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RESUMO  

A partir de março de 2020 a doença causada pelo vírus SARS-CoV-2 tornou-se um 

problema de saúde pública e, apesar dos altos índices relatados, existe uma grande 

subnotificação evidenciando-se a necessidade de tecnologias de diagnóstico de 

amplo acesso, sensíveis e de baixo custo. Esta tese objetivou a revisão da literatura 

na área de biossensores eletroquímicos baseados em óxidos de nióbio, além de, 

considerando o cenário previamente exposto, desenvolver uma plataforma a base 

nanofios de niobato de sódio com sondas de ácidos nucleicos imobilizadas 

(genosensor) que possa ser empregada para a identificação de SARS-CoV-2 e que 

possa ser facilmente adaptada para qualquer outro patógeno. Através do artigo de 

revisão da literatura, foi possível verificar o potencial de aplicação de óxidos de nióbio 

como biossensores eletroquímicos, além da importância da nanoestruturação destes 

óxidos.  Para o desenvolvimento da plataforma, foi realizada a construção de 3 tipos 

distintos de eletrodos suportando a camada de nanofios de niobato de sódio em 

diferentes coletores de corrente (Nb-NW, FTO-NW e Gf-NW; camada de nanofios de 

niobato de sódio suportada em bulk de nióbio, vidro condutor e bastão de grafite, 

respectivamente), metodologias de funcionalização e imobilização de sondas de fitas 

simples de DNA foram desenvolvidas, além da realização das caracterizações físico-

química, morfológica e eletroquímica do dispositivo. Visando a simplificação da 

construção da plataforma, inicialmente a imobilização por interação eletrostática foi 

testada, sendo possível a visualização da resposta eletroquímica associada a 

quantidade de ácido nucleico, porém, foi possível verificar a fraca estabilidade da 

interação da probe com a superfície do eletrodo. Para ampliar esta estabilidade, a 

metodologia de funcionalização dos eletrodos foi padronizada recobrindo a superfície 

dos nanofios com quitosana e glutaraldeído por dip coating, posteriormente 

imobilizando de forma covalente sondas de DNA modificadas com grupamento 

amina. Após a confirmação da estabilidade desta imobilização, o bloqueio da 

superfície foi realizado com BSA (albumina de soro bovino). Todas as etapas de 

construção foram caracterizadas por ensaios eletroquímicos de VC (voltametria 

cíclica) e EIE (espectroscopia de impedância eletroquímica), demonstrando que a 

funcionalização da superfície com quitosana gera diminuição da resistência do 

sistema, enquanto que a funcionalização com glutaraldeído, a imobilização da probe 

e o bloqueio dos sítios livres de glutaraldeído geram um aumento da resistência, 



 
 

sempre em comparação com a etapa anterior de construção. Por fim, ensaios de 

hibridização foram realizados, demonstrando que foi possível detectar o fenômeno 

de formação dos híbridos constatado pela aparição de nova contante de tempo e 

aumento dos valeres de resistência total do sistema encontrados por EIE. Entretanto, 

se faz necessária a otimização das condições para o aumento da seletividade do 

método. Resultados preliminares indicam a importância do tempo de incubação e da 

utilização de soluções tampão de hibridização, como SSPE (solução tampão fosfato 

de sódio salina EDTA) e SSC (solução tampão salina sódio citrato), durante o 

protocolo de hibridização.  Além do artigo de revisão e desenvolvimento 

metodológico proposto, a partir desta tese também foi possível o pedido de depósito 

de patente para a proteção intelectual da aplicação e metodologia desenvolvida, além 

da elaboração de trabalhos complementares abordando a metodologia de retirada 

da camada de nanofios do bulk para a construção de diferentes configurações de 

eletrodos e a influência dos componentes do eletrólito na resposta eletroquímica de 

biossensores. 

 

Palavras-chave: Biossensor; Genosensor; Óxido de nióbio; SARS-CoV-2; 

Diagnóstico. 

 

  



 
 

ABSTRACT 

As of March 2020, the disease caused by SARS-CoV-2 virus has become a public 

health problem and, despite the high rates reported, there is great underreporting, 

highlighting the need for widely accessible, sensitive, and low-cost diagnosis 

technologies. This thesis aimed to review the literature in the area of electrochemical 

biosensors based on niobium oxides, in addition to, considering the previously 

exposed scenario, developing a platform based on sodium niobate nanowires with 

immobilized nucleic acid probes (genosensor) that can be used to the identification of 

SARS-CoV-2 and that can be easily adapted to any other pathogen. Through the 

literature review article, it was possible to verify that the application of niobium oxides 

as electrochemical biosensors is promising, in addition to the importance of the 

nanostructuring of these oxides in biosensor construction. For the development of the 

platform, 3 different types of electrodes were fabricated supporting the layer of sodium 

niobate nanowires in different current collectors (Nb-NW, FTO-NW, and Gf-NW, 

sodium niobate layer supported on niobium bulk, conductive glass and graphite, 

respectively), functionalization and immobilization methodologies of single-stranded 

DNA probes were developed, in addition to physical-chemical, morphological and 

electrochemical characterizations of the device. Aiming to simplify the construction of 

the platform, immobilization by electrostatic interaction was initially tested, making it 

possible to visualize the electrochemical response associated with the amount of 

nucleic acid, however, it was possible to verify the poor stability of the interaction of 

the probe with the electrode surface. To increase this stability, the electrode 

functionalization methodology was standardized by covering the surface of the 

nanowires with chitosan and glutaraldehyde by dip coating, subsequently covalently 

immobilizing DNA probes modified with an amine group. After confirming the stability 

of this immobilization, the surface was blocked with BSA (bovine serum albumin). All 

construction stages were characterized by cyclic voltammetry and electrochemical 

impedance spectroscopy, demonstrating that surface functionalization with chitosan 

generates a decrease in system resistance, while functionalization with 

glutaraldehyde, immobilization of the probe, and glutaraldehyde free-site blocking 

generate an increase in resistance, always compared to the previous stage of 

construction. Finally, hybridization tests were carried out, demonstrating that it was 

possible to detect the phenomenon of hybrid formation as verified by the appearance 



 
 

of a new time constant and an increase in the system's total resistance values found 

by electrochemical impedance spectroscopy. However, it is necessary to optimize the 

conditions to increase the selectivity of the method. Preliminary results indicate the 

importance of incubation time and the use of hybridization buffer solutions, such as 

SSPE (saline sodium phosphate EDTA buffer) and SSC (saline sodium citrate buffer), 

during the hybridization protocol. In addition to the review article and proposed 

methodological development, from this thesis it was also possible to request a patent 

deposit for the intellectual protection of the application and methodology developed, in 

addition to the elaboration of complementary works addressing the methodology for 

removing the nanowire layer from the bulk for the construction of different electrode 

configurations and the influence of electrolyte components on the electrochemical 

response of biosensors. 

 

Keywords: Biosensor; Genosensor; Niobium Oxide; SARS-CoV-2; Diagnosis.    
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1. INTRODUÇÃO 

Em março de 2020, a população mundial deparou-se com uma realidade até 

então pouco conhecida, pelo menos desde o surto de gripe espanhola em 1919: uma 

pandemia. Uma série de casos sintomáticos semelhantes aos de pneumonia viral 

levaram à internação de pacientes na província de Wuhan (China) no final de 2019. 

Amostras clínicas coletadas de pacientes permitiram a identificação e 

sequenciamento do material genético do patógeno causador, um vírus da família 

coronaviridae, denominado SARS-CoV-2 (do inglês Severe Acute Respiratory 

Syndrome Coronavirus-2) [1]. A partir deste momento, a doença que já havia se 

espalhado pelo mundo, foi classificada pela Organização Mundial da Saúde (OMS) 

como uma pandemia, chamada COVID-19 [2].  

A pandemia de coronavírus deixou clara a falta de preparo da sociedade para 

se organizar em tempos de crise, o que se provou com a dificuldade de manejo dos 

pacientes e falhas na tentativa de parar a disseminação do vírus [3], [4]. A 

comprovação desta limitação expressa-se pelos números observados ao longo deste 

período, com cerca de 773 milhões de casos confirmados e quase 7 milhões de mortes 

até final de janeiro de 2024  [5]. 

O quadro de sintomas iniciais apresenta-se como uma síndrome gripal na 

maioria dos casos, porém, a manifestação clínica responsável pela grande 

notoriedade e caracterização da doença como uma pandemia é a síndrome 

respiratória aguda grave. A COVID-19 acomete, principalmente, o sistema 

respiratório, cardiovascular e gastrointestinal, porém sem sintomas específicos que 

possam assegurar um diagnóstico preliminar [6]. 

Devido à natureza da pandemia, na qual a contaminação ocorre principalmente 

entre indivíduos, a prevenção do contágio e a vacinação têm se mostrado como uma 

alternativa para prevenção de casos graves. Além disso, neste cenário, o diagnóstico 

rápido com identificação do agente etiológico é essencial para a diminuição da 

mortalidade associada [7]. 

No início da pandemia, quando a vacina ainda não havia sido desenvolvida, e 

apenas uma pequena parte da população havia sido infectada, um dos primeiros 

métodos utilizados foi a pesquisa de anticorpos específicos para o SARS-CoV-2, já 

que a intenção residia na tentativa de identificar indivíduos previamente expostos. 

Logo em seguida, os dois métodos principais mais empregados no diagnóstico direto 
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da infecção foram os testes imunológicos baseados em imunocromatografia de fluxo 

lateral (conhecido, popularmente, como teste rápido) [8] e a Reação em Cadeia da 

Polimerase em tempo real com Transcrição Reversa (RT-qPCR) [9]. 

Apesar de muito avanços que foram atingidos durante este período, como a 

melhora da qualidade dos testes rápidos e a universalização das técnicas 

moleculares, ainda vivemos um cenário de limitações relacionado à sensibilidade, 

custos e operacionalização/implantação destas metodologias. Além disso, reconhece-

se que cada região possui uma realidade socioepidemiológica distinta e fatores 

sociais, econômicos e epidemiológicos devem ser analisados para a escolha da 

melhor alternativa [4]. Especificamente em relação ao Brasil, a falta de autonomia para 

a produção de insumos e flexibilidade para a construção de alternativas metodológicas 

expôs a realidade nacional relacionada à medicina diagnóstica. 

