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Diagndstico precoce de Zika virus utilizando imunossensor

eletroquimico baseado em nanoestruturas de ZnO
aline.faria@cti.gov.br

Resumo

Neste trabalho foi demonstrado o desenvolvimento de um sensor eletroquimico para deteccéo
de Zika virus via anticorpo ZIKV-NS1 ancorados em naoestruturas de ZnO em Placa de
Circuito Impresso (PCI). As nanoestruturas de ZnO foram crescidas em PCI via deposi¢ado de
banho quimico (DBQ) e caracterizadas por MEV. O anticorpo anti-ZIKV-NS1 foi imobilizado
via cistamina e glutaraldeido e os imunosensores foram caracterizados por microscopio
confocal de fluorescéncia e FTIR. O Imunossensor voi avaliado por voltametria ciclica (VC),
sendo obtida linearidade na resposta ao antigeno na faixa de 0,1ng.mL™* a 100ng.mL™. O limite
de deteccéo ficou abaixo 1,00 pg.mL™. O imunossensor desenvolvido foi capaz de detectar o
Zika Virus na urina, sem diluicdo, de forma rapida e sem reacdo cruzada com DENV. O
imunossensor para ZIKV é portétil, de baixo custo, de facil utilizacdo que o faz ideal para
aplicacdes em Unidades de Pronto Atendimento.

Palavras-chave: Immunosensor; ZnO; Zika virus.

1. Introducéo

A tecnologia de biossensores eletroquimicos tem sido considerada promissora para dispositivos
de ponto de atendimento (SASSOLAS ET AL, 2012). O eletrodo de trabalho baseado em
nanomateriais € uma promessa, pois proporciona baixos limites de deteccdo e melhor
seletividade que os ensaios tradicionais (AFSAHI, ET AL, 2018). Dentre materiais promissores
estdo os nanorbastdes de dxido de zinco (NBs-ZnO), que sao facilmente sintetizados e possuem
grande area especifica (Anno et al, 1995) (GONZALEZ-CHAVARRI ET AL, 2018). Como um
semicondutor com alta estabilidade quimica, os NBs-ZnO fornecem uma superficie adequada
para imobilizar anticorpos (RUI ET AL, 2019). Recentemente demonstramos o uso de eletrodos
de trabalho baseados em NBs-ZnO como um eletrodo de trabalho altamente sensivel e
econémico (GASPAROTTO ET AL, 2017). Com relacdo aos bioreceptores, 0 uso de anticorpos
monoclonais torna os biossensores mais seletivos (SHARMA ET AL, 2016). A proteina ndo
estrutural 1 € uma molécula importante dos virus no grupo dos flavivirus, incluindo o virus Zika
e a Dengue (XU ET AL, 2016; BROWN ET AL, 2016) . Estudos recentes mostraram que a
conformacdo da proteina ZIKV-NS1 possui caracteristicas Unicas quando comparada as
proteinas NS1 de outros flavivirus (SONG ET AL, 2016). Isso sugere que o NS1 pode ser um
potencial alvo marcador para o diagnostico seletivo da infecgdo pelo zika sem reacdo cruzada
com outro flavivirus. A proteina ZIKV-NS1 pode ser detectada na urina, portanto, sem coleta
invasiva de sangue, desde os primeiros sintomas até o sétimo dia de infeccdo, mesmo antes de
aparecer anticorpo especifico (CDC, 2019). O principal problema de usa-lo é encontrar uma
proteina NS1 especifica para 0 ZIKV sem reagdo cruzada com a dengue. Neste trabalho o
eletrodo de trabalho baseado em NBs-ZnO foi combinado com o anticorpo anti-proteina ZIKV-
NS1 para detectar o antigeno ZIKV-NS1 na urina sem reacdo cruzada com a dengue. O teste
para diagnéstico desenvolvido é especifico, econdémico, rapido e pode ser usado como
dispositivo em Unidades de Pronto Atendimento. O teste é feito na urina sem filtragem ou
diluicdo e o biossensor pode ser lido em um potenciostato portatil. Essas caracteristicas o
tornam ideal para uso em fronteiras de portos e aeroportos para viajantes que retornam de areas
endémicas. O teste também pode fazer parte do pré-natal e ser usado nos centros de salde para


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0925400517315186#!

