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RESUMO 
 

UTILIZAÇÃO DE UM SENSOR ELETROQUÍMICO DESCARTÁVEL PARA O 

DIAGNÓSTICO RÁPIDO DA COVID-19 POR MEIO DA DETECÇÃO DA PROTEÍNA SPIKE 

DO VÍRUS SARS-COV-2. A eclosão da pandemia da COVID-19, causada pela 

Síndrome Respiratória Aguda Grave do Coronavírus 2 (SARS-CoV-2), tem 

impulsionado a busca por testes para o diagnóstico visando o controle e redução da 

transmissão viral. A técnica de reação em cadeia da polimerase com transcrição 

reversa (RT-PCR) é a principal técnica utilizada para o diagnóstico. Contudo, devido 

às limitações de acessibilidade e custo, é necessário desenvolver novos testes que 

sejam mais acessíveis e possam colaborar no diagnóstico precoce da doença. 

Pensando nisso, desenvolvemos um ensaio magnético ultrassensível utilizando 

esferas magnéticas e nanopartículas de ouro conjugadas com o peptídeo da enzima 

conversora de angiotensina humana 2 (ACE2) (Gln24-Gln42) para a captura e 

detecção da proteína Spike do SARS-CoV-2 nas amostras de saliva e urina humana. 

A técnica aplicada envolveu a utilização de um dispositivo eletroquímico descartável 

contendo oito eletrodos de carbono serigrafados independentes que permitem a 

análise simultânea de oito amostras. O ensaio magnético exibiu limites de detecção 

ultrabaixo para proteína Spike do SARS-CoV-2, 0,35 ag mL−1 nas amostras de saliva 

e 0,13 ag mL‒1 nas amostras de urina. Em termos de eficiência, o ensaio magnético 

proposto para as amostras de saliva, considerando amostras de saliva de indivíduos 

saudáveis e infectados por SARS-CoV-2, apresentou área sob a curva (AUC) de 

99,6%, sensibilidade de 100,0% e especificidade de 93,7% para a proteína Spike do 

SARS-CoV-2 e correlação com a técnica de RT-PCR. A abordagem proposta para 

as amostras de urina, considerando amostras de urina de indivíduos negativos não 

hospitalizados (Neg-NH), indivíduos negativos hospitalizados (Neg-H) e indivíduos 

positivo hospitalizados (Pos-H), apresentou significativa semelhança com a técnica 

de RT-PCR, com área sob a curva (AUC) de 87,0%, área sob a curva de precisão 
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(AUC-PR) de 73%, sensibilidade de 95,8% e especificidade 73,1%, para a proteína 

Spike do SARS-CoV-2. Os resultados obtidos demonstram o potencial de aplicação 

deste ensaio magnético como uma solução simples e de baixo custo para diagnóstico 

de COVID-19 em point-of-care com base na saliva ou urina. 
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ABSTRACT 
 

USE OF A DISPOSABLE ELECTROCHEMICAL SENSOR FOR RAPID 

DIAGNOSIS OF COVID-19 THROUGH DETECTION OF THE SPIKE PROTEIN 

OF THE SARS-COV-2 VIRUS. The outbreak of the COVID-19 pandemic, caused 

by severe acute respiratory syndrome of Coronavirus 2 (SARS-CoV-2), has fueled 

the search for diagnostic tests aimed at controlling and reducing viral transmission. 

The reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) technique is the main 

technique used for diagnosis. However, due to accessibility and cost limitations, it is 

necessary to develop new tests that are more accessible and can help in the early 

diagnosis of the disease. With this in mind, we developed an ultrasensitive magnetic 

assay using magnetic beads and gold nanoparticles conjugated with the human 

angiotensin-converting enzyme 2 (ACE2) peptide (Gln24-Gln42) for the capture and 

detection of the SARS-CoV-2 Spike protein in samples of human saliva and urine. 

The technique applied involved the use of a disposable electrochemical device 

containing eight independent screen-printed carbon electrodes (SPCE) that allow the 

simultaneous analysis of eight samples. The magnetic assay exhibited ultra-low 

detection limits for SARS-CoV-2 Spike protein, 0.35 ag mL−1 in saliva samples and 

0.13 ag mL−1 in urine samples. In terms of efficiency, the magnetic assay proposed 

for saliva samples, considering saliva samples from healthy individuals and those 

infected by SARS-CoV-2, presented an area under the curve (AUC) of 99.6%, 

sensitivity of 100.0% and specificity of 93.7% for the SARS-CoV-2 Spike protein 

and great similarity with the RT-PCR technique. The proposed approach for urine 

samples, considering urine samples from non-hospitalized negative individuals 

(Neg-NH), hospitalized negative individuals (Neg-H) and hospitalized positive 

individuals (Pos-H), showed significant similarity with the RT- technique. PCR, with 

area under the curve (AUC) of 87.0%, area under the precision curve (AUC-PR) of 

73%, Sensitivity of 95.8% and Specificity 73.1%, for the Spike protein SARS-CoV-
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2. The results obtained point to the potential application of this magnetic assay as a 

simple and low-cost solution for point-of-care diagnosis of COVID-19 based on 

saliva or urine. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. Coronavírus (SARS-CoV-2) 

 

Em dezembro de 2019, em Wuhan, na China, surgiu uma série de casos 

de pneumonia de etiologia desconhecida, que inicialmente a Organização Mundial 

da Saúde (OMS) denominou como um novo coronavírus de 2019 (2019‐nCov)1, 

sendo este posteriormente definido como Síndrome Respiratória Aguda Grave do 

Coronavírus 2 (SARS-CoV-2, do inglês Severe Acute Respiratory Syndrome 

Coronavirus 2)2,3. De acordo a OMS, este vírus é responsável pela doença conhecida 

como COVID-194. 