Nas ciências, momentos como este geralmente proporcionam avanços 

tecnológicos importantes. Especialmente na área da engenharia biomédica os 

avanços científicos constantes instigam a criação de novos materiais, especialmente 

com a incorporação de nanomateriais, que estão sendo projetados e desenvolvidos 

visando suprir as necessidades e possibilitam ampliar as possibilidades na medicina 

diagnóstica [10]. No âmbito de detecção e prevenção de doenças, principalmente, 

técnicas de engenharia e biologia molecular são combinadas fornecendo alternativas 

geralmente mais acessíveis e com melhores resultados relacionados à sensibilidade, 

especificidade, tempo de execução, além de ampla adaptação à diferentes usos. Este 

é o caso dos biossensores  [11]. 

Além das vantagens anteriormente mencionadas, os biossensores podem ser 

empregados laboratorialmente ou até em sistemas point-of-care, podendo ser 

empregados em larga escala, garantindo sua incorporação em sistemas complexos, 

como, por exemplo, o Sistema Único de Saúde (SUS), e atingindo até mesmo as 

populações mais desassistidas.  

Tendo em vista esta necessidade de desenvolvimento de tecnologias que 

possam ser facilmente aplicadas até mesmo em áreas de alta vulnerabilidade, mas 

que possuam sensibilidade e especificidade capazes de prover um diagnóstico 

confiável, a proposta apresentada nessa tese busca o desenvolvimento de uma 

plataforma de diagnóstico baseada em biossensor eletroquímico com propriedades 

físico-químicas e analíticas inéditas na área de diagnóstico viral, o qual está sendo 
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desenvolvido a partir de óxidos nanoestruturados de nióbio obtidos pelo processo 

hidrotermal [12], biofuncionalizados com sequências curtas de fitas simples de DNA 

específicas e complementares ao ácido nucleico a ser detectado. Como modelo de 

aplicação, visa identificar o RNA de SARS-CoV-2, possibilitando o diagnóstico rápido 

da infecção pelo agente causador da pandemia de COVID-19. 

De forma ampla, a intenção deste trabalho foi o desenvolvimento de um 

dispositivo que poderá ser utilizado a médio prazo, com custo relativamente baixo, 

especialmente considerando a incorporação de uma matéria-prima nacional [13] e que 

encontra amparo em programas de incentivo para a pesquisa e desenvolvimento de 

novos produtos que possam agregar valor ao material [14]. Ressalta-se, ainda, que o 

desenvolvimento desta plataforma de biossensor eletroquímico utilizando óxido a 

base de nióbio poderá contribuir fortemente para a inovação tecnológica nacional, 

uma vez que ainda não há relatos de biossensores com estas características. A 

utilização de nanofios de niobato de sódio como transdutor eletroquímico, bem como 

o desenvolvimento de metodologias de construção e biofuncionalização de eletrodos 

para aplicação posterior como biossensores eletroquímicos são fatores que 

evidenciam o impacto e a relevância do projeto. 

Espera-se, por fim, que seja possível prospectar a ampliação da utilização 

desta plataforma para outros patógenos, sejam eles virais, bacterianos ou 

parasitários, também utilizando a detecção de material genético nas amostras clínicas, 

apenas alterando o elemento de reconhecimento do biossensor. 

 



 
 



 
 

2. OBJETIVOS 

 

Desenvolver uma plataforma para utilização como biossensor baseada em 

matriz de nanofios de niobato de sódio biofuncionalizada para a detecção de ácidos 

nucléicos visando futura aplicação para identificação de SARS CoV-2.  

 

2.1. Objetivos específicos 

• Obter eletrodos utilizando camada de nanofios de niobato de sódio; 

• Avaliar diferentes coletores de corrente para suporte da camada de nanofios 

de niobato de sódio; 

• Analisar a interferência de diferentes eletrólitos no desempenho da análise 

eletroquímica; 

• Avaliar o efeito dos nanofios de niobato de sódio na construção do 

biossensor; 

• Avaliar diferentes técnicas de imobilização do bioreceptor; 

• Funcionalizar a superfície dos eletrodos; 

• Imobilizar o bioreceptor na superfície do eletrodo; 

• Caracterizar a morfologia e comportamento eletroquímico do biossensor 

confeccionado; 

• Detectar sinal eletroquímico do reconhecimento de ácido nucleico (RNA) a 

partir da hibridização com o bioreceptor imobilizado. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 



 
 

3. ORAGANIZAÇÃO DA TESE 

 

Na parte inicial da tese é apresentada a revisão da literatura com os principais 

tópicos de apoio para auxiliar no entendimento do trabalho desenvolvido e que 

justificaram sua realização. Os resultados principais são apresentados em dois 

capítulos, conforme descrito na Figura 1. Os resultados complementares são 

apresentados nos anexos I, II e III.  

O capítulo 1 refere-se ao manuscrito de revisão intitulado “Electrochemical 

Biosensors Based on Niobium-containing Oxides: A Review”, enquanto que no 

capítulo 2 são apresentados os principais resultados experimentais que foram 

desenvolvidos. Já, o Anexo I refere-se ao pedido de depósito de patente gerado a 

partir dos resultados obtidos nesta tese. Os resultados complementares estão 

apresentados nos anexos II e III: o Anexo II apresenta o manuscrito intitulado “Self-

supporting (free-standing) sodium niobate nanowires film” e que aborda a metodologia 

desenvolvida para a retirada da camada de nanofios de niobato de sódio do substrato 

de nióbio metálico e sua caracterização. Por fim, o Anexo III apresenta o manuscrito 

intitulado “Efeito do eletrólito na detecção de ssDNA imobilizado em eletrodo 

funcionalizado de FTO para aplicação com biossensor eletroquímico” e que aborda o 

estudo da utilização de diferentes eletrólitos na construção do biossensor 

eletroquímico proposto. 
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Figura 1 Esquema organizacional do desenvolvimento do estudo apresentado nessa 
tese, o qual foi dividido em dois capítulos.



 
 

4. REVISÃO DA LITERATURA 

4.1. COVID-19 

No dia 11 de março de 2020, a OMS declarou o surto da doença pelo vírus 

SARS-CoV-2, denominada COVID-19, como pandemia ao atingir mais de 100 países 

[2]. O surto teve origem na província de Wuhan na China no final do ano de 2019 [15] 

com o aparecimento de diversos casos com características de pneumonia viral. Em 

janeiro de 2020, o vírus foi isolado a partir de amostras de pacientes sintomáticos, o 

que contribuiu para sua caracterização genômica e sua identificação [1], possibilitando 

pesquisas mais aprofundadas sobre a infecção. 

Desde o primeiro caso, no final de 2019 até janeiro de 2024, mais de 770 

milhões de casos foram reportados com 7 milhões de mortes ocasionadas pela 

COVID-19 no mundo, distribuídas por todos os continentes. A Europa é o continente 

com maior prevalência, tendo 278 milhões de casos confirmados e 2,2 milhões de 

mortes; em segundo lugar está o oeste do pacífico (que inclui a China), com 

aproximadamente 208 milhões de casos e 419 mil mortes. As Américas ficam em 

terceiro lugar com 193 milhões de casos, porém, ficando em primeiro lugar 

considerando o número de vítimas fatais, com 2,99 milhões de mortes. O Brasil é o 6° 

país com maior número de casos confirmados no mundo, em torno de 37 milhões, 

porém, é o segundo em número de mortes, com mais de 700mil óbitos até o final de 

janeiro 2024 [5]. 

A COVID-19 é uma infecção viral que ocorre principalmente pela internalização 

do vírus mediada pelos receptores da Enzima Conversora de Angiotensina 2 (ECA2) 

presentes em diversos tecidos de mamíferos, como pulmões, rins, coração, trato 

gastrointestinal e vasos sanguíneos [6]. Do ponto de vista clínico, acomete 

principalmente o trato respiratório com uma gama de manifestações que vão desde 

casos assintomáticos até fatais [16]. Os sinais e sintomas mais comuns da doença 

não são específicos e se apresentam, na sua maioria, como quadros gripais, incluindo 

febre, dor de cabeça, tosse, falta de ar e dor de garganta podendo evoluir para 

quadros de pneumonia viral inflamatória. Entretanto, alguns sintomas que chamaram 

a atenção e passaram a ser parte do diagnóstico clínico incluem, a perda de olfato e 

paladar, além de distúrbios gastrointestinais [7], [16].  
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4.2. O VÍRUS SARS-CoV-2 

Taxonomicamente, o SARS-CoV-2 é um vírus pertencente à ordem Nidovirales, 

à família Coronaviridae e à subfamília Coronavirinae, mais proximamente relacionado 

aos beta-coronavírus. Possui genoma organizado em uma única fita positiva de RNA 

com menos de 30kb [6], capaz de codificar aproximadamente 50 proteínas com 

diferentes funções [17], sendo 16 proteínas não estruturais (do inglês, non-structural 

protein; nsp1 até nsp16), codificadas pela fase de leitura aberta (do inglês, Open 

Reading Frame; ORF) 1a/b na extremidade 5’, gerando poliproteínas, proteínas 

acessórias e proteínas essenciais no processo de replicação viral. Além disso, existem 

proteínas estruturais codificadas por outras ORF’s da extremidade 3’: do envelope “E”; 

de membrana “M”; do nucleocapsídeo “N”; e a proteína spike “S”, esta última de maior 

interesse para o entendimento da fisiopatologia da doença, pois é uma proteína 

transmembrana que facilita a ligação entre o envelope viral e o receptor da ECA2, 

processo que permite a fusão da membrana do vírus às células do hospedeiro, 

ocasionando sua internalização [6], [18]. Além disso, a região codificadora da proteína 

spike é a região do genoma em que ocorreram as principais mutações responsáveis 

pela passagem interespécies do vírus e dos diferentes genótipos já identificados nas 

infecções em humanos [6]. 

Porém, diferentemente do que ocorre para os outros coronavírus, nos quais há 

baixa capacidade de transmissão do vírus na fase de aparecimento dos primeiros 

sintomas nos indivíduos, o surto por SARS-CoV-2 demonstrou a capacidade de 

transmissão mesmo em estágio iniciais do desenvolvimento da doença [4].  