IX Seminario em Tl do PCI/CTI — 2019

identificar pacientes com ZIKV. Além disso, as informacdes obtidas pelo biossensor do ZIKV
podem ser utilizadas para o manejo da doenca e identificacdo de areas endémicas.

2. Materiais e Métodos
2.1 Construcéo da plataforma sensora e crescimento das nanoestruturas de ZnO em PCB

Para construcdo do sensor foi depositado filme de ouro (Au), por método eletrolitico.
Apbs o recobrimento, as placas foram fresadas e cortadas na prototipadora de circuito impresso
(Protomat S103/LPKF) para formacéo do sensor trabalho e contra eletrodo. Para o eletrodo de
referéncia foi utilizada tinta epdxi de prata. Para suporte de crescimento de nanobastfes de ZnO
sobre os sensores, monofolhas de 6xido de grafeno foram depositadas pelo método de spray
coating. Foram preparadas nanoestruturas de 6xido de zinco (ZnO) utilizando a técnica de
deposicao por banho quimico e deposicdo por spray. Para a sintese dos nanobastdes por banho
quimico utilizou-se nitrato de zinco e Hexametilenotetramina em &gua deionizada. O
crescimento foi realizado em banho de silicone, com agitacéo e aquecimento. A caracterizacdo
das amostras foi realizada por EC-MEV.

2.2 Imobilizacdo da superficie com anticorpo monoclonal e caracterizacdo dos
Imunossensores

O anticorpo especifico anti-ZIKV-NS1 foi imobilizado na superficie das nanoestruturas,
via reacdo com o glutaraldeido. A verificagdo da imobilizacdo do anticorpo a base sensora foi
realizada por microscopia confocal de fluorescéncia. Nesta etapa os imunosensores foram
incubados com anticorpo secundério fluorescente Alexa fluor 594 na concentracao (1:500) por
1h a temperatura ambiente. Seguido da lavagem e montagem em lamina. Os imunosensores
foram avaliados quanto a intensidade de fluorescéncia em microscopio confocal. Os
imunosensores também foram avaliados por FTIR. Apds a imobilizacdo dos anticorpos na base
sensora e definicdo da concentracdo a ser utilizada, foi analisada a reprodutibilidade e
repetibilidade do imunossensor. A repetibilidade foi avaliada através da leitura de 10
voltamogramas ciclicos de um mesmo sensor. A Reprodutibilidade foi avaliada comparado 0s
voltamogramas ciclicos de diferentes imunosensores. As analises de curva padrdo, linearidade
e limite de deteccdo foram realizadas pela incubacdo do antigeno com o imunosensor seguindo
0 seguinte protocolo: apds imobilizacdo do anticorpo, como descrito previamente, as bases
foram lavadas com PBS e em seguida incubadas com diferentes concentra¢fes do antigeno por
1h em temperatura ambiente e a avaliacao foi realizada por analise de VC. A especificidade foi
avaliada ao incubar os imunossensores com antigenos nao especificos, por 1h em temperatura
ambiente em seguida submetidos a VVC.

2.3 Anélise do imunosensor com amostra de urina

A seletividade do imunosensor foi avaliada em amostras de urina humana, por western
blot e VC. As amostras de urina humana foram coletadas em tubo estéril e imediatamente
usadas. Amostra foram utilizadas sem diluicdo e com a adigdo do antigeno. As sensores foram
incubados nas amostras durante 60 min.

2.4 VVoltametria Ciclica

Em cada etapa, do desenvolvimento da matriz sensora a imobilizacdo das espécies
bioldgicas, foram realizadas medidas eletroquimicas utilizando um Potenciostato/Galvanostato
com modulo de impedancia modelo PGSTAT302N(AUT302N.FRA2V) da Metrohm Autolab.
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Os estudos eletroquimicos foram realizados verificando o comportamento do par eletroquimico
(Fe(CN)s)*/(Fe(CN)g)*.