Este fato se deu pela análise da sequência genética, revelando que o 

SARS-CoV-2, pertencente à família dos Coronaviridae, apresenta o gênero 

betacoronavírus, com 79,0% de identidade de nucleotídeos para SARS‐CoV de 2002 

na China e 51,8% de identidade para MERS‐CoV de 2012 que surgiu no Oriente 

Médio5 (Figura 1.1). 

 

FIGURA 1.1: Árvore filogenética de betacoronavírus e suas espécies. 

Fonte: Adaptada de Nguyen, et al.6. 
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Além disso, foi relatado que o SARS-CoV-2 apresenta genoma 96% 

idêntico ao coronavírus de morcego1, indicando que o SARS-CoV-2 tem uma 

possível origem neste hospedeiro7,8. Entretanto, a transmissibilidade para humanos 

deve ter ocorrido por um hospedeiro intermediário, pois raramente os coronavírus 

que infectam animais podem infectar os humanos diretamente. Por exemplo, o 

MERS-CoV, em 2012, teve o camelo como intermediário e o SARS-CoV, em 2002, 

teve o pangolim como intermediário7. No entanto, até a elaboração deste texto o 

hospedeiro intermediário para o SARS-CoV-2 ainda permanece desconhecido, com 

suspeita que seja o pangolim9. 

Em relação ao SARS-CoV de 2002 na china, a prevalência dos casos 

ocorreu na província de Guangdong, com um número de casos superior a 8 mil casos, 

dentre os quais 774 indivíduos vieram a óbito, apresentando uma taxa de letalidade 

de aproximadamente 10%10,11. É importante ressaltar que o SARS-CoV, assim como 

o SARS-CoV-2 (como será discutido no item 1.2), utilizava a Enzima Conversora da 

Angiotensina 2 (ACE2, do inglês: Angiotensin-Converting Enzyme 2) para 

proporcionar a infecção viral12. Entretanto, o MERS-CoV originário do oriente 

médio, apresentou casos confirmados em 27 países, incluindo o continente africano 

e americano, com um total de 2.494 casos confirmados e 858 óbitos, resultando em 

uma taxa de letalidade de aproximadamente de 35%11,13. 

No entanto, o SARS-CoV-2 apresentou uma disseminação e uma taxa de 

transmissão superior ao SARS-CoV e o MERS-CoV. De acordo a OMS, a COVD-

19, em nível global, até o presente momento, possui mais de 775 milhões de casos 

confirmados e quase 7 milhões de mortos. No Brasil, de acordo os dados do 

Ministério da Saúde, até o momento os números são alarmantes, com quase 37,5 

milhões de casos confirmados e mais de 702 mil mortes. 

Uma das formas de contribuir para diminuição da propagação da COVID-

19 é compreender a estrutura do SARS-CoV-2, pois isto pode proporcionar à 
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comunidade científica novas ferramentas para serem utilizadas no desenvolvimento 

de intervenções eficazes e inovadoras para prevenir, diagnosticar e tratar a doença 

causada por este vírus. 

 

1.2. Estrutura do SARS-CoV-2 

 

Estruturalmente, o SARS-CoV-2 é um vírus de ácido ribonucleico viral 

(RNA, do inglês: Ribonucleic Acid) de cadeia simples positivo e envelopado com 

um genoma de 26-32 kb. Além do RNA viral, a estrutura viral contém proteínas não 

estruturais e estruturais como a proteína Spike (proteína S), glicoproteína de 

membrana (proteína M), envelope (E) e a proteína de nucleocapsídeo (proteína N), e 

vários processos virais dependem dessas proteínas, como a entrada nas células 

hospedeiras para formar novas partículas virais14–16. A estrutura do SARS-CoV-2 é 

mostrada na Figura 1.2. 

 

FIGURA 1.2: Estrutura do vírus SARS-CoV-2. 

Fonte: Adaptada de Ahmed, et al.17. 

 

Dentre as proteínas estruturais, a proteína S é uma proteína 
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transmembrana encontrada na superfície externa do SARS-CoV-2, como 

representada na Figura 1.2, e é a principal responsável pela entrada do vírus nas 

células hospedeiras18. Isso ocorre através da interação da proteína S com a ACE2 que 

é um grande receptor expresso nas células do trato respiratório inferior, como 

representado na Figura 1.3. Dessa forma, o vírus se espalha para diferentes tipos de 

células e suprime as respostas dos anticorpos que combatem o vírus14,16,19–21 

 

FIGURA 1.3:Interação do Peptídeo ACE2 com a Proteína S do SARS-CoV-2. 