 

4.3. FERRAMENTAS DE DIAGNÓSTICO 

Por não possuir especificidade de sinais e sintomas, a COVID-19 pode ser 

facilmente confundida clinicamente com doenças causadas por outros vírus 

respiratórios de comum circulação, como influenza, parainfluenza, rinovírus, 

adenovírus, outros coronavírus, entre outros. Por este motivo, o quadro clínico deve 

ser associado a testes laboratoriais para o diagnóstico da doença e seu adequado 

manejo [19] .   

O diagnóstico de COVID-19 é realizado majoritariamente a partir do 

aparecimento do quadro clínico do paciente, caracterizado como Síndrome Gripal. 

Diretrizes do Ministério da Saúde do Brasil indicam a investigação clínico-
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epidemiológica com anamnese e exame físico do paciente, considerando o histórico 

de contato com casos confirmados para COVID-19. Com essas informações 

registradas em prontuário, exames complementares devem ser indicados para a 

confirmação da infecção por SARS-CoV-2, podendo ser realizados por métodos de 

imageamento e testes laboratoriais. Estes últimos podem ser baseados em testes 

sorológicos, testes de antígeno, com uso de ferramentas de biologia molecular, ou 

mesmo a associação entre as técnicas[19].  

A metodologia de imageamento indicada pelo Ministério da Saúde do Brasil é 

a tomografia computadorizada, na qual a observação da presença de opacidades em 

vidro fosco, sinal de halo reverso e outros achados de pneumonia são sugestivos de 

infecção por SARS-CoV-2 [19]. Apesar de estudos analisarem sua sensibilidade na 

detecção de COVID-19 [20] e na sua capacidade de diferenciação entre COVID-19 e 

outras doenças respiratórias [21], em função de seu custo, dificuldade de análise dos 

resultados e exposição do paciente à irradiação ionizante [22], ainda não há consenso 

na sua recomendação e no seu uso para diagnóstico da doença, sendo utilizada como 

complemento diagnóstico ou no acompanhamento de casos mais graves de 

acometimento pulmonar [23].  

Os testes laboratoriais mais empregados para a identificação do vírus são 

aqueles que fazem a pesquisa direta de proteínas do vírus (antígeno) ou do seu ácido 

nucleico (biologia molecular).  A pesquisa do antígeno pode ser realizada por testes 

rápidos ou enzimáticos, como serão abordados a seguir. 

 

4.3.1. Testes Rápidos 

Os testes baseados no princípio de imunocromatografia para detecção de 

antígenos, chamados de testes rápidos, além de portáteis, rápidos e de baixo custo, 

podem ser utilizados no diagnóstico point-of-care ou beira do leito em estágios iniciais 

da infecção [24]. Isto ocorre pois se baseiam na detecção de proteínas estruturais do 

SARS-CoV-2, como a proteína do nucleocapsídeo ou a proteína spike. Os testes mais 

amplamente aplicados no diagnóstico são os de fluxo lateral, tendo uma matriz 

polimérica construída em blocos, que induz a corrida da amostra biológica por 

capilaridade. O primeiro bloco é destinado para a inserção da amostra, que se 

encaminha para o bloco de conjugação, onde estão presentes anticorpos marcados, 

que reconhecem quando o antígeno está presente na amostra e se ligam a ele; a partir 
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daí continuam o fluxo até a região na qual, caso a amostra contenha o antígeno alvo, 

anticorpos de captura imobilizados, ligam-se gerando um complexo anticorpo 

marcado-antígeno-anticorpo de captura, gerando um produto de cor que pode ser 

visualizada sem auxílio de equipamentos [25]. 

Embora possuam características desejáveis para a aplicação de testes em 

massa, os testes rápidos de antígeno são mais recomendados em casos de triagem, 

visto que sua sensibilidade é bastante variável, podendo ir de 60% [26], [27], [28] a 

98,1% [29], [30] (casos em que o paciente apresentava os sintomas há pelo menos 7 

dias), dependendo do fornecedor e qualidade do teste. Por este motivo, resultados 

negativos em testes rápidos de detecção de antígeno de pacientes sintomáticos, 

devem ser confirmados por técnicas de amplificação de ácidos nucleicos [27]. 

 

4.3.2. Testes Enzimáticos 

Os testes enzimáticos funcionam baseados na detecção de antígenos 

presentes em uma amostra clínica por detecção indireta a partir de formação de cor 

ou fluorescência. Estes antígenos detectáveis são proteínas específicas expressas no 

vírus, como proteínas do nucleocapsídeo e a proteína spike [22]. Os testes 

enzimáticos possuem sensibilidade entre 50 e 100%, com especificidade de 95 a 

100%; estes valores podem variar conforme condições de acondicionamento das 

amostras e o tempo decorrido entre a contaminação do paciente e a coleta da 

amostra, sendo recomendado de 6 a 14 dias após a aparição dos sintomas [31], [32], 

[33].  

A principal metodologia empregada são os ensaios de imunoabsorção 

enzimático (do inglês, Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay, ELISA) e são 

realizados em placas com anticorpos imobilizados em sua superfície. Caso a amostra 

possua os antígenos alvo, eles se ligarão aos anticorpos e ficarão fixados; após a 

lavagem para a retirada de material não fixado, adiciona-se outro anticorpo 

normalmente marcado com uma enzima, adicionado seu substrato e convertido a uma 

substância colorida, que pode ser medida instrumentalmente, ampliando 

consideravelmente a sensibilidade do teste [34]. Este tipo de ensaio é considerado de 

rápida execução, levando em média de 35 a 60 minutos para obtenção de resultados, 

com bons resultados mesmo em amostras sem pré-tratamento [35]. Além disso, são 
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testes de alto rendimento, pois podem ser realizados em placas de 96 poços, 

otimizando o tempo de análise [26]. 

Ainda, com metodologia semelhante ao ELISA, o Imunoensaio de 

Quimioluminescencia (CLIA) e Ensaio imunológico com revelação fluorescente 

(ELFA), também utilizam anticorpos imobilizados que reconhecem o antígeno alvo, 

porém, a marcação do anticorpo secundário não emite apenas cor, mas luz e 

fluorescência, que podem ser detectadas e quantificadas instrumentalmente [34]. 

 

4.3.3. Testes moleculares 

De maneira geral, as técnicas de amplificação de ácidos nucleicos destacam-

se por sua sensibilidade, visto que são técnicas que multiplicam a quantidade de 

cópias do ácido nucleico alvo, ampliando o limite inferior de detecção. Em relação ao 

SARS-CoV-2, as técnicas moleculares apresentam sensibilidade que variam de 70 a 

100% e especificidade reportada como 100%, o que também garante maior 

confiabilidade ao diagnóstico [22], [35]. 

Entre elas, duas têm apresentado maior destaque na área de diagnóstico de 

COVID-19: 

a) O método considerado como referência para a identificação do SARS-

CoV-2 atualmente é a Reação em Cadeia da Polimerase em tempo real com 

transcrição reversa (RT-qPCR). O método é considerado extremamente sensível e já 

permite detectar a presença do vírus nos primeiros dias após o contágio inicial (2 a 3 

dias após aparição dos sintomas) [9], [36], [37]. A técnica de RT-qPCR permite que o 

RNA viral, presente em uma amostra clínica, normalmente swab orofarígeo ou nasal, 

seja transcrito em seu DNA complementar (cDNA), com auxílio da enzima 

transcriptase reversa. Após, este cDNA é amplificado exponencialmente mediado pela 

ciclagem de temperatura gerando cópias, que são detectadas simultaneamente à 

amplificação [7], [26].  

Os kits obtidos comercialmente para o diagnóstico de COVID-19 por RT-qPCR 

podem incluir a transcriptase reversa, as enzimas necessárias para amplificação, dois 

ou três conjuntos de primers, que são os responsáveis por se ligarem ao cDNA e 

sinalizarem as regiões de interesse para a amplificação, além de controles positivo, 

negativo e controle interno [38]. Como primers, podem ser utilizadas quaisquer 

sequencias que sejam altamente conservadas para o genoma do alvo, mas que sejam 
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capazes de diferenciar de outros genótipos semelhantes. No caso do SARS-CoV-2, 

são utilizadas sequências ORF1ab, e sequencias dos genes “N” e “E”, além da RNAse 

P humana, como controle interno [26], [39], [40]. Ressalta-se que ao longo do período 

de utilização deste tipo de teste, a OMS tem recomendado alteração na sequência de 

primers em função das diversas mutações já identificadas e que caracterizam os 

diferentes genótipos do SARS-CoV-2. 

b) O segundo método de amplificação de ácidos nucleicos que mais tem 

sido aplicado no diagnóstico de infecções COVID-19 é a Amplificação Isotermal 

Mediada por Loop com Transcrição Reversa (do inglês Reverse-Transcription Loop-

Mediated Isothermal Amplification; RT-LAMP). Esta técnica é uma variante da PCR, 

porém, não necessita de ciclagem de temperatura e realiza a transcriação do RNA em 

cDNA e sua amplificação posterior em uma temperatura fixa, geralmente em torno de 

60-65ºC [35] e consegue fazer a detecção do ácido nucleico após 5 dias o 

aparecimento dos sintomas [34]. Como uma das alternativas de subproduto da 

reação, forma-se pirofosfato de magnésio, que é utilizado na detecção do resultado, 

podendo ser realizado visuamente ou com auxílio de análises instrumentais, como 

turbidimetria ou fotometria [26]. Além de dispensar o uso de termocicladores, 

possibilita a obtenção de resultados mais rápidos com sensibilidade semelhante à 

obtida por RT-qPCR quando a amostra é coletada e extraída em condições 

adequadas [35], [41].  

A Tabela 1 resume as principais características que diferenciam as 

metodologias de testes rápidos de detecção de antígenos, testes enzimáticos para 

detecção de antígenos e RT-qPCR para detecção de ácido nucleico viral. É possível 

observar que o tempo entre o estabelecimento da infecção e a realização do teste é 

um grande diferencial entre as técnicas, na qual a RT-qPCR mostra um desempenho 

analítico superior aos demais testes, com resultados positivos em estágios iniciais do 

desenvolvimento da doença, de 2 a 3 dias após o aparecimento de sintomas. 

