. Para isso, 2,0 μL de BSA (1,0 mg mL-1) foram adicionados e 

incubados a 37 ºC durante 15 minutos, em atmosfera saturada de água, lavado 3 vezes em PBS 

por imersão, seco e então realizadas as medidas de CV. O BSA se liga aos sítios ativos 

remanescentes e faz com que a interação de proteínas-alvo com a superfície do dispositivo 
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ocorra majoritariamente através de interação ou ligação com o RBD ancorado na superfície. 

Então, o BSA se faz essencial para a construção de uma camada seletiva na superfície do SPE. 

O processo de ancoragem foi avaliado pela diminuição da intensidade do Ipa (ΔI = 2,45 μA), 

pois o BSA, análogo ao RBD, atua como isolante elétrico, bloqueia os sítios eletroativos e 

ocasiona um impedimento geométrico. 

A detecção dos anticorpos IgG (1,0 μg mL-1) contra o domínio RBD (AbS) é baseada 

na interação dos anticorpos (analito) e o RBD ancorado na superfície do eletrodo. A interação 

antígeno-anticorpo leva a formação do imunocomplexo RBD-AbS. O complexo RBD-AbS cria 

um efeito isolante e impedimento estérico, que afeta a interação entre a sonda redox e a 

superfície do eletrodo, levando a uma diminuição do sinal faradaico. Então, como esperado as 

medidas de CV mostraram uma redução de Ipa de 2,32 μA, conforme mostrado na FIGURA 

40B - AbS. 

O processo de ancoramento foi então confirmado através de imagens de MEV acoplado 

com EDS. Sendo as etapas de ancoramento do PHB e RBD avaliadas e mostradas na FIGURA 

41 e 42 respectivamente.  
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FIGURA 41: IMAGEM DE MEV OBTIDA PARA A SUPERFÍCIE DO SPE MODIFICADO COM GQD E PHB, 

MAGNITUDE DE AMPLIAÇÃO DE 3,22 KX. (B) MAPEAMENTO QUÍMICO PARA ATOMOS DE 

OXIGÊNIO OBTIDO PARA IMAGEM DE MEV REPRESENTADA EM (A). (C) MAPEAMENTO QUÍMICO 

DE ATOMOS DE NITROGÊNIO OBTIDO PARA IMAGEM DE MEV REPRESENTADA EM (A).  

 
FONTE: O autor. 

 

 A partir das imagens de MEV é possível perceber que as partículas de PHB se 

apresentam como estruturas esférica. As partículas se apresentam diretamente ligadas a 

superfície do dispositivo, é observado também a formação de aglomerados. Observa-se também 

estruturas cristalinas brancas e quase simétricas que são atribuídas ao NaCl advindo do PBS, 

mesmo após sucessivos enxagues com água ainda são observados os cristais.  

(A) 

(B)      (C) 
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O mapeamento químico de átomos de oxigênio, FIGURA 41 B, apresenta um acúmulo 

de átomos de oxigênio com posição sobreposta às partículas de PHB, oriundo da estrutura do 

PHB. Entretanto, especula-se que a interação do PHB com a superfície ocorra com maior 

afinidade pelas regiões nas quais o GQD foi depositado, nesse caso o acúmulo de oxigênio seria 

uma soma da contribuição do GQD com o PHB. O mapeamento químico de átomos de 

nitrogênio, FIGURA 41 C, não mostrou nenhum padrão de deposição de nitrogênio nessa etapa, 

que era esperado uma vez que nenhum dos constituintes modificadores apresenta nitrogênio em 

sua composição. A partir disso foi avaliado o processo de ancoramento das proteínas na 

superfície do PHB, também por MEV EDS, representado na FIGURA 42. 

 
FIGURA 42: IMAGEM DE MEV OBTIDA PARA A SUPERFÍCIE DO SPE MODIFICADO COM GQD, PHB 

E RBD, MAGNITUDE DE AMPLIAÇÃO DE 10 KX COM MAPEAMENTO QUÍMICO PARA ATOMOS DE 

OXIGÊNIO E NITROGÊNIO SOBREPOSTO À IMAGEM. 

 
FONTE: O autor. 

 

A imagem de MEV apresentada na FIGURA 42 foi focalizada e centralizada em uma 

partícula de PHB, da qual foi então realizado o mapeamento químico para átomos de oxigênio 

e nitrogênio. Nesse caso, o registro da imagem com mapeamento ocorreu após a etapa de 

incubação, e consequentemente ancoramento, do RBD. Análogo ao verificado no mapeamento 

anterior, o acúmulo de oxigênio, que é registrado como pontos azuis na imagem, ocorre 

majoritariamente na superfície da partícula. Por outro lado, o mapeamento para átomos de 
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nitrogênio, registrado como pontos verdes, mostrou também um acúmulo sobre a superfície do 

PHB, que está relacionado com o ancoramento do RBD na superfície do biopolímero. O 

resultado reforça o observado nos dados obtidos por voltametria que sugerem o ancoramento 

do RBD na superfície do PHB. 

A partir disso, verificou-se a influência do GQD no processo de construção e avaliação 

do dispositivo. Uma vez que o ancoramento das proteínas ocorre mais pronunciadamente na 

superfície do PHB, o seguinte estudo visa verificar a necessidade da utilização do GQD, tanto 

no processo de construção da camada seletiva quanto como amplificador de corrente. Os 

resultados obtidos de comparativo do dispositivo com e sem GQD estão representados na 

FIGURA 43. 
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FIGURA 43: (A) DADOS DE VOLTAMETRIA CÍCLICA SUMARIZADOS PARA CADA ETAPA DE 

CONSTRUÇÃO DOS IMUNOSSENSORES – COM E SEM GQD. (B) VOLTAMOGRAMAS CÍCLICOS 

OBTIDOS UTILIZANDO O IMUNOSSENSOR CONSTRUÍDO SEM GQD EM ENSAIO UTILIZANDO 

AMOSTRA DE SORO NEGATIVO, SONDA K3[Fe(CN)6] 2,0 mmol L-1, TAMPÃO PBS PH 7,4 COMO 

ELETRÓLITO SUPORTE E 50 mV s-1 VELOCIDADE DE VARREDURA. (C) VOLTAMOGRAMAS 

CÍCLICOS OBTIDOS UTILIZANDO O IMUNOSSENSOR CONSTRUÍDO SEM GQD EM ENSAIO 

UTILIZANDO AMOSTRA DE SORO POSITIVO, SONDA K3[Fe(CN)6] 2,0 mmol L-1, TAMPÃO PBS PH 7,4 

COMO ELETRÓLITO SUPORTE E 50 mV s-1 VELOCIDADE DE VARREDURA. 