Fonte: Adaptada de Starr, et al.22. 

 

Portanto, o rápido diagnóstico da COVID-19 é essencial para conter a 

propagação do vírus. A detecção imediata e o isolamento dos indivíduos afetados 

podem efetivamente quebrar a cadeia de transmissão. Assim, o diagnóstico precoce 

de novos casos de COVID-19 por meio de testagem em larga escala, tanto de 

indivíduos sintomáticos quanto assintomáticos, é crucial para interromper a 

disseminação do vírus por meio de estratégias de isolamento social e quarentena23. 

 



6 
 

1.3. Métodos para diagnóstico da COVID-19 

1.3.1. Reação em cadeia da polimerase com transcrição reversa (RT-PCR) 

 

A OMS recomenda que a confirmação da infecção por SARS-CoV-2 

pode ser realizada pela detecção de sequências únicas de RNA por meio de testes de 

amplificação usando a Reação em Cadeia da Polimerase com Transcriptase Reversa 

(RT-PCR do inglês: Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction) para 

confirmar a infecção por SARS-CoV-224–26.  

No entanto, embora eficaz, o RT-PCR, por ser um teste molecular, 

enfrenta desafios ao ser utilizado para testes em larga escala, rápidos e econômicos. 

Estes desafios decorrem da acessibilidade limitada da técnica, que normalmente só 

está disponível em grandes centros de pesquisa e laboratórios. Além disso, são 

necessários profissionais qualificados para operar o equipamento, bem como uma 

quantidade significativa de insumos, como tampões para extração de RNA, enzimas 

para transcrição reversa e reação em cadeia, primers e misturas de bases 

nitrogenadas. Além disso, o processo envolve etapas de extração, transcrição, 

desnaturação, anelamento e alongamento, resultando em um custo mais elevado e 

tempo de análise estendido, de aproximadamente 5-6 horas, conforme representado 

na Figura 1.4. Além disso, o teste é de uso limitado quando se trata de análises 

quantitativas na maioria dos casos24,25,27,28. 
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FIGURA 1.4: Representação esquemático do teste RT-PCR. Etapa 1 a extração do 

RNA viral do vírus; etapa 2 a transcrição do RNA viral e a etapa 3 o processo para 

diagnóstico a partir do RT-PCR. 

Fonte: Adaptada de Falzone, et al.29. 

 

Na grande maioria dos casos, as amostras utilizadas para realizar o 

diagnóstico da doença envolve a coleta de swab oro ou nasofaringe, não permitindo 

a coleta pelo próprio paciente. Assim, é necessário pessoal especializado para a 

coleta, que fica sujeitos a contaminação. Em alguns poucos casos, são utilizadas 

amostras de coleta menos invasiva, como saliva e urina30,31. 
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1.3.2. Testes sorológicos 

 

Vários testes alternativos estão disponíveis para identificar o SARS-

CoV-2 em pacientes, incluindo testes imunocromatográficos32,33 e imunoensaios 

enzimáticos (ELISA)34,35. Embora esses testes ofereçam certas vantagens sobre o 

RT-PCR, por serem mais rápidos e menos dispendiosos, têm uma desvantagem 

importante: a dificuldade em detectar o vírus nas suas fases iniciais quando utilizados 

para detecção de anticorpos36. Além disso, quando a carga viral é baixa, estes testes 

podem produzir resultados falsos negativos e falsos positivos, diminuindo a precisão. 

Como resultado, a confirmação de um diagnóstico potencial positivo requer o uso do 

RT-PCR37. 

Por exemplo, de acordo com a avaliação clínica de Shen et al.38, um 

ensaio rápido de imunocromatografia com ouro coloidal para imunoglobulina classe 

M (IgM) e imunoglobulina classe G (IgG) em relação ao SARS-CoV-2 apresentou 

uma resposta clínica com sensibilidade de 71,1% em indivíduos positivos para PCR 

e uma especificidade de 96,2% em PCR-indivíduos negativos. O estudo revelou 

ainda que indivíduos com sintomas há mais de 14 dias tiveram uma taxa de 

sensibilidade significativamente maior, de 95,2%, indicando maior produção de 

anticorpos nesse período. Enquanto isso, o estudo de Demey et al.39 comparou quatro 

testes imunocromatográficos que detectaram anticorpos IgM e IgG já disponíveis no 

mercado e constatou que todos os testes tiveram uma taxa de sensibilidade de 54,55% 

a 81,22% no décimo dia para IgM e IgG. Porém, no 15º dia, todos os testes 

apresentaram 100% de sensibilidade para IgG, enquanto dois testes ainda 

apresentavam baixas taxas de sensibilidade para IgM até 24 dias, tornando-os 

inadequados para o diagnóstico precoce da doença. 