Entretanto, como outras técnicas moleculares, necessita de estrutura laboratorial 

complexa e profissionais altamente treinados [22], [26]. Tanto os testes moleculares 

quanto os enzimáticos buscam a detecção de antígenos, porém, estes últimos 

proporcionam resultados com menor tempo de análise, diminuindo a investigação 

laboratorial de um prazo de até 3 horas para menos de uma hora[32], [35]. Por fim, os 

testes rápidos para pesquisa de antígenos virais fazem uso de técnicas de diagnóstico 
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mais simples, podendo ser realizados em locais sem infraestrutura e com o menor 

tempo de obtenção de resultado, aproximadamente 20 minutos. Apresentam como 

grande limitação a sensibilidade analítica, dependendo da qualidade do fornecedor 

empregado [42], [43]. Sendo assim, é necessário que se faça uma análise completa 

da realidade em que o paciente se insere e sua condição clínica para que a melhor 

metodologia seja empregada. Outro aspecto que se destaca é o período de janela de 

identificação, tempo decorrido entre o contato inicial com o vírus e a identificação 

através do teste. 

 

Tabela 1 Comparação das características entre principais metodologias empregadas 

no diagnóstico de COVID-19. 

 

4.3.4. Outros testes 

Alguns achados laboratoriais podem ser utilizados como suporte no diagnóstico 

de COVID-19, como linfocitopenia, elevação da Proteína C reativa e da Velocidade de 

Hemossedimentação. A procalcitonina também é um marcador de infecção que 

comumente apresenta-se elevado. Além destes, um teste que tem se destacado 

principalmente em ambiente hospitalar é a detecção do Fragmento D-dímero, um 

marcador de fibrinólise que tem demostrado associação com o quadro de pneumonia 

inflamatória e trombose pulmonar [44]. Todos estes fatores podem estar associados 

à severidade com que a COVID-19 acomete o paciente e, por este motivo, devem ser 

utilizados no acompanhamento da progressão da doença [16].  

 ANTÍGENO 

(RÁPIDO) 

ENZIMÁTICOS RT-QPCR 

Seletividade Baixa a alta Média a alta Alta 

Especificidade Alta Alta Alta 

Janela de 

identificação 

7 dias após 

aparição dos 

sintomas 

6 a 14 dias após 

aparição dos 

sintomas 

2 a 3 dias após 

aparição dos 

sintomas 

Estrutura 

laboratorial 

Point-of-care Infraestrutura 

complexa 

Infraestrutura 

complexa 

Tempo para o 

resultado 

20 minutos Menos de 1 hora Aproximadamente 

3 horas 
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No início da pandemia os testes baseados em imunocromatografia para 

detecção de IgM ou IgG tornaram-se uma alternativa diagnóstica amplamente 

utilizada, nos quais os resultados eram obtidos em até 20 minutos. São testes que 

fazem a detecção de anticorpos anti-SARS-CoV-2 e não detectam o vírus diretamente 

[8]. Como eram, inicialmente, uma das poucas alternativas laboratoriais, acabaram 

difundindo-se na tentativa de identificação de contato com o vírus. Atualmente, são 

mais utilizados para fins de pesquisa ou para levantamentos epidemiológicos [26]. 

Apesar da fácil execução e custo acessível, possuem uma limitação bastante 

importante que é o período de janela imunológica, tempo decorrido entre o contato 

inicial com o vírus e a produção dos anticorpos com consequente identificação do 

teste positivo. Estima-se que seus resultados indiquem o contato com o agente 

infeccioso apenas a partir de 7 a 14 dias após a exposição ou de 3 a 5 dias após o 

aparecimento dos primeiros sintomas [45]. Quando realizados antes destes períodos, 

os testes podem apresentar resultado negativo mesmo que o paciente esteja com 

infecção ativa e capaz de disseminar o vírus [46], [47]. Estes testes podem trazer 

informações sobre a progressão da doença, casos de indivíduos que nunca entraram 

em contato com o vírus, levantamento de casos assintomáticos ou avaliação da 

eficácia da capacidade imunogênica pós-vacinação. Entretanto, não é uma 

metodologia indicada para o diagnóstico de doença ativa, visto que a quantidade de 

anticorpos produzidos nos primeiros dias de infecção pode ser insuficiente para sua 

detecção [26], [48], [49]. 

No decorrer da pandemia, muitas técnicas foram empregadas no diagnóstico 

de COVID-19, porém, nenhuma pode ser considerada ideal para todos os casos. Em 

um cenário de pandemia, em que todos os países foram atingidos, não há apenas um 

método que possa ser utilizado, e, por mais que a sensibilidade e a especificidade 

sejam atributos essenciais no diagnóstico, fatores sociais, epidemiológicos e 

econômicos devem ser levados em consideração na escolha do método a ser adotado 

[4], [48]. Neste sentido, o desenvolvimento de novas alternativas laboratoriais, amplas, 

de custo acessível e com bons valores preditivos positivo e negativo ganham 

importância. A pandemia impulsionou o desenvolvimento deste trabalho e o 

desenvolvimento de uma plataforma que pudesse não só contribuir para esta questão 

específica, mas que também permitisse aplicação diagnóstica mais ampla. 
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4.4. BIOSSENSORES 

Entre novas alternativas metodológicas que vêm sendo desenvolvidas na área 

diagnóstica, os biossensores apresentam vantagens que vêm se destacando frente a 

outros métodos, como baixo custo de análise, portabilidade, possibilidade de análises 

quantitativas, alta sensibilidade e especificidade [22]. Apresentam-se como uma 

alternativa por dispensarem a necessidade de profissionais altamente qualificados e 

estrutura laboratorial complexa, além de serem capazes de apresentar resultados 

rápidos e quantitativos [50], [51]. Diversos exemplos são utilizados comumente no dia-

a-dia, entre eles estão os testes imunocromatográficos, já discutidos anteriormente. 

Os biossensores são dispositivos capazes de detectar analitos em amostras 

biológicas variadas. Tipicamente, como representado na Figura 2, um biossensor 

consiste em um bioreceptor (elemento que é responsável por interagir com o analito 

alvo), um transdutor (elemento que transforma o sinal gerado pela interação do 

bioreceptor com o analito em um sinal resposta) e, por fim, um dispositivo que lê o 

sinal transmitido pelo transdutor, trata os dados e disponibiliza o resultado para o 

operador [52]. 

 

 

Figura 2 Esquema ilustrativo da construção de um biossensor. Imagem elaborada 
pela autora utilizando a plataforma BioRender.com. 
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4.4.1. Bioreceptores 

O bioreceptor é o componente que irá interagir com o alvo ou analito presente 

na amostra e produzir uma interferência na superfície do sensor capaz de gerar sinal 

mensurável.  O funcionamento do biossensor depende da interação do bioreceptor 

com o alvo escolhido e da tradução em um sinal, indicando a presença, ou até mesmo 

a quantidade, desse analito na amostra. Entre os analitos que podem ser avaliados 

estão as proteínas, os anticorpos, os ácidos nucleicos ou qualquer outro componente 

biológico ou metabólico [53] e, dependendo do analito alvo, escolhe-se o bioreceptor 

mais adequado. Neste sentido, os biossensores podem ser classificados como: 

• Enzimáticos: utilizam enzimas como bioreceptor e o sinal detectado é gerado a 

partir da reação de catálise do substrato; 

• Imunossensores: utiliza o sistema antígeno-anticorpo para geração de sinal, 

tanto o antígeno quanto o anticorpo podem estar imobilizados; 

• Aptassensores: utilizam aptâmeros para a identificação do alvo, ocorrendo um 

fenômeno semelhante à ligação antígeno-anticorpo; 

• Genossensores: utilizam ácidos nucleicos imobilizados para a detecção de 

hibridização com o alvo na amostra. 

Os genossensores despertam o interesse na área de biossensoriamento pois 

são considerados de baixo custo, alta especificidade e rápido reconhecimento dos 

alvos. Em geral, o bioreceptor é uma fita simples de ácido nucleico (comumente DNA, 

devido sua maior estabilidade em relação ao RNA), que irá hibridizar com o ácido 

nucleico alvo (podendo ser DNA ou RNA). O bioreceptor comumente é uma sequência 

curta, com cerca de 20 a 30 bases, e escolhida de acordo com o alvo de interesse, de 

forma que seja complementar à sequência-alvo, presente na amostra [54].  

 

4.4.1.1. Imobilização eletrostática do bioreceptor 

Como parte fundamental de um biossensor está a etapa de imobilização do 

elemento que irá interagir com o alvo desejado gerando o sinal resposta. Em um 

genossensor, o bioreceptor é uma fita simples de ácido nucleico, geralmente DNA 

(ssDNA-probe), que deverá ser complementar à sequência alvo que se deseja 

identificar (DNA-target). Ainda, existe a necessidade de uma imobilização que permita 

a aproximação do DNA-target à superfície, para que haja a hibridização [55]. 
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A metodologia de imobilização por interações eletrostáticas é a mais simples 

dentre as técnicas de imobilização, pois se utiliza de características físico-químicas 

da superfície do eletrodo e das moléculas de DNA, como as cargas negativas dessa 

molécula, fornecida pelos grupamentos fosfatos [56], [57], [58]. 

Alguns trabalhos utilizam o auxílio de filmes poliméricos catiônicos recobrindo 

a superfície do transdutor para a disponibilização de cargas positivas e interação com 

o ssDNA-probe. Diferentes opções de polímeros têm sido utilizadas para esta 

finalidade como quitosana [59], poli-L-lisina [60], polipirrol [61] e polianilina [62], [63]. 

Todos os polímeros citados são matrizes que disponibilizam grupamentos amina 

(NH2) para auxiliar na adsorção eletrostática e imobilização do bioreceptor. Porém, 

gera a necessidade de uma etapa de funcionalização prévia no desenvolvimento do 

sensor. 