 
FONTE: O autor. 

 

A FIGURA 43A representa a variação de corrente de pico após cada etapa de 

construção para os dois imunossensores preparados. A partir dos resultados é possível observar 

que os dois dispositivos apresentam perfil de resposta semelhante para as etapas de construção, 

essencialmente a diminuição da Ipa a cada etapa de imobilização proteica. As principais 

diferenças entre os dois dispositivos residem em três principais características: 

(1) Menor desvio padrão para cada etapa de construção do dispositivo com GQD; 

(2) Ipa do sinal PHB-RBD para o dispositivo com GQD é mais pronunciado; 

(A) 

(B) (C) 
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(3) Maior diferença de Ipa entre a etapa BSA-ABS para o dispositivo com GQD. 

O menor desvio padrão se relaciona com uma melhor acomodação do PHB na 

superfície do dispositivo quando há GQD depositado. O efeito acontece em virtude da interação 

dos grupos funcionais presentes na superfície do GQD com o PHB, que é rico em grupos 

oxigenados. A melhor acomodação do PHB permite que mais RBD seja ancorado e permaneça 

estável na superfície, o que acarreta em uma maior magnitude de variação da Ipa, 46% em 

relação ao Ipa sem GQD, para a etapa de ancoramento do RBD, uma vez que a proteína atua 

bloqueando a área eletroativa e inserindo um fator geométrico de impedimento estérico. Por 

fim e alicerçado pela melhor acomodação do PHB e também maior quantidade de RBD 

superficial, a detecção do AbS mostra um maior Ipa quando comparado ao dispositivo sem 

GQD, 1,70 ± 0,24 A e 1,00 ± 0,24 A respectivamente. O efeito sugere que mais AbS interage 

com a superfície e forma o imunocomplexo RBD-AbS.  

O dispositivo construído sem GQD também foi avaliado frente a amostras reais de soro 

positivo e negativo, com e sem anticorpos respectivamente. O estudo tem a finalidade de 

verificar a formação e estabilidade da camada seletiva na superfície do SPE, na ausência do 

nanomaterial, FIGURA 43B e C. A leitura de ambas as amostras evidência um problema na 

camada seletiva. A FIGURA 43B mostra um aumento da corrente faradaica após a incubação 

do soro negativo, o que pode estar associado a lixiviação do PHB e, consequentemente, dos 

componentes do imunossensor (PHB-RBD-BSA). Por outro lado, a amostra de soro positivo, 

que apresenta AbS, não mostrou variação do sinal da sonda após a incubação da amostra. 

Apesar de não apresentar lixiviação como no soro negativo, o sinal obtido sugere que os 

anticorpos não interagiram suficientemente com a superfície do dispositivo, seja por adsorção 

ou formação do imunocomplexo. O efeito relaciona-se com ineficiência da formação da camada 

seletiva na superfície do dispositivo, provavelmente devido à baixa quantidade de PHB e RBD 

imobilizada. 

Para fins de comparação, o processo de ancoramento das proteínas RBD e BSA, assim 

como detecção do AbS, foram avaliados pela tradicional e bem descrita rota de imobilização 

intermediada pela reação de ligação cruzada utilizando os reagentes EDC e NHS [190]. O 

mecanismo dessa reação consiste na ativação dos grupos carboxílicos superficiais, que são 

advindos da matriz do GQD. Inicialmente, o EDC interage com os grupos carboxílicos 

superficiais formando o intermediário o-acilureia. Esse intermediário apresenta baixa 

estabilidade, podendo ser substituído por aminas primárias volumosas, que nesse caso são 

provenientes das proteínas adicionadas, RBD e BSA. Em virtude da baixa estabilidade, a 
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superfície ativada é passiva de hidrólise, que culmina com a regeneração dos grupos 

carboxílicos “livres”.  

Com a finalidade de mitigar o processo de hidrólise é utilizado o NHS em associação 

com o EDC. O NHS atua com mecanismo análogo à proteína e substitui o EDC. Agora, a 

superfície ativada com NHS minimiza a hidrólise e ainda, mesmo ativado com NHS, pode ser 

substituída por uma proteína, cuja substituição permite a formação de uma ligação covalente 

entre a superfície dos grupos carboxílicos e a proteína inserida. Os resultados voltamétricos 

obtidos para a rota de imobilização com EDC/NHS estão representados na FIGURA 44 A e B. 

 
FIGURA 44: (A) VOLTAMOGRAMAS CÍCLICOS OBTIDOS PARA CADA ETAPA DE CONSTRUÇÃO DO 

IMUNOSSENSOR ATRAVÉS DA ROTA COM EDC/NHS, UTILIZANDO SONDA K3[Fe(CN)6] 2,0 mmol L-

1, PBS COMO ELETRÓLITO SUPORTE E VELOCIDADE DE VARREDURA DE 50 mV s-1. (B) GRÁFICO 

DE BARRAS CONSTRUÍDO PELOS DADOS DE VOLTAMETRIA CÍCLICA, UTILIZANDO A 

INTENSIDADE DE PICO ANÓDICO DA SONDA PARA CADA ETAPA DE CONSTRUÇÃO DO 

DISPOSITIVO. 