O teste ELISA também é capaz de identificar anticorpos anti-SARS-

CoV-2. Beivis et al.40 avaliaram está técnica para detectar anticorpos imunoglobulina 
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classe A (IgA) e IgG em amostras de soro e plasma usando o domínio S1 

recombinante da proteína S do vírus como antígeno. O estudo mostrou que o 

imunoensaio ELISA apresenta boa sensibilidade para IgA e excelente sensibilidade 

para detecção de IgG. Os resultados indicaram que as amostras colhidas pelo menos 

quatro dias após um teste RT-PCR positivo mostraram 90,5% de concordância (IC 

95%: 77,9–96,2) para IgA e 100% de concordância (IC 95%: 91,6–100) para IgG, o 

que prova que o método é confiável para detectar anticorpos. 

Em vista disso, faz-se necessário investir em sistemas e em ensaios que 

possam auxiliar na determinação dos casos positivos mais rapidamente e nos estágios 

iniciais. De acordo Mavrikou et al41, o tempo ideal de diagnóstico da COVID-19, 

para conter a propagação do vírus, estaria entre os dias 1 a 3 de infecção, 

proporcionando assim um diagnóstico precoce do paciente e viabilizando a eficácia 

do monitoramento e do controle da doença. Como descrito por Xavier at al.42, que 

demostra que os níveis de intensidade de sinal imunológico apresenta alta 

intensidade a partir do 5° dia de infecção, ou seja, no início dos sintomas, 

desenvolver métodos que possam realizar o diagnóstico da doença nos primeiros dias 

de infecção com uma sensibilidade melhor ou similar que o RT-PCR seria o ideal 

para diminuir a propagação e disseminação da doença, como representado na Figura 

1.5. 

Portanto a utilização de ensaios simples, rápidos, de baixo custo, com boa 

sensibilidade e seletividade poderia auxiliar no combate à pandemia devido ao novo 

coronavírus, bem como pode vir a ser útil em estudos futuros. Neste sentido, o 

desenvolvimento de métodos eletroanalíticos surge como uma estratégia alternativa 

para a detecção de alvos que possam ser utilizados para o diagnóstico da COVID-

1941,43.  
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FIGURA 1.5: Evolução clínica e laboratorial da COVID-19. 

Fonte: Xavier, et al.42. 

 

1.4. Biossensores eletroquímicos para diagnóstico da COVID-19 

 

Nos últimos anos, houve avanços significativos na aplicação de métodos 

eletroquímicos, principalmente para auxiliar o diagnóstico de doenças, 

impulsionando assim tecnologias mais robustas. Biossensores eletroquímicos estão 

ganhando popularidade devido à sua simplicidade, resposta rápida, flexibilidade, 

instrumentação miniaturizada, excelente sensibilidade e baixo custo44. Como 

resultado, estão se tornando ferramentas alternativas para análise quantitativa ou 

semiquantitativa de vírus respiratórios45. Vários tipos de biossensores eletroquímicos 

foram desenvolvidos e aplicados para a detecção de SARS-CoV-2 para diagnóstico 

da COVID-19, incluindo dispositivos baseados em transistores de efeito de campo 

(FET do inglês: Field Effect Transistor)46–48, métodos fotoeletroquímico49–51, via 

eletroquimioluminescência (ECL)52–56 e também com uso de biossensores 
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potenciométricos41. No entanto, na maioria dos biossensores eletroquímicos 

relatados na literatura empregam principalmente técnicas voltamétricas e/ou 

impedimétricas. 

Essencialmente, um biossensor é um dispositivo que emprega elementos 

biológicos para interagir com o analito e então converte as respostas bioquímicas em 

sinais mensuráveis57 (Figura 1.6). Essa tecnologia é classificada com base no tipo de 

biorreceptor utilizado e na técnica empregada. Por exemplo, biossensores podem ser 

chamados de imunossensores quando são utilizadas interações antígeno/anticorpo, 

aptassensores quando aptâmeros são usados como biorreceptores e genossensores 

quando sequências de RNA ou DNA são usadas para detecção de alvos. Além disso, 

os sinais eletroquímicos podem ser medidos de várias maneiras, incluindo as técnicas 

de amperometria, voltametria58, potenciometria, condutometria e via técnicas de 

impedância59. Combinando essas técnicas com biomarcadores, é possível detectar 

proteínas60,61, DNA e RNA62,63, anticorpos64,65 ou outras biomoléculas66 e mesmo 

moléculas simples. 

 

FIGURA 1.6: Representação esquemática para um biossensor. 

Fonte: Adaptada de Apogee67. 
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Além disso, os biossensores eletroquímicos podem ser classificados de 

acordo com o transdutor como voltamétricos, amperométricos ou impedimétricos68. 

Nas seções a seguir, serão discutidos os vários tipos de biossensores, incluindo 

biossensores voltamétricos, amperométricos e impedimétricos, aplicados como 

métodos alternativos para o diagnóstico da COVID-19. 