Estratégias sem a necessidade de recobrimento polimérico prévio da superfície 

também são utilizadas, como o tratamento eletroquímico da superfície aplicando 

potencial no eletrodo. A diferença de potencial favorece a disponibilização de cargas 

positivas para a interação com o DNA [64]. Ainda, a utilização de nanoestruturas pode 

auxiliar nesta adsorção eletrostática, pois os óxidos nanoestruturados permitem a 

existência de planos eletroativos com mais regiões favoráveis à imobilização do 

ssDNA, quando comparados a um filme fino não nanoestruturado [65]. 

Existem poucos estudos sobre a imobilização por adsorção eletrostática em 

superfícies de nióbio ou óxidos de nióbio, ainda assim, Choi e colaboradores [66] 

realizaram a imobilização de ssDNA em uma superfície porosa de óxido de nióbio, 

apenas controlando o pH com solução tampão pH 7,4, e tempo do processo de 

imobilização. A interação demonstrou-se bastante estável, mesmo após lavagens, 

devido à interação das cargas negativas do DNA com as cargas positivas da superfície 

do óxido utilizado, além da morfologia porosa ter favorecido o aprisionamento das fitas 

de DNA. 

A imobilização por adsorção eletrostática, além de fraca e passível de 

dessorção mesmo em condições brandas, como pH neutro ou temperatura ambiente 

(20-25 ºC), gera interações não específicas entre a superfície e a molécula de DNA, 

imobilizando em posições aleatórias, o que pode prejudicar a eficiência da 

hibridização posterior [57], [67]. Por estas razões métodos de imobilização que 

pudessem promover uma interação estável, sem obstruir a flexibilidade estrutural do 
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DNA e que permitissem as modificações conformacionais naturais no processo de 

hibridização e formação da dupla hélice foram desenvolvidos [67]. 

 

4.4.1.2. Imobilização covalente do bioreceptor 

Diferentemente da imobilização por adsorção eletrostática, a imobilização via 

ligação covalente possui boa estabilidade, devido à forte ligação entre o DNA e a 

superfície, permite a flexibilidade da molécula de DNA e proporciona a orientação 

vertical do DNA, resultando numa melhor eficiência do processo de hibridização [57].  

 As técnicas de imobilização por ligações covalentes exigem modificações na 

fita de DNA que dependem da superfície na qual será realizada a imobilização. 

Tipicamente utilizam-se fitas de DNA com modificações tiol (SH) ou amina (NH2) na 

extremidade 3’ ou 5’, que tem a função de se ligar diretamente na superfície do metal, 

ou então em grupamentos superficiais induzidos especialmente para esta finalidade 

[57], [68].  

 A modificação tiol é majoritariamente utilizada para formação de monocamadas 

de DNA nos casos em que a superfície de imobilização possui ouro em sua 

constituição. Isto porque o grupamento tiol possui alta afinidade e forma ligações 

covalentes de fácil execução e alta reprodutibilidade com ouro [69], [70], [71]. 

 Para os demais tipos de superfícies a metodologia mais amplamente utilizada 

é a ligação covalente por grupos amina. Para isso a fita de DNA-probe é modificada 

com grupamentos amino-terminais (-NH2) em uma das extremidades, que se ligará 

com os grupamentos químicos disponíveis na superfície do eletrodo, provenientes de 

funcionalização prévia da superfície [56].  

 

4.4.1.2.1. Funcionalização de superfícies e ligações cruzadas 

A funcionalização de superfícies é uma estratégia para facilitar a imobilização 

de bioreceptores, pois é responsável por fornecer grupamentos químicos que serão 

utilizados como sítio de ligação da biomolécula. 

A quitina é o segundo polímero natural mais abundante do planeta, perdendo 

apenas para celulose, está presente no exoesqueleto de insetos e crustáceos e em 

alguns fungos. Apesar de ser muito abundante na natureza, é um polímero de difícil 

manuseio por conta de sua solubilidade, porém sua N-desacetilação gera a quitosana, 

um derivado polimérico com grupos amina livres solúvel em meios ácidos com pH 

próximo a 6 [72].   
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 A quitosana age como um pseudo-plástico, podendo formar filmes que têm 

potencial para o recobrimento de superfícies [73], [74]. A qualidade e espessura dos 

filmes formados possuem alta relação com a viscosidade da solução mãe de 

quitosana utilizada, que, por sua vez, depende do grau de N-desacetilação de quitina 

utilizado no processo de sua fabricação [72].  

Utilizada para a disponibilização de aminas superficiais [59], [74], [75], sua 

utilização em recobrimento de superfícies é bastante explorada e pode ser aplicada 

não somente para imobilização por adsorção eletrostática, mas por ligações 

covalentes também [76], [77], [78]. Ainda, sua associação com outros reagentes, 

como o glutaraldeído para a formação de ligações cruzadas também é uma solução 

bastante simples, de baixo custo e de fácil execução.  

O glutaraldeído é um dialdeído linear, com 5 carbonos muito utilizado em 

imobilização de biomoléculas por agir como um agente reticulante (crosslinker) [79], 

ou seja, ele promove a ligação entre dois grupamentos de interesse que não reagiriam 

entre si, como por exemplo entre grupamentos aminas [80], [81], [82].   

Helali et. al (2007) [80] desenvolveram um imunossensor eletroquímico feito de 

eletrodo de nióbio/óxido de nióbio, obtido por anodização, funcionalizado com 3-

aminopropiltrietoxisilano e glutaraldeído com imobilização covalente do anticorpo de 

fragmento Fab k47 para detecção de atrazina. Por meio de ensaios de espectroscopia 

de impedância eletroquímica (EIE) em solução de K3[Fe(CN)6]/K4[Fe(CN)6] 5mM em 

PBS pH 7,0, os autores demonstraram que o biossensor proposto foi capaz de 

detectar atrazina em baixos níveis de concentração, de até 50µg/ml.  

  

4.4.1.2.2. Necessidade de bloqueio da superfície 

Ainda, uma característica de biossensores muito encontrada na literatura, é a 

probabilidade de imobilização inespecífica. Isso é, quando realizado o protocolo de 

hibridização, ao invés de ocorrer a fixação do DNA-target por hibridização com a 

probe, ocorre a imobilização dele na superfície, gerando um sinal falso. 

Diversos substratos podem necessitar da etapa de bloqueio na construção do 

biossensor. Em seu trabalho, Oliveira e colaboradores [83] utilizam eletrodo de ouro 

recoberto com poli(éter metilo vinilico/Copolímero de ácido maleico) (PVM), e 

nanopartículas de ouro funcionalizadas com cisteína são ancoradas neste filme 

polimérico, por fim, a enzima é imobilizada a partir da ligação com a cisteína. 
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Entretanto, imobilização do substrato pode ocorrer nos sítios livres do filme de PVM. 

Para bloquear estes sítios de possíveis ligações, os autores fazem a incubação do 

eletrodo (já com a enzima imobilizada) em solução de albumina de soro bovino (BSA) 

0,2% em PBS por 20 minutos a 25°C.  

Chen e colaboradores [84] reportaram o bloqueio da superfície como um 

processo vital para a construção de seu imunossensor para detecção de hormônio da 

paratireoide (do inglês, Parathyroid Hormone; PTH). Em seu trabalho, os autores 

utilizam eletrodo de carbono, com nanotubos de carbono e ouro, e um anticorpo anti-

PTH. O trabalho realizou um estudo para a escolha do melhor agente de bloqueio, 

adicionando o agente na superfície do eletrodo e incubando-o por 30 minutos. Entre 

os reagentes utilizados estão tiocianato de potássio, polietilenoglicol, álcool 

polivinilico, soro humano e BSA. Dentre seus achados, observaram que o melhor 

reagente para a realização do bloqueio é o soro humano, seguido do BSA. 

 

4.4.2. Genossensores 

As evoluções tecnológicas que ocorreram no último século influenciaram 

intensamente o desenvolvimento de pesquisas e ações voltadas para a atenção à 

saúde. As áreas de fisiopatologia, de tratamento e de diagnóstico de doenças tiveram 

avanços incomensuráveis [85]. Avanços que se refletiram no aumento da expectativa 

de vida da população mundial, de uma média global de 46,5 anos em 1950 para 71 

anos em 2021 [86].  

Entre os avanços que podemos destacar como essencial na medicina moderna 

têm-se a descoberta do DNA pelo bioquímico suíço Johann Friedrich Miescher (1844-

1895), e depois, a elucidação da sua estrutura tridimensional e seu significado para a 

transferência de informações em organismos vivos, iniciada pela imagem de 

cristalografia gerada pela química britânica Rosalind Franklin e seu colega Raymon 

Gosling, onde pela primeira vez foi possível a observação com resolução satisfatória 

da molécula de DNA. Posteriormente, levando em consideração as medidas e 

anotações realizadas pela Dra. Franklin, Francis Crick (1916-2004), James Watson 

(1928-atual) e Maurice Wilkins (1916-2004) conseguiram propor a teoria da dupla 

hélice de DNA em 1953, e receberam o prêmio Nobel de Fisiologia ou Medicina em 

1962 [87], [88]. Essas descobertas originaram a era da biologia molecular, 

possibilitando os estudos da interação entre RNA, DNA e tradução proteica [89].  
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Atualmente, a detecção de material genético é bastante utilizada na área de 

diagnóstico de patologias, devido à sua grande especificidade. Essa detecção 

geralmente se baseia na ligação de uma fita simples de ácido nucleico de sequência 

conhecida, com o ácido nucleico presente na amostra a ser analisada, fenômeno 

chamado de hibridização. 

No contexto de detecção de ácidos nucleicos, a hibridização é o fenômeno que 

ocorre quando os nucleotídeos (bases nitrogenadas) de uma fita de RNA/DNA liga-se 

aos nucleotídeos complementares, presente em outra fita de RNA/DNA. 

Fundamentalmente existem 5 tipos de nucleotídeos que ocorrem naturalmente, são 

eles: Adenosina (A), Guanina (G), Timina (T), Citosina (C) e Uracila (U), onde A possui 

afinidade por T (em DNA) ou U (em RNA), e G possui afinidade por C, e vice versa. 

Essa afinidade ocorre pela capacidade doadora ou aceptora de ligações de hidrogênio 

entre essas bases, na qual A e T/U interagem por 2 ligações de hidrogênio, enquanto 

G e C conseguem interagir por 3 ligações de hidrogênio, quando em uma sequência 

mais longa, as sucessivas interações entre as bases de duas fitas distintas, gera uma 

ligação forte e estável, formando a dupla hélice [90].  