 
FONTE: O autor. 

 

As etapas de construção do dispositivo, de maneira geral, apresentaram um 

comportamento eletroquímico semelhante ao PHB para cada etapa de ancoramento proteico. 

Após a etapa de reação com EDC NHS observa-se um aumento da corrente faradaica, que se 

relaciona com a interação eletrostática da sonda com superfície ativada, efeito que já foi 

observado em outros dispositivos propostos em nosso laboratório de pesquisa [83,111,191] e 

também na literatura [172].A imobilização do RBD, mostrou uma diminuição da intensidade 

de pico anódico da sonda, que sugere a imobilização uma vez que a proteína contribui com 

impedimento estérico e bloqueia a superfície eletródica. O mesmo comportamento é observado 

para imobilização do BSA, pelo mesmo motivo.  
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Quando é observada a resposta, na etapa de detecção de AbS usando a estratégia 

convencional com EDC/NHS, o dispositivo mostrou apenas 12% de redução de Ipa enquanto a 

abordagem de imobilização usando PHB mostrou uma diminuição de Ipa de 23% para a mesma 

concentração de AbS (0,47 g mL-1). Isso indica uma maior sensibilidade para detecção de AbS 

quando o RBD está ancorado no PHB, o que pode ser atribuído à maior eficiência no processo 

de ancoragem, significando que mais RBD está ligado e disponível para interagir com o AbS.  

Além de apresentar maior sensibilidade frente a rota de imobilização com EDC/NHS, o 

PHB ainda apresenta maior versatilidade de uso, visto que a imobilização das proteínas pode 

ser realizada na superfície do PHB prévio a etapa de dropcasting na superfície do eletrodo, o 

que permite que somente uma etapa de ancoramento seja efetuada. Assim, avaliou-se a 

construção do imunossensor explorando essa abordagem de imobilização de etapa única. Para 

demonstrar esta característica, uma mistura de PHB, RBD e BSA foi preparada sob as mesmas 

condições de concentração e tempo utilizadas em estudos prévios com PHB. Inicialmente, a 

dispersão de PHB foi diluída até a concentração final de 0,83 g mL-1, em seguida 2,0 L da 

solução estoque de RBD foram adicionados, resultando numa concentração final de 0,47 g 

mL-1 de RBD e agitado por uma hora a 4 ºC. Em seguida, o BSA foi adicionado (2 L; 1,0 mg 

mL-1) e agitado durante 15 minutos também a 4 ºC. Essa mistura foi então inserida sobre a 

superfície do eletrodo de trabalho para formação da camada seletiva do imunossensor. 

A construção do dispositivo foi avaliada por VC, no qual GQD foi previamente 

eletrodepositado, seguido da adição da mistura PHB-RBD-BSA por dropcasting e secagem a 

37 ºC (aproximadamente 30 minutos). Os resultados obtidos estão sumarizados na FIGURA 

45.  
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FIGURA 45: (A) VOLTAMOGRAMAS CÍCLICOS OBTIDOS PARA CADA ETAPA DE CONSTRUÇÃO DO 

IMUNOSSENSOR ATRAVÉS DA ROTA DE IMOBILIZAÇÃO DA MISTURA, UTILIZANDO SONDA 

K3[Fe(CN)6] 2,0 mmol L-1, PBS COMO ELETRÓLITO SUPORTE E VELOCIDADE DE VARREDURA DE 50 

mV s-1. (B) GRÁFICO DE BARRAS CONSTRUÍDO PELOS DADOS DE VOLTAMETRIA CÍCLICA, 

UTILIZANDO A INTENSIDADE DE PICO ANÓDICO DA SONDA PARA CADA ETAPA DE 

CONSTRUÇÃO DO DISPOSITIVO. 

 
FONTE: O autor. 

 

Os voltamogramas cíclicos mostram um aumento do Ipa após a eletrodeposição do GQD, 

como esperado e já observado em estudos anteriores. Após o dropcasting da mistura observa-

se uma diminuição do Ipa. Essa diminuição está associada à imobilização da mistura e seus 

constituintes proteicos, que bloqueiam parcialmente a superfície eletroativa. Por fim, a detecção 

do AbS mostra diminuição da corrente faradaica ( Ipa = 3,08 A), que sugere a formação do 

imunocomplexo com o RBD superficial, cujo resultado é comparável com a detecção do AbS 

no dispositivo construído através das etapas separadas ( Ipa = 2,94 A).  

Portanto os estudos mostraram que o PHB apresentou potencialidade para ancoramento 

das proteínas RBD e BSA, assim como permitiu a disponibilidade do epítopo da proteína RBD 

para interação com o AbS e consequentemente formação do imunocomplexo. Os ensaios 

eletroquímicos mostraram maior sensibilidade na detecção do AbS utilizando a plataforma com 

PHB frente à rota com EDC NHS, além de possibilitar o ancoramento prévio à inserção no 

dispositivo, o que possibilita a construção do imunossensor em uma única etapa. Tendo em 

vista isso, os parâmetros de construção do dispositivo foram avaliados visando melhorar a 

resposta obtida para detecção do AbS em termos de reprodutibilidade, estabilidade e 

sensibilidade.  
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7.3 OTIMIZAÇÃO DOS PARAMETROS DE CONSTRUÇÃO DO IMUNOSSENSOR 

 

Como já mencionado no tópico anterior, o método proposto foi otimizado, visando 

aumentar a sensibilidade, reprodutibilidade e viabilidade do sensor. Portanto, foram avaliados 

parâmetros envolvendo a construção do sensor como eletrodeposição do GQD, modificação 

com PHB e imobilização do RBD (tempo e concentração).  

Inicialmente a eletrodeposição do GQD foi avaliada tendo em vista o processo de 

ancoramento e estabilidade da superfície das proteínas, tendo em vista que há uma 

contraposição entre a redução dos grupos oxigenados e sua disponibilidade para ancoramento. 