 

1.4.1. Biossensores voltamétricos 

 

Numerosos biossensores voltamétricos foram criados para a identificação 

do SARS-CoV-2. Alguns desses estudos utilizaram técnicas eletroquímicas, como 

voltametria de pulso diferencial (DPV do inglês: Differential pulse voltammetry) e 

voltametria de onda quadrada (SWV do inglês: Square wave voltammetry) para 

detectar um alvo específico do SARS-CoV-2. As técnicas de DPV foram usadas para 

desenvolver imunossensores que faziam uso de os biorreceptores imobilizados 

diretamente na superfície do eletrodo de trabalho (WE do inglês: working 

electrode)69,70 ou que modificavam o WE com materiais funcionalizados para 

posterior ancoragem dos biorreceptores71–74. Materiais como nanopartículas de ouro 

(AuNPs)75, nanoestrelas de ouro (AuNS)76,77, ouro eletrodepositado74 e óxido de 

grafeno reduzido (rGO)76,77 ou óxido de grafeno (GO) foram aplicados para 

modificação do eletrodo devido à sua grande área superficial e biocompatibilidade 

com materiais biológicos78,79. Um estudo de Hashemi et al.77 utilizaram um eletrodo 

de carbono vítreo (GCE do inglês: Glassy carbon electrode) modificado com rGO e 

AuNS para imobilizar anticorpos para capturar a subunidade S1 da proteína S do 

SARS-CoV-2 no plasma sanguíneo. Os autores utilizaram as técnicas de Voltametria 

Cíclica e DPV e alcançaram um limite de detecção (LD) de 0,18×10−19 %V/V (%V/V 

é a relação anticorpos monoclonais V/V contra a glicoproteína S1 do SARS-CoV-2) 

e o sensor foi testado com amostras reais e demonstrou sensibilidade de 100% e 



13 
 

especificidade de 85%, valores ideais para diagnóstico. 

Muitos estudos exploraram aptâmeros80,81 ou hairpin82 como sondas de 

captura em aptassensores para detectar SARS-CoV-2 e imobilizar anticorpos ou 

proteínas virais. Sari et al.81 alcançaram um LD de 2,63 ng mL‒1 modificando a 

superfície de um screen printed electrode (SPE) com AuNPs e utilizando a técnica 

de DPV. Por outro lado, Xue et al.82 utilizaram múltiplas hairpin para ligação do alvo 

e um hairpin imobilizado no eletrodo de ouro (GE), utilizando também a DPV 

obtiveram um LD inferior de 9,79 fg·mL‒1. Alguns genossensores usaram sequências 

de cadeia curta complementares às sequências genômicas da RNA polimerase 

dependente de RNA (RdRp) do SARS-CoV-2 como sondas de captura73,83 ou 

primers84. Embora os LDs sejam baixos, o que indica um bom desempenho dos 

métodos, nenhum desses estudos avaliou genossensores em amostras de pacientes 

com COVID-19. 

 

1.4.2. Biossensores amperométricos 

 

Outra forma de explorar os biossensores eletroquímicos frente ao SARS-

CoV-2 foi a utilização de técnicas de cronoamperometria/amperometria. Nesse caso, 

o uso de marcadores enzimáticos, como a enzima de fosfatase alcalina (ALP do 

inglês: Alkaline phosphatase) ou peroxidase de rábano (HRP do inglês: Horseradish 

peroxidase) são frequentemente usadas em imunossensores para gerar um sinal 

analítico através de substratos adicionados ao sistema. Por exemplo, Peng et al. 85 e 

Samper et al.86 desenvolveram imunossensores para detectar anticorpos IgG contra 

a proteína S e a proteína N, respectivamente. No estudo de Peng et al. 85, um 

anticorpo secundário (Ab2) marcado com ALP foi utilizado, alcançando um LD de 

1,64 ng mL‒1 em apenas 13 minutos de incubação utilizando o substrato 

eletroquímico p-aminofenil fosfato. Por outro lado, Samper et al.86 empregaram um 
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Ab2 marcado com HRP, obtendo um LD de 33,7 ng mL‒1 em tampão PBS e 5,8 ng 

mL‒1 em plasma usado substrato 3,3′,5,5′-Tetrametilbenzidina (TMB). No entanto, 

as amostras clínicas não foram avaliadas. 

Além disso, Erdem et al.87 desenvolveram um imunossensor 

amperométrico para detectar a proteína S usando um Ab2 marcado com HRP. Apesar 

de atingir um LD de 0,13 ng mL‒1, foi necessário um tempo de incubação de 2 horas 

e 30 minutos para todos os reagentes. Além disso, o sensor não foi avaliado em 

amostras clínicas, apresentando desvantagens significativas em comparação com 

outros biossensores mais rápidos, mais sensíveis e já utilizados em amostras reais. 

 

1.4.3. Biossensores Impedimétricos 

 

A técnica de espectroscopia de impedância eletroquímica (EIS do inglês: 

Electrochemical impedance spectroscopy) pode ser usada para desenvolver 

biossensores para COVID-19. O uso do EIS é especialmente interessante em 

sensores label-free, que tendem a ser mais simples na construção e mais baratos, 

como a pesquisa realizada por Mehmandoust et al.88, que desenvolveram 

biossensores que imobilizam o domínio peptidase da ACE2. Utilizaram um tempo 

de 30 minutos para interação e captura do alvo, obtendo assim um LD de 100,0 fg 

mL‒1 para a proteína S do SARS-CoV-2. Este LD é digno de nota quando comparado 

a Soto et al.89, que utilizaram peptídeos sintéticos para detecção da proteína S com 

tempo de incubação de 15 minutos e alcançaram LD de 18,2 ng mL‒1 em soluções 

comerciais de proteína S e 0,01 cópias mL‒1 contendo partículas lisadas de SARS-

CoV-2para estudos com partículas virais. Esses biossensores foram testados em 

amostras reais de indivíduos saudáveis e pacientes positivos para COVID-19, 

comprovando que são uma alternativa eficaz para o diagnóstico da doença. 