A interação se dá por ligações de hidrogênio, que são muito estáveis em 

condições normais, entretanto essa estabilidade pode ser afetada por alguns fatores, 

como a força iônica do meio no qual a dupla fita se encontra e a temperatura [90]. A 

temperatura de fusão (do inglês, melting temperature; 𝑻𝒎) é a temperatura em que 

50% do material genético encontra-se na forma de dupla fita. Essa é uma propriedade 

que pode ser calculada levando-se em consideração o percentual das bases G/C e 

A/T, por terem diferentes números de ligações de hidrogênio, sendo que quanto maior 

o percentual G/C, maior será a tendencia de elevação da 𝑻𝒎. Além disso, outra 

propriedade importante para o fenômeno de hibridização é a temperatura de 

anelamento (𝑻𝒂), que é a temperatura em que se inicia o pareamento entre as bases, 

geralmente ligeiramente menor que a 𝑻𝒎 [90], [91], [92], [93]. 

A força iônica encontrada em soluções refere-se à quantidade de íons 

dissolvidos no meio. Cátions divalentes, como magnésio (𝑴𝒈+𝟐), podem reagir com 

os oligonucleotídeos, já os cátions monovalentes, como sódio (𝑵𝒂+) em 

concentrações de 1 a 2 M podem atuar fornecendo estabilidade para a dupla fita 

interferindo e modificando a  𝑻𝒎 em até 20°C [90], [91], [92]. 
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Sabe-se que é exatamente nestes fatores que algumas técnicas de biologia 

molecular fundamentam-se. Por exemplo, a PCR, conforme já apresentada no item 

4.3.3, emprega ciclagens de temperatura para romper essas ligações (desnaturar) ou 

favorecer a ligação entre as sequências (anelamento ou hibridização), bem como 

utiliza de soluções tampão, que além de regularem o pH, fornecem uma concentração 

iônica ideal para a realização da técnica [39], [94], [95].  

 

4.4.2.1. Utilização da hibridização em biossensores 

No contexto de biossensores baseados na detecção de ácidos nucleicos, é 

necessário, fundamentalmente, que a probe interaja e se ligue com o alvo, gerando a 

hibridização. Para isso, diversos protocolos foram reportados na literatura, e as 

principais variáveis ajustadas são a temperatura e o tempo. 

Mahmoodi e colaboradores [96] propuseram a construção de um biossensor 

para detecção do vírus HPV-18 utilizando eletrodo de ouro e DNA modificado com 

grupamento tiol como bioreceptor. Neste trabalho, os autores realizam a hibridização 

mergulhando o eletrodo em solução contendo o DNA-target em PBS 0,5M, pH 7,0, 

por 15 minutos a 42 °C. Neste protocolo a detecção se deu por voltametria de pulso 

diferencial utilizando o sal sódico monoidratado do ácido antraquinona-2-sufônico 

como marcador redox.  

Sheta e colaboradores [63] utilizam eletrodo de carbono funcionalizados com 

polímero derivado da anilina e imobilização eletrostática de DNA-probe. Neste 

trabalho, não foi reportado a temperatura em que a hibridização foi conduzida, porém 

o tempo ideal para a detecção foi estudado, e testes foram realizados entre 15 e 120 

minutos, demonstrando que 60 minutos foi suficiente para atingir a saturação. Isso foi 

constatado pois os ensaios realizados acima deste tempo não tiveram modificação na 

resposta eletroquímica. Para a detecção, os autores utilizaram ensaios de EIE 

empregando K4[Fe(CN)6]/K3[Fe(CN)6] 5mM (1:1) em KCl 0,1M. 

Gokce e colaboradores [97] propuseram a construção de um biossensor 

impedimétrico utilizando eletrodo de óxido de estanho dopado com índio (do inglês 

indium tin oxyde; ITO) funcionalizado com nanofibras de poliuretano/ácido poli-m-

antranílico e, como bioreceptor, utilizaram NH2-ssDNA-probe. A hibridização foi 

realizada incubando o DNA-target com o biossensor por 1 hora, sem menção sobre a 

temperatura utilizada. A detecção foi realizada por EIE em PBS pH 7,4. 
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Patel e colaboradores [69] construíram um biossensor para detecção de DNA 

de Vibrio cholerae utilizando eletrodo de ouro e com ssDN-probe modificado com 

grupamento tiol como bioreceptor.  A hibridização foi realizada por apenas 5 minutos 

sem menção à temperatura utilizada. Para detecção foram realizados ensaios de 

voltametria cíclica (VC) e EIE utilizando o marcador redox azul de metileno. 

Sun e colaboradores [70] utilizaram nanopartículas de ouro e ssDNA-probe 

modificado com grupamento tiol para a confecção de um biossensor para detecção 

de Staphylococcus aureus. Para a hibridização, o ssDNA-target foi adicionado à 

superfície do eletrodo e incubado por 30 minutos a 37 °C. Neste protocolo a detecção 

se deu por voltametria de pulso diferencial utilizando azul de metileno como marcador 

redox. 

 A Tabela 2 traz a relação de parâmetros utilizados pelos autores citados, 

ressaltando as principais variáveis ajustadas nos protocolos de hibridização 

reportados na literatura. 

 

Tabela 2 Relação de parâmetros de hibridização utilizados por outros trabalhos. 

Método de hibridização Temperatura Tempo Referência 

Incubação do eletrodo na solução 

contendo DNA-target 
 

42 °C 15 minutos [96] 

Não citado 
 

Não citado 
 

60 minutos [63] 

Incubação do eletrodo na solução 

contendo DNA-target 
Não citado 

 
60 minutos [97] 

Incubação do eletrodo na solução 
contendo DNA-target 

Não citado  5 minutos [69] 

Adição do DNA-target à superfície do 
eletrodo 

37 °C 30 minutos [70] 

 

4.4.3. Transdutores 

A escolha do transdutor define o tipo de biossensor a ser desenvolvido, a partir 

do sinal que será gerado, podendo ser térmico, que detecta diferenças de 

temperatura; piezoelétrico, sensível a mudanças de massa na superfície do sensor; 
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óptico, capaz de detectar mudanças de cor ou emissão de luz geradas durante a 

análise; ou eletroquímico, que serão explorados a seguir [98], [99]. 

Dentre os biossensores, os eletroquímicos vêm se destacando como um dos 

mais utilizados, devido às suas particularidades como baixo custo do equipamento, 

possibilidade de determinação simultânea de diferentes analitos e análise de amostras 

complexas [100]. Existem diversos métodos de transdução de sinal eletroquímico, 

podendo ser classificados como: 

• Amperométricos: detectam correntes elétricas geradas no sistema durante 

análise em um valor fixo de potencial; 

• Potenciométricos: detectam diferença de potencial entre o eletrodo de trabalho 

(sensor) e eletrodo de referência; 

• Condutimétricos: detectam a diferença na condutividade do eletrólito, causada 

em decorrência das reações analisadas; 

• Voltamétricos: detectam diferenças nas correntes elétricas geradas no sistema 

ocasionadas por variações controladas de potencial; 

• Impedimétricos: analisam resistividade e capacitância da superfície do sensor 

ao aplicar uma perturbação senoidal (de potencial ou corrente alternada) em 

diferentes frequências. 

Um exemplo de biossensor eletroquímico amplamente utilizado na medicina, é 

a medida da glicemia do tipo point-of-care, na qual se utiliza um sensor 

eletroenzimático, funcionalizado com a enzima glicose oxidase que, em contato com 

a glicose presente no sangue analisado, realiza a oxidação do substrato gerando um 

sinal elétrico que é recebido pelo aparelho e convertido em um valor de glicose livre 

[101]. 

 

4.5. DETECÇÃO ELETROQUÍMICA 

A hibridização gerada pelo reconhecimento do alvo (RNA/DNA presente na 

amostra) pelo bioreceptor (fita simples de cDNA imobilizada no eletrodo) gera 

perturbações na superfície do biossensor que podem ser detectadas a partir de 

técnicas eletroquímicas. Dentre elas, as mais aplicadas são técnicas voltamétricas e 

impedimétricas. 
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4.5.1. Voltametria Cíclica 

A voltametria cíclica (VC) é uma técnica simples e que apresenta grande 

versatilidade nos estudos de espécies eletroativas, sendo uma das técnicas 

voltamétricas mais utilizadas na detecção de patógenos [102]. Consiste na aplicação 

de uma faixa de potencial no eletrodo de forma cíclica com velocidade de varredura 

constante, e leitura das correntes geradas a partir desta perturbação [103], como pode 

ser observado na Figura 3.  

 

 

Figura 3 Gráfico da aplicação de potencial em função do tempo (A), voltamograma 
resultante de uma VC (B). Imagem adaptada de Malhotra et al. [54]. 

 

Os picos de corrente gerados na varredura, observados no voltamograma 

representado na Figura 3B, normalmente ocorrem em decorrência de fenômenos 

reversíveis de oxidação e redução de espécies durante a análise. Quando o potencial 

é varrido no sentido de potenciais mais positivos, tem-se a corrente anódica (𝑖𝑝𝑎), onde 

ocorre o fenômeno de oxidação, processo limitado pela capacidade de difusão das 

espécies até a superfície do sensor. Na sequência, ocorre a inversão da varredura, 

indo para potenciais negativos, nos quais favorece reversão dos fenômenos, 

consequentemente redução das espécies e gera-se a corrente catódica (𝑖𝑝𝑐) [54], 

[104], [105]. 