Então, o estudo teve como base o Ipa da sonda para detecção da formação do imunocomplexo, 

ou seja, o sinal do imunossensor construído e a variação após a inserção e detecção do AbS, os 

resultados obtidos estão sumarizados na FIGURA 46.  

 
FIGURA 46: GRÁFICO DE BARRAS SUMARIZANDO OS DADOS DE VOLTAMETRIA CÍCLICA PARA 

DETECÇÃO DO ANTICORPO COM DIFERENTES CICLOS DE ELETRODEPOSIÇÃO DO GQD, 

UTILIZANDO A INTENSIDADE DE PICO ANÓDICO DA SONDA. 

 
 

 
FONTE: O Autor. 

 

   3 ciclos           5 ciclos        10 ciclos 
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O estudo avaliou três, cinco e dez ciclos de eletrodeposição do GQD, no qual se observa 

que com três ciclos de eletrodeposição há uma limitação relacionada ao intervalo útil de 

detecção. Além disso, apesar de haver uma diferença visual entre o sinal do imunossensor e a 

detecção do AbS, não há diferença estatística no nível de 95% (tcrítico 2,776 > 2,611 tcalculado). 

Sendo assim, especula-se que com três ciclos a deposição do GQD ainda é pouco homogênea 

e em decorrência disso percebe-se também maiores barras de estimativa de desvio padrão para 

a medida de “branco” do imunossensor, que está relacionado com uma variação na quantidade 

de material biológico ancorado, devido à falta de homogeneidade de deposição do GQD 

[126,129,192].  

No outro extremo, dez ciclos, observa-se diferença significativa entre as duas médias ao 

nível de 95% (tcalculado 3,171 > 2,776 tcrítico), que confirma a detecção do AbS nessa condição. 

Entretanto, as barras de desvio padrão (± DP) são aproximadamente duas vezes maior que 

aquelas registradas com cinco ciclos. O efeito pode estar atrelado à redução dos grupos 

oxigenados superficiais do GQD, durante o processo de eletrodeposição, uma vez que a maior 

quantidade de ciclos de eletrodeposição implica na diminuição da quantidade de grupos 

funcionais oxigenados superficiais, os quais participam ativamente no processo de adsorção do 

PHB na superfície do eletrodo [126,129,192]. Por fim, com cinco ciclos foram registrados os 

melhores resultados tanto relacionados ao intervalo útil de detecção quanto ao menor DP, que 

sugere um balanço entre a deposição homogênea do GQD e a quantidade de grupos funcionais 

adequadas para um ancoramento estável do PHB na superfície do eletrodo de trabalho. Portanto, 

cinco ciclos de deposição do GQD foram considerados como a condição ótima e utilizados para 

estudos posteriores.  

Em seguida, a concentração do PHB adicionado foi avaliada, visto que ele atua criando 

uma interface de ancoramento entre a superfície do eletrodo de trabalho e a biomolécula 

adicionada. Para isso, a quantidade de PHB na superfície do dispositivo dita quanto de cada 

biomolécula será ancorada na superfície do dispositivo. O estudo avaliou diferentes diluições 

da suspensão de partículas de PHB na faixa de 5 g mL-1 a 0,05 g mL-1. Para cada diluição 

estudada o dispositivo construído foi avaliado passo a passo por VC com a finalidade de 

comparar o efeito da concentração do PHB no ancoramento do RBD, BSA e detecção do AbS. 

Os resultados obtidos estão sumarizados na FIGURA 47. 
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FIGURA 47: GRÁFICO DE BARRAS SUMARIZANDO OS DADOS DE VOLTAMETRIA CÍCLICA 

OBTIDOS PARA CADA ETAPA DE CONSTRUÇÃO DO DISPOSITIVO COM DIFERENTES 

CONCENTRAÇÕES DE PHB. 
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FONTE: O autor. 

 

A maior concentração de PHB estudada (5 g mL-1) apresentou comportamento 

voltamétrico já observado para a ancoragem RBD, uma diminuição de Ipa. No entanto, o excesso 

de PHB gerou, indiretamente, um bloqueio da superfície após a imobilização do BSA. Como 

consequência, não houve variação significativa da corrente faradaica entre a leitura realizada 

da superfície com BSA e após incubação na presença do AbS, sugerindo que não houve 

formação do imunocomplexo.  

A condição ótima de concentração de PHB foi obtida utilizando 0,50 g mL-1 de PHB, 

uma vez que apresentou sinal estável e bem definido para cada etapa de imobilização e com a 

maior magnitude de variação de Ipa para a detecção do AbS ( Ipa = 3,74 A), que representa 

uma queda de 46% do Ipa registrado na etapa do BSA. Concentrações mais baixas de PHB 

mostraram o mesmo comportamento eletroquímico, mas com variações de corrente menos 
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expressivas nas etapas de imobilização, principalmente no que se refere a Ipa registrado para 

o RBD. O efeito sugere que menos proteína foi imobilizada e como consequência a 

sensibilidade de detecção do AbS é menor. Nesse caso, a detecção do AbS registrou uma queda 

do Ipa de 18% e 25% em relação ao sinal obtido na etapa do BSA, para 0,1 e 0,05 g mL-1 de 

PHB respectivamente. Portanto, 0,50 g mL-1 de PHB foi definido como a condição ideal de 

concentração e aplicado para estudos posteriores. 

Uma vez verificada a condição ótima de concentração de PHB, a concentração de RBD 

foi avaliada, uma vez que essa proteína atua como elemento de reconhecimento biológico e é 

fundamental para a detecção seletiva dos anticorpos IgG contra o vírus da covid. A quantidade 

de RBD adicionada dita quanto do PHB estará decorado com a proteína e efetivamente estará 

disponível para interagir com o AbS. Sendo assim, a concentração de RBD afeta diretamente a 

sensibilidade e seletividade do método proposto. A concentração de RBD foi avaliada de 4,7 

g mL-1 a 0,11 g mL-1 levando em consideração todas as etapas de montagem do dispositivo, 

as quais foram avaliadas por CV e estão sumarizadas na FIGURA 48. 