Vários tipos de biossensores impedimétricos foram desenvolvidos para 



15 
 

detectar antígenos virais, incluindo imunossensores, que são capazes de detectar 

antígenos como a proteína S90–93, proteína N94,95, subunidade S190,91 ou domínio de 

ligação ao receptor (RBD, do inglês receptor-binding domain)92. Alguns desses 

imunossensores foram relatados na literatura sem a necessidade da etapa de 

modificação do WE com nanomateriais. Nestes casos, os anticorpos contra a proteína 

S ou N foram imobilizados na superfície do eletrodo para se ligarem aos antígenos 

virais. Todos os estudos utilizaram um tempo de incubação de 30 minutos ou menos. 

Um dos imunossensores impedimétricos mais sensíveis foi desenvolvido por Ehsan 

et al.92, que alcançou um LD de 0,25 fg mL‒1 para a proteína S e foi testado em 

amostras reais de swab nasofaríngeos de pacientes com COVID-19. Para a proteína 

N, Ayala-Charca et al.94 desenvolveram um imunossensor com LD de 116 fg mL‒1, 

usando polímero condutor e nanofolhas de rGO na modificação do eletrodo. Este 

sensor também foi testado em amostras de swab nasofaríngeo. 

Como alternativa para melhorar estes ensaios, o uso de sensores 

eletroquímicos descartáveis pode ser interessante para auxiliar no diagnóstico da 

COVID-19, visto que estes dispositivos apresentam muitas possibilidades de 

aplicação, inclusive vêm sendo utilizados para o diagnóstico de outras doenças, 

incluindo infecciosas96–98. 

 

1.5. Utilização de dispositivos eletroquímicos descartáveis para diagnóstico de 

doenças 

 

A utilização de dispositivos eletroquímicos descartáveis para o 

diagnóstico de doenças representa um grande avanço na saúde pública e na medicina. 

Esses dispositivos são valiosas por fornecerem resultados rápidos e precisos, com 

baixo custo, facilidade de operação e ampla janela de uso, além disso, os eletrodos 

descartáveis podem realizar uma medida por eletrodo, sem necessidade de 



16 
 

renovação, com baixo custo e facilidade na montagem do sistema devido à possível 

miniaturização. No contexto da COVID-19, a utilização destes dispositivos foi 

impulsionada, visto que, ao se considerar aplicações em diagnóstico clínico, os 

eletrodos descartáveis costumam ser amplamente utilizados. Eles não necessitam de 

métodos de tratamento de superfície, reduzem o tempo e o custo da produção 

biológica, aumentando assim a frequência do diagnóstico. Além disso, os 

dispositivos descartáveis podem ser modificados para fornecer testes do tipo point-

of-care (POC), o que implica em detecção rápida no local de atendimento. 

Para fabricação destes dispositivos pode-se utilizar diferentes técnicas, 

entre elas a técnica de serigrafia. Essa técnica consiste na aplicação de tinta 

condutora, normalmente a base de carbono, em um substrato que geralmente é 

material a base de polímero, cerâmica, tecido ou papel. É importante ressaltar que 

este substrato apresenta uma máscara, que normalmente é de vinil, com o formato 

dos eletrodos a serem utilizados. Após a aplicação da tinta de carbono, é aplicada 

uma tinta de prata/cloreto de prata (Ag/AgCl) para obtenção do eletrodo de referência 

(Como será discutida no item 3.2). Depois de concluída todas as etapas de fabricação, 

utilizando tinta de carbono, tem-se o dispositivo screen-printed carbon electrodes 

(SPCE). Portanto, essa tecnologia só necessita de tinta, um material como substrato, 

um molde com o formato do eletrodo, um pincel para aplicar a tinta e uma estufa 

para à cura. Devido ao baixo custo e facilidade de produção em massa, esses 

dispositivos estão sendo produzidos em laboratório e aplicados em diferentes 

matrizes, como em amostras biológicas para o diagnóstico de doenças. A Figura 1.7 

apresenta alguns exemplos de dispositivos fabricados no nosso grupo de pesquisa a 

partir da serigrafia, apresentando diversos formatos, como: dispositivo simples, 

dispositivos em formato de arranjo de 8 células eletroquímicas independentes e 

dispositivos utilizados em sistema em fluxo. 
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FIGURA 1.7: Eletrodos serigrafados com diferentes formatos.  

Fonte: O Autor 

 

O grupo de pesquisa no qual este trabalho foi desenvolvido vem 

realizando um grande esforço para desenvolver dispositivos eletroquímicos 

descartáveis usando a técnica de serigrafia para diversas aplicações, e mais 

recentemente focado na aplicação para diagnóstico de doenças, como a de 

Alzheimer99,100, câncer de próstata e de cabeça e pescoço101–103 e para doenças 

infecciosas, como para Influenza A e COVID-19104. 