3. Resultados
3.1 Base Sensora

A estabilidade do sensor foi avaliada por sucessivos VCs, com potencial de -0.7 a 0.7V (Figura
1a). Os picos redox foram constantes mesmo ap6s 10 ciclos. O coeficiente de variacao,
calculado com base no Ipa, foi de 2,5%, validando a excelente estabilidade da base sensora.
Apds o crescimento das NBs-ZnO as bases sensoras foram caracterizadas por MEV (Figura 1b-
c). As micrografias mostram que as NBs-ZnO crescem perpendicularmente & placa com boa
densidade. Devido a maior superficie, 0 uso de NBs-ZnO pode ser um bom caminho para
aumentar a seletividade e o limite de detec¢do do biossensor.
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Figure 1 - a)VC de base sensora, com 10 varreduras. VVC realizado com taxa de varredura de 100mV.s™. b- C)
Imagem de MEV das nanoestruturas de ZNO crescidas no eletrodo trabalho, 5000x e 50000x respectivamente

3.2 Imobilizagdo anticorpo monoclonal anti-ZIKV-NS1

A especificidade do sensor estd fortemente relacionada as propriedades do elemento de
deteccdo imobilizado. O uso de anticorpos é uma excelente ferramenta para a fabricacdo de
biossensores, por serem altamente especificos. A fim de avaliar a especificidade da ligacao
anticorpo-antigeno, foi realizada uma analise de Western blotting usando 200ng ZIKV-NS1
(Figura 2a). Apenas uma banda, em torno de 50 kDa, aparece na analise. O resultado indica a
pureza da proteina ZIKV-NS1 e a alta seletividade do anticorpo. Outro parametro crucial no
desenvolvimento de biossensores de baixo custo é o uso da menor quantidade possivel de
anticorpo. Portanto, testamos a imobilizacdo do anticorpo com trés diferentes concentracdes.
As curvas VC revelam uma reducao nos valores de Ipa com adicéo de Cys, Glut ou anticorpos
devido a natureza de isolante destes compostos (Figura 2b). A incubacdo do sensor com menor
concentragéo de anticorpos (1: 5000 ou 1: 10000) ainda resultou em uma diminui¢do do Ipaem
comparacdo com o imobilizado apenas com Cys e Glut (Fig. 2b). Isso significa que a
imobilizacdo do anticorpo na base sensora também ocorre nessas concentragfes. Como 0 uso
de menor concentragéo de anticorpos pode reduzir o custo de producdo, escolhemos o 1: 5000
para a montagem do sensor. A imobilizacdo do anticorpo na base sensora foi confirmada por
Microscopia de Fluorescéncia Confocal. Uma intensa fluorescéncia foi observada no sensor de
placa com imobilizagdo do anticorpo (Figura 2e) quando comparado ao Ssensor sem
imobilizacdo (Figura 2c e d). Com relagdo aos dados do FTIR (Figura 8f) a imobilizagéo do
anticorpo foi confirmada pelo surgimento de bandas bem definidas em torno de 2093 cm™ e
1352 cm? que poderiam ser atribuidas C=N e N=O respectivamente. Avaliamos a
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reprodutibilidade utilizando quatro imunossensores ZIKV-NS1 e observamos valores de Ipa
muito semelhantes (coeficiente de variacdo de 4,5%) (Figura 29).
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Figure 2 - a) Analise de Western blotting para ZIKV-NS1 evidenciando pureza da proteina, tamnho: 50KDa b)
VCs obtidos em diferentes etapas do preparo do imunossensor. c-e) Micrografia sendo: c) base sensora sem
GO/ZnO-NRs. d) Base sensora com GO/ZnO-NRs. €) base sesnora com GO/ZnO-NRs +Ab. f) FTIR. g) VCs
obtidos de diferentes imunosensores. Taxa de varredura: 100mV.s*