 
FIGURA 48: GRÁFICO DE BARRAS SUMARIZANDO OS DADOS DE VOLTAMETRIA CÍCLICA 

OBTIDOS PARA CADA ETAPA DE CONSTRUÇÃO DO DISPOSITIVO COM DIFERENTES 

CONCENTRAÇÕES DE RBD. 
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FONTE: O autor. 



102 

 

A partir da análise estatística dos dados voltamétricos obtidos, não se observa diferença 

significativa de Ipa nos voltamogramas registrados para o RBD, baseado no teste de ANOVA 

com 95% de confiança pcalculado 0,1368 > 0,05 p. Então, a escolha da condição ótima levou em 

consideração majoritariamente o Ipa entre as etapas RBD e BSA. Nesse caso, a diminuição da 

corrente referente a imobilização do BSA pode fornecer indícios de quanto RBD está 

efetivamente imobilizado na superfície do dispositivo, visto que menores variações de corrente 

atrelados a imobilização do BSA indicam menor quantidade de BSA imobilizado, ou seja 

menos sítios ativos livres após a imobilização do RBD. Além disso, a maior variação do Ipa para 

a etapa de detecção de AbS sugere maior sensibilidade de detecção, sendo esse também um 

parâmetro avaliado. Assim, seria esperado que a maior concentração de RBD (4,7 g mL-1) 

fornecesse a maior sensibilidade para detecção do AbS e uma menor contribuição do BSA. 

Entretanto, isso não foi observado, sendo a contribuição do BSA para o bloqueio da superfície 

eletroativa comparável com o resultado obtido para 0,23 g mL-1, o que sugere que o RBD não 

está interagindo eficientemente com a superfície do PHB devido ao excesso de concentração, 

possivelmente devido ao efeito Hook [193,194]. Por outro lado, os resultados obtidos utilizando 

a concentração de 0,47 g mL-1 de RBD mostraram a menor contribuição do BSA, em termos 

de bloqueio da superfície eletroativa, e a maior variação de Ipa para detecção do AbS, que está 

relacionado com uma melhor acomodação do RBD na superfície do dispositivo. Sendo assim, 

0,47 g mL-1 de RBD foi utilizado como concentração ótima para estudos posteriores.  

Em seguida, foram estudados os tempos de incubação das proteínas. Uma vez que a 

finalidade do sensor sugerido é a aplicação como POC, o desenvolvimento desses dispositivos 

preconiza baixo tempo de ensaio associado à um baixo custo e consequentemente 

acessibilidade. Portanto, os ensaios relacionados a otimização de tempo visam minimizar o 

processo de montagem do dispositivo bem como detecção dos anticorpos. Inicialmente o tempo 

de incubação do RBD foi avaliado, os resultados estão sumarizados na FIGURA 49.  
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FIGURA 49: GRÁFICO DE BARRAS SUMARIZANDO OS DADOS DE VOLTAMETRIA CÍCLICA 

OBTIDOS PARA CADA ETAPA DE CONSTRUÇÃO DO DISPOSITIVO COM DIFERENTES TEMPOS DE 

INCUBAÇÃO DO RBD. 

FONTE: O autor. 

 

O estudo do tempo de incubação do RBD, FIGURA 49, não apresentou diferença na 

resposta voltamétrica no intervalo de tempo estudado para nenhuma das imobilizações (RBD e 

BSA), assim como não houve variação significativa no Ipa para detecção do AbS, portanto 15 

minutos de incubação foi utilizado em estudos posteriores. 

O tempo de incubação do AbS foi avaliado com tempos de incubação para formação do 

imunocomplexo RBD-AbS de 15 a 60 minutos. Os resultados observados estão sumarizados na 

FIGURA 50.  
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/FIGURA 50: GRÁFICO DE BARRAS SUMARIZANDO OS DADOS DE VOLTAMETRIA CÍCLICA 

OBTIDOS PARA A DETECÇÃO DO AbS COM DIFERENTES TEMPOS DE INCUBAÇÃO PARA 

FORMAÇÃO DO IMUNOCOMPLEXO.  

FONTE: O autor. 

 

O estudo do tempo de interação do anticorpo com o imunossensor, FIGURA 50, 

mostrou que tempos menores que 60 minutos não apresentam variação estatística significativa 

do Ipa (ANOVA 95% pcalculado 0,1690 > 0,05 p) para a detecção do AbS, indicando que não há 

interação suficiente nesse tempo, limitada provavelmente pela cinética de formação do 

imunocomplexo na condição estudada. Tempos maiores que 60 minutos não foram avaliados 

tendo em vista a premissa dos sensores tipo POC que é a redução dos tempos de ensaio. Nesse 

sentido, a redução dos tempos de incubação para desenvolvimento de sensores que visam 

diagnóstico ainda é uma barreira a ser quebrada. Uma vez otimizado todos os parâmetros de 

construção do dispositivo, foi avaliado o desempenho analítico do imunossensor para detecção 

de AbS.  

 

7.4 DESEMPENHO ANALÍTICO E ESTUDOS SOBRE O EFEITO DE MATRIZ 

 

Para avaliar como o sensor otimizado responde a diferentes concentrações de anticorpos 

alvo, o imunossensor proposto foi submetido à incubação com anticorpos IgG contra o RBD 

do SARS-CoV-2 entre 25 μg mL-1 e 50 ng mL-1 diluídos em solução de PBS. Além disso, para 

verificar o efeito da matriz biológica (soro sanguíneo) na resposta voltamétrica, o mesmo 

conjunto de experimentos foi realizado usando uma amostra de soro humano negativo (para 
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anticorpos IgG anti-RBD) enriquecida com diferentes concentrações de AbS, os resultados 

foram obtidos pela técnica de DPV e estão resumidos na FIGURA 51. 