Quando utilizada para a detecção de hibridização em biossensores, com 

frequência utilizam-se marcadores redox, como o azul de metileno (AM) ou o par 

ferrocianeto de potássio/ferricianeto de potássio (K4[Fe(CN)6]/K3[Fe(CN)6]) que 

interagem de formas distintas com DNA em fita simples ou dupla. O AM é capaz de 

1°ciclo 2°ciclo 
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interagir com as bases guaninas do DNA fita simples, já quando a hibridização ocorre, 

essa interação ocorre de maneira menos intensa pois existe um impedimento das 

bases. Desta forma, ocorre a diminuição da corrente máxima dos picos gerados 

durante a VC [106], [107]. A utilização do par K4[Fe(CN)6]/K3[Fe(CN)6] é bastante 

utilizada em genossensores pois a oxirredução do K4[Fe(CN)6]/K3[Fe(CN)6] dá-se 

próxima à superfície do substrato, gerando picos bem definidos por VC. Quando 

adicionado o DNA, os grupamentos fosfato de seu esqueleto agem afastando as 

moléculas negativas da superfície do sensor, ocasionando uma diminuição na 

oxirredução do par K4[Fe(CN)6]/K3[Fe(CN)6], consequentemente há diminuição na 

corrente máxima dos picos, que se torna ainda maior na presença da hibridização, 

visto que a repulsão gerada pela dupla fita de DNA é mais intensa [108], [109]. 

 

4.5.2. Espectroscopia de impedância eletroquímica 

As técnicas eletroquímicas visam analisar as espécies eletroativas que se 

formam durante as reações eletroquímicas que ocorrem na superfície do sensor. Para 

isso, a espectroscopia de impedância eletroquímica (EIE) é uma poderosa ferramenta 

para a obtenção de respostas de biossensores [110], pois as reações eletroquímicas 

ocorrem na interface do sensor com o eletrólito de suporte, chamada de dupla camada 

elétrica, por meio da geração de corrente iônica proporcionada pelo par redox, 

apresentando uma resistência de transferência de carga (𝑅𝑐𝑡) e uma capacitância 

(𝐶𝑑𝑙). Afastando-se da dupla camada elétrica, encontra-se o bulk da solução eletrólito, 

que possui uma resistência associada ao sistema (𝑅𝑠), além do movimento de íons 

que são transportados através de difusão, resultando em transporte de massa pelo 

eletrólito que origina uma impedância (𝑍𝑤). Em consequência das propriedades do 

sistema, caracterizadas pela medida de EIE, é possível representar a solução e os 

fenômenos eletroquímicos que ali ocorrem por um circuito elétrico equivalente, 

apresentado na Figura 4 [103], [111].  

Resumidamente, em uma célula eletroquímica ocorrem interações entre o 

eletrodo, as espécies redox e o eletrólito, ocasionando fenômenos de modificações 

nas concentrações das espécies eletroativas, de transferência de carga e de 

transferência de massa do bulk do eletrólito para a superfície do eletrodo sob 

influência da resistência do eletrólito [112].  
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A EIE consiste na aplicação de sinais senoidais, geralmente de corrente 

alternada, em valores de frequência distintos e a impedância é medida. A resposta a 

essas perturbações possibilita a obtenção dos diagramas de Bode e Nyquist, mais 

utilizados na literatura para uma análise preliminar dos resultados. O diagrama de 

Nyquist (apresentado na Figura 4), é construído pela divisão das partes imaginária e 

real da impedância, e, cada ponto do diagrama representa um valor de impedância na 

frequência aplicada e possui um ângulo em relação à origem dos eixos X, Y. Este 

ângulo é apresentado no diagrama de Bode – fase, enquanto a magnitude de 

impedância |Z| (módulo da impedância) é representado pelo diagrama de Bode – 

módulo, os dois em função da frequência aplicada em cada ponto [112], [113].  

 

 

Figura 4 Representação de Diagrama de Nyquist com seu circuito equivalente e 
propriedades do sistema. Imagem produzida pela autora. 

 

A EIE aplicada a genossensores eletroquímicos pode revelar os fenômenos de 

modificação superficial gerados a partir da biofuncionalização ou da resposta de 

hibridização. Em geral, espera-se que cada modificação realizada na superfície do 

𝑅𝑐𝑡𝐶𝑑𝑙 = 1 

𝑅𝑐𝑡 

𝑅𝑠 + 𝑅𝑐𝑡 

Warburg 
(Região controlada pela difusão) 

𝐶𝑑𝑙 

𝑍𝑤 

𝑅𝑠 

𝑅𝑐𝑡 
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eletrodo introduza dificuldades de interação na região de interface do sensor com o 

eletrólito, aumentando a resistência geral do sistema [114], [115]. 

 

4.6. BIOSSENSORES ELETROQUÍMICOS NO DIAGNÓSTICO DE COVID-19 

No cenário da pandemia de COVID-19, a área de biossensores eletroquímicos 

se fortaleceu ainda mais, com o desenvolvimento de diversos sensores voltados ao 

diagnóstico da doença. Os alvos escolhidos se assemelham aos dos métodos 

diagnósticos já apresentados, como o RNA viral [116], anticorpos IgG e IgM [117], a 

proteína do nucleocapsídeo [118], [119] e a proteína spike [117], [120], além de outros 

biomarcadores como a proteína C reativa [121]. Porém, pelo conhecimento atual do 

nosso grupo, ainda não há relato de nenhum biossensor eletroquímico 

comercialmente disponível para o diagnóstico de COVID-19.  

 

4.7. MATERIAIS UTILIZADOS NO BIOSSENSORIAMENTO E NIÓBIO 

Diversos materiais são utilizados como coletores de corrente em biossensores 

eletroquímicos, como nanotubos de carbono [122], grafeno [123], ouro, prata [124] e 

até mesmo molibdênio [125]. A escolha deste substrato está diretamente ligada às 

especificações do biossensor, interferindo na sensibilidade, estabilidade, custo e 

necessidades técnicas de leitura do sinal [126]. 

Materiais a base de óxidos de nióbio vêm chamando atenção, principalmente 

devido às suas propriedades semicondutoras [12], [127], [128]. É importante destacar 

que o Brasil detém pelo menos 90% das reservas mundiais desse metal [13], 

facilitando o acesso e possibilitando a impulsão da indústria brasileira que faz uso 

deste material e, assim, diminuindo a necessidade de importação de tecnologia e 

insumos o que, especialmente na área médica, tem se tornado um limitador para o 

país.  

No cenário científico brasileiro, o nióbio tem grande importância e gera 

interesse por suas propriedades físicas, catalíticas e semicondutoras, tanto do metal, 

quanto de seus óxidos. Tem sido muito estudado para aplicações nas áreas de 

construção civil [129], de produção de energia [130], e de armazenamento de energia 

[14].  

A utilização de nanomateriais, materiais que possuem ao menos uma de suas 

dimensões menor que 100 nm [131], é uma estratégia que vem ganhando força na 
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área de biossensores, pois esta estruturação do material, além de aproveitar as 

vantagens da miniaturização, aumenta a área superficial, o que pode, em alguns 

casos, conferir maior condutividade elétrica e amplificação do sinal gerado durante a 

análise, além de ser compatível com biomoléculas [54]. Este aumento de área 

superficial possibilita uma maior quantidade de bioreceptores disponíveis para a 

detecção do analito, por consequência, fazendo com que o biossensor seja mais 

sensível ao analito [132], [133]. 

 

4.7.1. Óxidos de nióbio aplicados ao biossensoriamento eletroquímico  

Materiais à base de nióbio têm sido sugeridos para diversas aplicações na área 

de biossensores nas mais diversas configurações. Esses dispositivos podem ser 

classificados quanto ao princípio de funcionamento, sendo os principais tipos: 

ópticos[134], acústicos [135], piezoelétricos [136] e eletroquímicos [137]. Além disso, 

o nióbio quanto utilizado para detecção de biomoléculas, pode ser utilizado nas mais 

diversas composições como, por exemplo, óxido de nióbio [138], carbeto de nióbio 

[139], estrutura metalorgânica [140], compósito com outros materiais [80], entre 

outros. Mais detalhes sobre a utilização de óxidos de nióbio na construção de 

biossensores eletroquímicos serão descritos no manuscrito de revisão apresentado 

no CAPÍTULO 1. 
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Electrochemical Biosensors Based on Niobium-containing Oxides: A Review 
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O texto do capítulo 1, que no texto completo da tese defendida ocupa o intervalo 

de páginas compreendido entre as páginas 59 – 94, foi suprimido por tratar-se de 

manuscrito em preparação para publicação em periódico científico. Consta de uma 

revisão da literatura acerca da aplicação de óxidos de nióbio aplicados à confecção 

de biossensores eletroquímicos.  
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II. CAPÍTULO 2 
 

 

 

 

Este capítulo reúne os principais 

ensaios laboratoriais realizados neste 

trabalho e que serviram de base para o 

processo de desenvolvimento do 

biossensor. Foi organizado na forma de 

materiais e métodos, resultados e 

discussão específica dos mesmos.    

  



 
 

 
 



 
 

 
 

O texto do capítulo 2, que no texto completo da tese defendida ocupa o intervalo 

de páginas compreendido entre as páginas 97 – 160, foi suprimido por tratar-se dos 

resultados experimentais obtidos durante a realização desse projeto, que serão 

publicados em periódico relevante da área. A parte experimental desse projeto 

consistiu no desenvolvimento de protocolos de construção e biofuncionalização de 

eletrodos baseados em nanofios de niobato de sódio para aplicação como 

genossensor eletroquímico. Também foram exploradas diferentes abordagens de 

otimização do protocolo de hibridização. 
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II.1. CONCLUSÕES E CONSIDERAÇÕES GERAIS 

Foi avaliado o comportamento do sistema Nb-NW em diferentes eletrólitos, no 

qual foi possível observar que a utilização de K4[Fe(CN)6]/K3[Fe(CN)6] (1:1) em PBS 

resultou em menores resistências do sistema, além de ser mais sensível quando 

comparado aos ouros eletrólitos testados ao gerar fenômenos mais bem definidos até 

mesmo para modificações superficiais geradas a partir de concentrações menores de 

ssDNA-probe. 

A película de nanofios de niobato de sódio mostrou contribuir para o aumento 

da resistência total dos três sistemas testados; Nb-NW, FTO-NW e Gf-NW; resultado 

já esperado por se tratar da aplicação de um óxido semicondutor às superfícies 

condutoras. 

A partir dos resultados da caracterização eletroquímica por VC da imobilização 

por método eletrostático, foi possível observar que modificações de superfície de fato 

ocorreram, sugerindo a imobilização de ssDNA-probe. Além disso, estas modificações 

não causam alterações ou danos morfológicos na estrutura das cordas micrométricas 

ou nanofios observados por microscopia ótica e eletrônica. 