Como visto, os sensores eletroquímicos descartáveis são particularmente 

valiosos devido à sua simplicidade, baixo custo, acessibilidade e alta sensibilidade e 

seletividade clínica105,106. No entanto, estes dispositivos podem ainda ser melhorados, 

e uma possibilidade para este melhoramento é a utilização de partículas magnéticas 

(PMs), visto que seu uso pode elevar a seletividade e sensibilidade da detecção. Essa 

abordagem já vem sendo documentada na literatura para melhorar a precisão do 
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diagnóstico. As PMs oferecem uma série de benefícios, incluindo a pré-concentração 

do analito, facilitando a separação do analito dos agentes interferentes em amostras 

biológicas, auxiliando nas etapas de lavagem107,108 e amplificando o sinal 

analítico109,110. 

 

1.6. Partículas Magnéticas  

 

As PMs são partícula comumente compostas de óxidos de ferro, como 

magnetita (Fe3O4), maghemita (γ-Fe2O3) e hematita (α-Fe2O3), que podem ser 

facilmente sintetizadas em nanopartículas ou podem ser encontradas comercialmente 

em tamanhos maiores. Além disso, elas podem ser modificadas com uma variedade 

de grupos funcionais, como grupos tiol, hidroxila, aminas e carboxila111, conforme 

demonstrado na Figura 1.8. Esta adaptabilidade os torna uma escolha ideal com base 

nas necessidades específicas de análise. 

 

FIGURA 1.8: Revestimentos das PMs com diferentes superfícies funcionalizadas 

para possíveis aplicações diagnósticas. 

Fonte: adaptada de Sultan112. 

 



19 
 

As PMs tornaram-se cada vez mais proeminentes em uma variedade de 

campos de pesquisa. Uma de suas aplicações mais valiosas é a possibilidade de 

atuarem como suporte para imobilização de componentes biológicos, como ácidos 

nucléicos e proteínas. Suas propriedades únicas, incluindo biocompatibilidade, 

facilidade de funcionalização, grande área de superfície e controle mediado por 

campo magnético sobre sua localização e transporte, tornam-nas uma ferramenta 

eficaz para aplicações em biossensores em comparação com métodos tradicionais, 

como ligação a superfícies bidimensionais, como eletrodos ou placas de 

microtitulação113,114. Como resultado, as PMs têm sido utilizadas no 

desenvolvimento de imunossensores, que oferecem maior sensibilidade, tempo de 

análise reduzido e efeitos de matriz minimizados115,116. A grande superfície 

disponível para imunocaptura permite a imobilização de numerosas biomoléculas, 

garantindo assim, em última análise, baixos valores de LD do ensaio117. 

 

1.6.1. Aplicação das PMs em métodos eletroquímicos 

 

Os métodos de diagnóstico, empregando sensores eletroquímicos, muitas 

vezes enfrentam dificuldades devido à presença de espécies interferentes em 

amostras complexas, como, sangue total, soro, urina e saliva. Essas potenciais 

interferentes, que podem ser espécies redox e vários outros compostos, podem 

interagir com reagentes de procedimento de análise e apresentar respostas similares 

às dos analitos118. As PMs oferecem uma solução para esse problema, sua grande 

área superficial reduz o tempo de reação e o volume necessário de reagentes e 

amostras119. As PMs podem concentrar o analito alvo em sua superfície, permitindo 

a captura e separação do analito da matriz da amostra com uso de ímãs externos120. 

As PMs podem ainda permitir a amplificação da resposta analítica permitindo 

alcançar LDs muito baixos.  
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Existem duas formas principais de usar PMs no desenvolvimento de 

ensaios: formação de estruturas sanduiches sobre a superfície do WE, realizando 

assim a modificação deste eletrodo (Figura 1.9A), ou no desenvolvimento de 

estruturas sanduiches sobre a superfície das PMs, que posteriormente são 

adicionadas sobre a superfície do WE, ao qual apresenta um imã localizado sob WE 

(Figura 1.9B).  

 

FIGURA 1.9: Representação esquemática das diferentes estratégias de aplicação 

das PMs. A) Uso de PMs após modificação da superfície do WE. B) Utilização de 

PMs no desenvolvimento do método sem a modificação do WE para posterior 

aplicação na superfície do eletrodo com diferentes sondas. 

Fonte: O Autor. 
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As PMs contendo marcadores redox imobilizados são um meio eficaz de 

capturar, separar e pré-concentrar substâncias-alvo para aumentar a sensibilidade e 

atingir baixo LD. Este método é frequentemente utilizado em imunoensaios, 

conforme representado na Figura 1.9A, onde um eletrodo modificado é empregado 

para ancorar anticorpos específicos que interagem com antígenos, normalmente 

usando cloreto de polidialildimetilamônio (PDDA, do inglês, 

poly(diallyldimethylammonium) chloride) e AuNPs. Por exemplo, De Oliveria et 

al.100 e Proença et al.121 detectaram com sucesso a presença das proteínas ADAM10 

(biomarcador da doença de Alzheimer) e cyfra-21-1 (biomarcador do câncer de 

próstata), respectivamente, modificando a superfície do SPCE. Ambos os estudos 

demonstraram detecção altamente sensível de marcadores de doença, com LD muito 

baixo (da ordem de fg mL‒1) e excelente especificidade. 