 
FIGURA 51: CURVAS ANALÍTICAS CONTRUÍDAS ATRAVÉS DOS DADOS OBTIDOS POR DPV PARA 

CONCENTRAÇÃO DE AbS VARIANDO DE 10 μg mL-1 A 100 ng mL-1 NAS MATRIZES DE PBS E SORO 

NEGATIVO ENRIQUECIDAS. 

0,1 1,0 10,0
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FONTE: O autor. 

 

Para ambos os estudos, observou-se uma relação entre a diminuição do sinal faradaico 

e a concentração de AbS de 100 ng mL-1 até 10 μg mL-1. Além disso, as medidas registradas 

com AbS na concentração de 25 μg mL-1 não mostraram variação no sinal voltamétrico. Esse 

comportamento pode estar relacionado ao efeito Hook, que é um fenômeno pelo qual a eficácia 

dos anticorpos em interagir e formar um imunocomplexo é prejudicada quando a concentração 

de um anticorpo ou antígeno é muito alta. Assim, a formação do imunocomplexo é minimizada 

com concentrações mais altas [193,194]. A curva de correlação obtida em solução de PBS 

mostrou maior sensibilidade à detecção de AbS em comparação com a amostra de soro humano 

fortificada, baseado nas equações ( Isoro (%) = 86.47 – 9.80 log(CAbS) e ( IPBS (%) = 78.86 – 

12.89 log(CAbS) e o LOD foi definido como a menor concentração detectável, 100 ng mL-
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1.Nesse sentido, observou-se uma sensibilidade menor com o uso de soro humano quando 

comparado à solução de PBS.  

A avaliação do efeito de matriz na resposta analítica de imunossensores eletroquímicos 

é crucial para aplicação visando diagnóstico, pois a complexidade da matriz pode levar a 

interações inespecíficas resultando em um sinal falso-positivo. O desempenho analítico sugeriu 

pequeno efeito da matriz na resposta voltamétrica, o que não foi considerado um inconveniente 

para o imunossensor, uma vez que a amostra biológica utilizada é uma matriz muito complexa. 

A combinação do GQD com o PHB como plataforma para ancorar proteínas e/ou outros 

componentes biológicos deve ser destacada, pois é uma forma rápida e viável de construir 

imunossensores. O desempenho geral e o tempo de montagem do sistema GQD-PHB são 

comparáveis com a literatura, que ressalta a competitividade da aplicação quando comparada a 

metodologias bem estabelecidas. A Tabela 1 resume outros trabalhos destinados a detecção do 

COVID utilizando estratégias conhecidas e ou bem definidas para montagem dos 

imunossensores. 
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7.5 SELETIVIDADE DA RESPOSTA DO IMUNOSSENSOR E ANÁLISE DAS 

AMOSTRAS DE SORO 

A seletividade é um dos principais requisitos para que um imunossensor seja 

viável, visto que resultados falsos positivos são comuns e um obstáculo a ser superado na 

maioria dos métodos de detecção e diagnóstico em matrizes biológicas. A seletividade do 

sensor proposto foi testada em matriz de soro negativo enriquecida com anticorpos contra 

a febre amarela (FA), o resultado obtido foi comparado com a detecção dos anticorpos 

Anti-S na presença de anticorpos contra FA. Além disso, o dispositivo proposto foi 

avaliado frente a diferenciação de amostras de soro positivo e negativo. Os resultados 

obtidos estão representados na FIGURA 52. 

 
FIGURA 52: (A) RESULTADOS OBTIDOS POR DPV SUMARIZADOS PARA O ENSAIO DE 

SELETIVIDADE EM AMOSTRA DE SORO NEGATIVO ENRIQUECIDA COM AbS e FA. (B) DPV 

REPRESENTANDO A DETECÇÃO E DIFERENCIAÇÃO DOS SOROS POSITIVO E NEGATIVO. (C) 

RESULTADOS OBTIDOS POR DPV SUMARIZADOS PARA O ENSAIO DE DETECÇÃO E 

DIFERENCIAÇÃO DE AMOSTRAS DE SORO NEGATIVO E POSITIVO.  

 
FONTE: O autor. 
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Conforme observado na FIGURA 52A, não há diferença estatística, no nível de 

95%, entre o sinal obtido antes e após a incubação do soro enriquecido com anticorpos 

de controle (FA) (tcalculado - 1,243 2,776 - tcrítico). O resultado observado é um indicativo 

de que a camada seletiva não interagiu de maneira inespecífica com os constituintes do 

soro negativo, assim como com os anticorpos contra a FA.  

Também foi realizada a avaliação do soro negativo fortificado com AbS na 

presença de FA. O ensaio mostra uma diminuição da corrente faradaica, proporcionada 

essencialmente pela interação dos AbS com o RBD da camada seletiva. Sendo assim 

sugere-se que os anticorpos contra FA não apresentam competição ou interferência 

significativa na detecção dos AbS em matriz de soro sanguíneo humano. Assim, foi 

possível verificar que o sensor proposto apresentou pouca interação com a matriz da 

amostra, que aliado a seletividade, permitiu a diferenciação de 0,50 μg mL-1 de anticorpos 

específicos contra a proteína RBD do SARS-CoV-2 na matriz da amostra negativa. 

Apesar do número de anticorpos nas amostras depender do sistema imunológico do 

paciente e da cronologia da doença, variando em uma ampla faixa, o sistema GQD-PHB-

RBD pode auxiliar na avaliação de uma resposta imunogênica. 