Entretanto, ao realizar-se a análise de microscopia por fluorescência, foi 

possível observar que a imobilizações de ssDNA-probe não foi estável às lavagens 

em água, que possui pH levemente ácido, mostrando a necessidade de outras 

estratégias para uma imobilização estável, especialmente em sistemas nos quais a 

camada de nanofios de niobato de sódio é suportada em outros substratos. 

Ao partirmos para análises referentes à imobilização covalente de NH2-ssDNA-

probe, com base nos resultados de microscopia de fluorescência foi possível concluir 

que a imobilização após funcionalização com quitosana e glutaraldeído foi obtida com 

êxito. Além disso, foi possível avaliar a estabilidade às lavagens, procedimento 

importante pois as análises eletroquímicas são realizadas mergulhando-se as 

amostras em solução; sendo assim, a imobilização realizada neste capítulo é 

adequada para a utilização proposta do biossensor. 

Apesar de muito utilizada, a VC não se mostrou uma técnica capaz de distinguir 

todas as modificações induzidas no sistema, sendo que apenas a EIE conseguiu 

captar todas as funcionalizações realizadas, bem como a imobilização do bioreceptor 

em todos os sistemas analisados. 
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A partir dos ensaios de EIE, foi possível concluir que a funcionalização com 

quitosana diminui a resistência à transferência de cargas em todos os sistemas, além 

de gerar um segundo fenômeno nas configurações FTO-NW e Gf-NW. Já a 

funcionalização com o glutaraldeído tende a aumentar essa resistência retornando a 

patamares próximos ao eletrodo de base (Nb-NW, FTO-NW ou Gf-NW) sem modificar 

o segundo arco gerado anteriormente. Por fim, a imobilização do bioreceptor gera 

aumento na resistência do sistema, proporcional à quantidade imobilizada. 

Também foi analisado um método adequado para acondicionamento das 

amostras quando não forem utilizadas logo após a imobilização. Foi possível verificar 

a degradação da amostra em apenas uma noite quando mantida seca. Já em solução 

PBS, ela se manteve estável por mais de 80 horas em temperatura ambiente (20-25 

oC), sendo este o método escolhido para o acondicionamento quando necessário 

Tendo em vista os resultados de microscopia ótica de fluorescência, foi possível 

concluir que após a imobilização, ainda restam sítios ativos de glutaraldeído 

disponíveis para a reação com DNA, gerando imobilizações inespecíficas durante o 

protocolo de hibridização. Por este motivo, se faz necessário o bloqueio da superfície 

após a imobilização, para neutralizar o glutaraldeído, deixando exposto somente o 

NH2-ssDNA-probe para interação com o ssDNA-target. 

A escolha de um protocolo de bloqueio é uma etapa de suma importância, para 

que a resposta eletroquímica dos ensaios seja fidedigna ao fenômeno que se deseja 

analisar. Sendo assim, com base nos testes realizados e até o momento, um maior 

tempo de reação com menor concentração (overnight com solução de BSA 1%) foi o 

protocolo que trouxe melhores resultados, reagindo com sítios remanescente de 

glutaraldeído, porém, sem interferir na visualização da hibridização.  

Após o bloqueio a superfície, o biossensor torna-se sensível às variações 

térmicas e, desta forma, se faz necessário o desenvolvimento de um protocolo que 

não utilize variação de temperatura, ou que se faça a estabilização térmica pós-

hibridização.  

Ainda, fica evidente que a hibridização com altas concentrações de ssDNA-

target (100 µM) gera duas constantes de tempo observadas por EIE e que, sendo 

assim, as médias e baixas frequências são as de maior relevância para análise. Os 

protocolos de hibridização ainda precisam de otimizações, entretanto já foi possível 

observar que a hibridização simplificada não possui especificidade; tempos muito 
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curtos (30 minutos) não são suficientes para a formação adequada dos híbridos e que 

60 minutos gera respostas eletroquímicas semelhantes a 45 minutos, sendo este o 

tempo mais adequado para a incubação; 100nM de NH2-ssDNA-probe é a 

concentração que se mostrou mais promissora para continuar a otimização do sensor 

desenvolvido; e que a presença de soluções de hibridização como SSC e SSPE com 

SDS, favorecem a reação de hibridização específica, dificultando a formação de 

híbridos não-complementares, sendo que a solução tampão de hibridização mais 

promissora é 1x SSC. 

Ademais, é possível observar que há diferença na resposta eletroquímica 

obtida após o protocolo de hibridização quando utilizado DNA sintético ou extraído de 

sangue humano, porém mais estudos ainda necessitam ser realizados para a 

completa elucidação dos fenômenos que ocasionam a diferença na resposta 

eletroquímica. 

Por fim, cabe destacar que foi possível a obtenção de um eletrodo para 

utilização em biossensor eletroquímico baseado em nanofios de niobato de sódio, 

bem como o desenvolvimento de metodologia de funcionalização da superfície 

incluindo a imobilização de bioreceptores. Ainda que necessite de otimizações para a 

melhoria da especificidade, a plataforma desenvolvida é capaz de responder ao 

processo de hibridização gerando uma resposta eletroquímica característica. O 

desenvolvimento de um biossensor não é uma tarefa trivial, diversas variáveis 

influenciam no processo, especialmente para propostas como a desenvolvida por esta 

Tese, na qual o material nanoestruturado teve a sua primeira descrição para a 

aplicação pretendida desenvolvida pelo nosso grupo de trabalho, resultando na 

submissão de um pedido de depósito de patente.  

 

  



 
 

 
 



 
 

 
 

II.2. PERSPECTIVAS  

É importante destacar que a linha de pesquisa em biossensores foi nucleada 

apenas a partir do início da execução da presente tese, sendo possível iniciar uma 

rede de cooperação envolvendo uma equipe multidisciplinar de diferentes ICT’s e 

hospitais, destacando-se a colaboração de pesquisadores de diferentes unidades e 

departamentos da UFRGS:  Profa. Celia de Fraga Malfatti do Departamento de 

metalurgia, Professora Leliz Ticona Arenas do Instituto de Química, Professora 

Simone Cristina Baggio Gnoatto e o Professor Diogo André Pilger, ambos da 

Faculdade de Farmácia da UFRGS, Grupo Hospitalar Conceição por meio do médico 

Fernando Anschau e Hospital de Clínicas de Porto Alegre por meio da farmacêutica 

Fernanda de Paris.  

O desenvolvimento do biossensor proposto ainda não está finalizado, sendo 

necessário ainda a melhora dos parâmetros de hibridização e aprimoramento da sua 

especificidade. Testes variando tempo de incubação, tampão de hibridização e 

concentração de NH2-ssDNA-probe já foram realizadose outras variáveis ainda estão 

em vista de serem objeto de estudo, como a otimização da lavagem pós-hibridização, 

teste de diferentes tampões de hibridização, ensaios variando a temperatura de 

incubação e lavagens e protocolos de resfriamentos estão entre as próximas etapas 

a serem investigadas.  

A continuidade do desenvolvimento da área de biosensores com estes grupos 

de pesquisa seguirá e proporcionará a realização de projeto de pós-doutorado da 

autora com previsão de sua aplicação clínica. 
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O texto do Anexo II, que no texto completo da tese defendida ocupa o intervalo 

de páginas compreendido entre as páginas 187 – 195, foi suprimido por tratar-se de 

manuscrito em preparação para publicação em periódico científico. Consta do 

desenvolvimento e caracterização da obtenção de camada de nanofios de niobato de 

sódio.  
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O texto do Anexo III, que no texto completo da tese defendida ocupa o intervalo 

de páginas compreendido entre as páginas 199 – 213, foi suprimido por tratar-se de 

manuscrito em preparação para publicação em periódico científico. Consta do estudo 

do impacto de diferentes eletrólitos na resposta eletroquímica de genossensores. 

  



 
 

200 
 

  



 
 

201 
 

  



 
 

202 
 

  



 
 

203 
 

  



 
 

204 
 

  



 
 

205 
 

  



 
 

206 
 

  



 
 

207 
 

  



 
 

208 
 

  



 
 

209 
 

  



 
 

210 
 

  



 
 

211 
 

  



 
 

212 
 

  



 
 

213 
 

 



 
 

 
 

 



 
 

 
 

ANEXO IV 

 

Parecer consubstanciado aprovado – Comitê de Ética em Pesquisa HCPA 

 

 



 
 

216 
 



 
 

217 
 

 



 
 

218 
 

 



 
 

219 
 

 

 


	1. INTRODUÇÃO
	2. OBJETIVOS
	2.1. Objetivos específicos

	3. ORAGANIZAÇÃO DA TESE
	4. REVISÃO DA LITERATURA
	4.1. COVID-19
	4.2. O VÍRUS SARS-CoV-2
	4.3. FERRAMENTAS DE DIAGNÓSTICO
	4.3.1. Testes Rápidos
	4.3.2. Testes Enzimáticos
	4.3.3. Testes moleculares
	4.3.4. Outros testes

	4.4. BIOSSENSORES
	4.4.1. Bioreceptores
	4.4.1.1. Imobilização eletrostática do bioreceptor
	4.4.1.2. Imobilização covalente do bioreceptor
	4.4.1.2.1. Funcionalização de superfícies e ligações cruzadas
	4.4.1.2.2. Necessidade de bloqueio da superfície
	4.4.2. Genossensores
	4.4.2.1. Utilização da hibridização em biossensores
	4.4.3. Transdutores

	4.5. DETECÇÃO ELETROQUÍMICA
	4.5.1. Voltametria Cíclica
	4.5.2. Espectroscopia de impedância eletroquímica

	4.6. BIOSSENSORES ELETROQUÍMICOS NO DIAGNÓSTICO DE COVID-19
	4.7. MATERIAIS UTILIZADOS NO BIOSSENSORIAMENTO E NIÓBIO
	4.7.1. Óxidos de nióbio aplicados ao biossensoriamento eletroquímico

	I. CAPÍTULO 1
	II. CAPÍTULO 2
	II.1. CONCLUSÕES E CONSIDERAÇÕES GERAIS
	II.2. PERSPECTIVAS
	REFERÊNCIAS
	ANEXO I
	ANEXO II
	ANEXO III
	ANEXO IV