3.3 Caracterizacao do imunossensor para ZIKV-NS1

Aa curva de calibracdo do imunossensor foi realizada com eletrodos incubados em diferentes
concentracOes do ZIKV-NS1 e submetidos a analises de VC . Os resultados mostram que o Ipa
aumenta com o aumento concentracdao de ZIKV-NS1 (Figura 3a). Foi obtida boa linearidade
na curva de calibragéo na faixa de 0,1 ng.mL "*a 100 ng. mL™ (r? = 0,9536) (Figura 3b). Esta
linearidade é adequada com testes ZIKV previamente autorizados pelo Food and Drug
Administration. O Limite de Deteccdo ¢ inferior a 1pg.mL™ (Figura 3c), indicando que 0 nosso
imunossensor baseado em NBs-ZnO é um bom teste rapido para a deteccdo da zika em fase
inicial.
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Figura 3- a) VCs obtidos de imunossensores incubados com diferentes concentragdes de ZIKV-NS1. b)
Linearidade da curva de calibragdo (r>=0.9536). c) VCs de imunosensores incubados com ZIKV-NS1 para
determinacdo de LoD




IX Seminario em Tl do PCI/CTI — 2019

3.4 Especificidade do imunossensor ZIKV-NS1

A especificidade do nosso imunossensor ZIKV-NS1 foi testada pela avaliacéo de sua interacéo
com o antigeno DENV-NS1 (Figura 4a). Curvas de VC apresentaram valores semelhantes de
Ipa, ao do imunossensor sem incubacdo, mesmo na presenca de alta concentracdo deDENV-
NS1. Isso significa que o antigeno DENV-NS1 ndo se liga ao anticorpo anti-ZIKV-NS1,
confirmando a especificidade do imunossensor. O ensaio de Dot-Blot utilizando os antigenos
ZIKV-NS1 e DENV-NS1 incubados com anticorpo anti-ZIKV-NS1 (1:5000) (Figura 3b)
corroborou com os resultados obtidos ao evidenciar a ndo reatividade do imunossensor ao
antigeno da Dengue.
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Figura 4 - a) VC de imunossensores na presenga de DENV-NS1. Taxa de varredura 100mV.s™. b) Dot blot de
ZIKV-NS1 e DENV-NS1 em diferentes concentragdes incubados com anticorpo anti-ZIKV-NS1

5.2.5 Analise imunossensor ZIKV-NS1 em Urina

Para confirmar se a ligacdo anticorpo-antigeno permanece nas amostras de urina, realizamos o
ensaio Western blotting (Figura 5a). Quatro amostras foram preparadas, sendo utilizado 200ng
de proteina: Antigeno em PBS, Antigeno em urina diluida em PBS (1:10), Antigeno em urina
ndo diluida e urina. Observamos uma Unica banda a 50KDa, evidenciando que ndo ha
interferéncia na ligacdo antigeno-anticorpo pelos demais compostos presentes na urina. As
amostras de urina foram avaliadas por VC, através do método de adicdo padrdo. Assumindo
uma concentracao nula de ZIKV-NS1 na amostra de urina, as curvas evidenciaram a deteccao
ZIKV-NS1 na urina sem interferéncia de seus compostos (Figura 5b).
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6. Conclusao

Este trabalho conseguiu demonstrar 0 sucesso no desenvolvimento do imunossensor
eletroquimico, para deteccdo de ZIK na urina, baseado em NBs-ZnO. O imunossensor
apresentou especificidade para ZIKV-NS1, sem reatividade cruzada com DENV e baixo limite
de deteccdo (1pg.mL?). A realizacio do teste em amostra de urina possibilita a que o
imunossensor seja utilizado como teste rdpido em Unidades de Pronto Atendimento, sem
necessidade de laboratério ou médo de obra especializada. O imunossensor desenvolvido
demonstrou estabilidade e reprodutibilidade adequada com outros testes de detecgédo de ZIKV.
Deste modo, o imunossensor para ZIKV tem potencial significativo de melhora no diagnostico
precoce do ZIKV, incluindo areas sem infraestruturas na area de salde.
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