Uma vez que o sensor proposto mostrou potencialidade de aplicação foram 

avaliadas amostras de soro humano positivas e negativas (1000x diluídas). A Fig. 52B 

mostra medidas representativas de DPV realizadas usando o imunossensor proposto. De 

modo geral, as medidas de amostras de soro negativas não alteraram o sinal redox, 

enquanto as amostras de soro positivas para COVID-19 diminuíram o Ipa. Amostras de 

soro negativo, de modo geral, não mostraram diferença estatística no nível de 95%, em 

relação ao sinal em branco (tcalculado < tcrítico). No entanto, a amostra 2- mostrou uma 

diferença estatística (tcalculado 2,35 > tcrítico 2,306), indicando um teste falso positivo.  

As amostras de soro positivo evidenciaram diferença estatística entre o sinal do 

branco e a amostra (tcalculado > tcrítico 2,306) para todas as amostras analisadas, 

diferenciando claramente os positivos dos negativos. Nesse caso, das oito amostras de 

soro analisadas apenas um falso positivo foi obtido e nenhum falso negativo foi 

registrado. Assim, cerca de 87,5% das amostras investigadas forneceram resultados 

adequados, mas um conjunto de amostras mais significativo deve ser avaliado para 

determinar a eficácia do dispositivo e sua confiabilidade como um dispositivo POC.  
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8 CONCLUSÕES PARCIAIS 

 

Embora descoberto em 1925, o PHB ainda é pouco estudado e aplicado no 

desenvolvimento de biossensores, em especial eletroquímicos. Esse material possui 

grande potencial para o desenvolvimento de dispositivos POC, pois apresenta baixo 

custo, fácil obtenção e pode ser escalado para produção industrial. Além disso, a 

possibilidade de adicionar domínios de ligação para interação específica com o PHB e 

produzir micro e nanoestruturas torna o material muito versátil. No presente estudo, o 

PHB apresentou melhores resultados do que a tradicional reação para imobilização de 

proteínas - EDC/NHS. O sensor proposto mostrou seletividade contra anticorpos de Febre 

Amarela e possibilitou diferenciar amostras de soro negativas e positivas com resultados 

comparáveis aos da literatura. Além disso, foi possível imobilizar proteínas diretamente 

no PHB, prévio a adsorção no SPE, que indica possibilidade de uma redução drástica nos 

tempos de construção do dispositivo. O GQD apresentou papel fundamental na 

construção do imunossensor proposto uma vez que criou uma interface adequada a 

criação da camada seletiva na superfície do SPE, que garantiu seletividade do dispositivo 

frente as amostras reais e a febre amarela.  
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9 CONCLUSÕES GERAIS 

 

Os imunossensores eletroquímicos apresentam grande potencialidade para o 

desenvolvimento de dispositivos POC, devido ao baixo custo e acessibilidade. Entretanto, 

ainda é necessário o desenvolvimento de plataformas mais simples, com menores tempos 

de preparo e ensaios de detecção, para que seja competitivo frente aos métodos atuais já 

estabelecidos. Nesse sentido, são diversas as pesquisas relacionadas a novos eletrodos, 

que sejam mais robustos e baratos, como é o caso do Proto-pasta impresso por FDM. 

Assim como, novas plataformas para ancoramento de proteínas, que atendam aos 

requisitos de acessibilidade e simplicidade técnica, como o aqui reportado GQD e PHB. 

Os dispositivos se mostraram adequados ao propósito de detecção das proteínas 

estudadas, mas ainda existe uma lacuna relacionado a viabilidade de aplicação desses 

sensores em situações clínicas rotineiras que remete a menores tempos de preparo e 

incubação, construção da camada seletiva e preparo de amostras. A construção de 

dispositivos mais robustos, que permitam a utilização de amostras sem diluição por 

exemplo, ainda é um desafio que barra a aplicação dos imunossensores eletroquímicos 

em sistemas clínicos.  
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ANEXOS 1 

 

AVALIAÇÃO DO FILAMENTO IN NATURA – NÃO IMPRESSO 

 

A avaliação de cada etapa do imunossensor utilizando o filamento não impresso 

foi realizada empregando-se voltametria cíclica e espectroscopia de impedância 

eletroquímica. O sistema de detecção consiste em uma célula eletroquímica convencional 

de três eletrodos, utilizando Proto-pasta (não impresso – in natura) como eletrodo de 

trabalho, contra-eletrodo de platina e referência prata-cloreto de prata. Os resultados 

obtidos podem ser observados na FIGURA A1. 

 
FIGURA A1: (A) VOLTAMOGRAMAS CÍCLICOS OBTIDOS PARA CADA ETAPA DA 

CONSTRUÇÃO DO IMUNOSSENSOR UTILIZANDO FILAMENTO PROTO-PASTA IN NATURA – 

NÃO IMPRESSO COMO ELETRODO DE TRABALHO, VELOCIDADE DE VARREDURA DE 50 mV 

s-1, SONDA K3[Fe(CN)6] 2,0 mmol L-1 E ELETRÓLITO SUPORTE KCl 0,1 mol L-1. (B) RESULTADOS 

DE CV OBTIDOS SUMARIZADOS (n = 3; ± DP). 

 
FONTE: O Autor. 

 

O estudo voltamétrico representado na FIGURA A1 trata essencialmente da 

potencialidade de aplicação do filamento proto-pasta tanto para propósito de sensor 

eletroquímico, sendo utilizado como eletrodo de trabalho, quanto para imobilização de 

proteínas para montagem do imunossensor para detecção da proteína N do Hantavírus 

Araucária. Nesse sentido, o branco do dispositivo mostrou perfil voltamétrico 

característico da sonda [Fe(CN)6] 3-/4- o que indicou a viabilidade de utilização do material 
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como eletrodo de trabalho. A partir disso o imunossensor foi construído e avaliado etapa 

a etapa. 

Após a ativação dos grupos carboxílicos, foi realizada a imobilização do anticorpo 

contra o hantavírus araucária (HAb), feita a partir de incubação (4 ºC por 60 min.), 

utilizando 5,0 μL da solução estoque dos anticorpos (1,18 mg mL-1). Como se trata de 

uma reação de substituição (ligação cruzada), especula-se que o anticorpo se liga aos 

grupos carboxílicos provenientes das bordas do PLA e do negro de fumo. Os 

voltamogramas obtidos para essa etapa de ancoramento estão representados na FIGURA 

A1 - em vermelho (HAb).  

A partir da comparação dos voltamogramas obtidos observa-se um aumento da 

intensidade de corrente (ΔI = 2,53 μA) para ambos os processos redox após a imobilização 

do HAb, efeito que sugere que o anticorpo foi imobilizado. É reportado em literatura 

[203], que a superfície do anticorpo contra o hantavírus apresenta densidade de carga 

positiva, efeito que justifica a maior magnitude de variação da intensidade de pico do 

Fe(CN)6
3-/4-. Uma vez que esta sonda apresenta carga negativa, ocorre possivelmente 

interação eletrostática da superfície positiva do anticorpo com o Fe(CN)6
3-/4- e por 

consequência se observa processos redox de maior intensidade.  

Para garantir que não existam sítios inespecíficos na superfície do eletrodo, ou 

seja, EDC/NHS não substituído pelo anticorpo, realizou-se o ancoramento da albumina. 

Para isso, foi utilizado 5,0 μL de uma solução de BSA 1,0 mg mL-1, em tampão fosfato 

0,02 mol L-1 e pH 7.4, a qual foi adicionada à superfície do eletrodo e incubada a 

temperatura ambiente. O voltamograma obtido (FIGURA A1 – representados como BSA 

na cor verde) para essa etapa de ancoramento mostra uma diminuição da intensidade dos 

processos redox, quando comparado ao sinal obtido para HAb, que pode ser atribuído ao 

bloqueio da superfície remanescente de Proto-Pasta ativado com EDC/NHS, bem como 

bloqueio da superfície eletroativa, uma vez que se trata de uma estrutura proteica não 

condutora.  

Por fim, verificou-se a interação da nucleoproteína do hantavírus (Np) com o 

anticorpo. A Np foi adicionada à superfície do eletrodo, utilizando 5,0 μL da solução 

estoque (0,4 mg mL-1) incubada a 4 ºC por 1h. Analisando os voltamogramas obtidos, 

FIGURA A1 - HAb-Np em azul, pode-se observar uma diminuição da intensidade de 

corrente, que pode estar relacionado fundamentalmente com a interação da Np com o 

anticorpo levando a formação do imunocomplexo HAb-Np. O imunocomplexo, por sua 
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vez, possivelmente bloqueia a superfície do eletrodo promovendo passivação da 

superfície eletroativa, dificultando a difusão da sonda até a superfície do eletrodo e 

diminuindo transferências de elétrons. Como consequência, observa-se a diminuição da 

intensidade dos sinais redox.  

O processo de construção do imunossensor proposto também foi investigado 

empregando EIS utilizando a sonda K3[Fe(CN)6]. Os resultados representativos estão 

apresentados na FIGURA A2.  

 
FIGURA A2: (A) MEDIDAS DE IMPEDÂNCIA ELETROQUÍMICA OBTIDAS PARA O PROTO-

PASTA IN NATURA – NÃO IMPRESSO, APÓS CADA ETAPA ENVOLVIDA NA CONSTRUÇÃO DO 

IMUNOSSENSOR, UTILIZ ANDO A SONDA K3[Fe(CN)6], 2,0 mmol L-1 EM KCl 0,1 mol L-1, 10 mV 

DE AMPLITUDE. (B) RESULTADOS DE EIS SUMARIZADOS (n = 3; ± DP). 

 
FONTE: O Autor. 

 

A partir dos dados obtidos por EIS, foi possível construir os diagramas de Nyquist 

(FIGURA A2) obtidos para cada etapa de montagem do imunossensor, com as mesmas 

etapas descritas anteriormente. A partir do diagrama é possível verificar o mesmo padrão 

de perfil obtido na voltametria cíclica, para a EIS. Observou-se uma diminuição da 

resistência à transferência de cargas (Rct) após a imobilização do anticorpo, de 2,72 kΩ 

(branco) para 1,70 kΩ (HAb), que indica maior taxa de transferência de elétrons entre o 

dispositivo e a sonda, possivelmente atrelado ao efeito de interação eletrostática da 

superfície dos anticorpos com a sonda. O processo de ancoramento da BSA (FIGURA 26 

– BSA, em verde) bloqueou sítios do dispositivo, aumentando a resistência para 2,22 kΩ. 

Por fim, a interação HAb-Np (FIGURA A2 – HAb-Np em azul) mostrou um acréscimo 

de resistência a transferência de carga para 4,47 kΩ, atrelado ao bloqueio da superfície 

Rs 

CPE 

Rct 
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devido a formação do imunocomplexo. O estudo mostrou a potencialidade de aplicação 

do filamento condutor para utilização em ancoramento de proteínas e construção de 

imunossensores. 
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ANEXOS 2 

DISCIPLINAS CURSADAS 

SIGLA DISCIPLINA CRÉDITOS CARGA 

HORÁRIA 

CONCEITO 

QUIM-

7039 

SEMINARIOS D2 1 15H A 

QUIM-

7038 

SEMINÁRIOS D1 1 15H A 

QUIM-

7024 

PRÁTICA DE DOCÊNCIA EM 

QUÍMICA 

1 30H A 

QUIM-

7025 

QUÍMICA AMBIENTAL  4 60H A 

QUIM-

7046 

NOVAS TENDÊNCIAS NO 

TRATAMENTO DE RESÍDUOS 

4 60H B 

PRPPG-

7000 

ESCRITA ACADÊMICA EM 

INGLÊS 

4 60H A 

PRPPG-

7005 

METODOLOGIA DE PESQUISA 

CIENTÍFICA 

4 60H A 
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