Uma abordagem para empregar as PMs no diagnóstico de doenças 

específicas é por meio da implementação de um ensaio que proporciona a formação 

da estrutura sanduiche na estrutura das PMs. Este ensaio específico envolve os 

processos de captura e detecção que ocorrem fora da superfície do WE, para posterior 

adição no WE para realizar as medidas, conforme ilustrado na Figura 1.9B. Esta 

metodologia pode ser aplicada a vários alvos potenciais, incluindo DNA e 

RNA122,123, antígenos52,79,99,124,125 e anticorpos126. 

 

1.6.2. Biossensores eletroquímicos usando PMs para diagnóstico da COVID-19  

 

Assim como discutido nos itens anteriores, o SARS-CoV-2 é um vírus 

que apresenta uma rápida propagação. Portanto, torna-se crucial quebrar a cadeia de 

transmissão o mais rapidamente possível para diminuir a transmissão viral. A chave 

para conseguir isso é o diagnóstico precoce com alta sensibilidade e especificidade. 
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Muitos vírus partilham estruturas e sintomas semelhantes, por exemplo, devido às 

suas semelhanças, a COVID-19 pode ser facilmente confundida com MERS ou 

gripe, tornando de extrema importância os diagnósticos precisos127 o que é crucial 

para indicar o tipo de tratamento e a necessidade ou não de um maior controle para 

evitar a propagação da doença na população. 

Para atender a esta necessidade premente, foram desenvolvidos 

biossensores para detectar o SARS-CoV-2, o vírus responsável pela COVID-19128–

132. Embora muitos testes de diagnóstico já estejam disponíveis, a atualização 

constante destes sistemas para identificar novas variantes de vírus e manter os custos 

baixos são essenciais para a acessibilidade global. Os métodos eletroquímicos são 

promissores por sua portabilidade, alta frequência analítica e baixo custo. Embora 

atualmente não existam testes eletroquímicos comerciais para a COVID-19, estudos 

inovadores estão explorando o uso de PMs para melhorar a precisão e a seletividade 

da detecção de biomarcadores SARS-CoV-2. Pois, ao modificar as PMs com 

diferentes biorreceptores, de acordo com o alvo do SARS-CoV-2, um diagnóstico 

preciso pode ser alcançado. Veja a Figura 1.10 para uma visualização dessas 

abordagens. 

De acordo com a literatura, a estratégia para a etapa de captura utilizando 

as PMs, vai depender do alvo a ser detectado, como para as sequências de RNA do 

SARS-CoV-2 que podem ser capturadas usando cadeias de RNA ou genes 

específicos, ancoradas às PMs133–135, enquanto as proteínas virais do SARS-CoV-2 

podem ser capturadas com anticorpos136 ou peptídeos137–141. Anticorpos primários 

(Ab1) podem até ser anexados a PMs para capturar proteínas específicas, enquanto 

proteínas específicas142 ou peptídeos podem ser anexados a PMs para captura de 

anticorpos143. Portanto, para a etapa de captura deve-se utilizar biomoléculas que 

sejam compatíveis com o alvo. 

O tipo de marcador utilizado também pode afetar o sinal analítico medido 
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pelo biossensor, com opções que variam de HRP137,138,140,142 ou ALP141 ou 

nanopartículas como AuNPs ou AgNPs145 conjugadas a peptídeos, primers e Ab2. 

Além disso, Li e Lillehoj140 demonstraram que o sinal analítico pode amplificado 

imobilizando marcadores e biorreceptores em PMs. Por último, as PMs podem ser 

utilizadas para auxiliar na detecção de vários alvos em amostras biológicas, incluindo 

amostras de urina, soro humano, plasma sanguíneo, sangue bruto, saliva ou swab, 

conforme ilustrado na Figura 1.10. 

 

FIGURA 1.10: Possíveis estratégias eletroquímicas para auxiliar no diagnóstico de 

COVID-19 utilizando PMs funcionalizados com grupo carboxila (-COOH). 

Fonte: O Autor. 

 

Realizando uma análise exploratória nas bases de dados Web of Science 

e Scopus encontrou-se artigos que relacionaram as palavras-chaves: COVID-19, 



24 
 

eletroquímica e PMs. Uma forma de representar estes resultados obtidos é por meio 

do mapa bibliométrico utilizando as principais palavras-chave (Figura 1.11). Na 

figura observa-se que os termos coronavirus, magnetic beads, SARS-CoV-2 e 

COVID-19 se destacaram. O mapa também ilustrou o tipo particular de biossensor 

desenvolvido (imunossensores) e os biomarcadores primários utilizados (proteína S 

e anticorpos). 

 

FIGURA 1.11: Mapa bibliométrico referente a correlação das palavras-chaves 

utilizadas pelos autores dos trabalhos publicados na base de dados Scopus. 

Fonte: O autor. 

 

O uso de vários marcadores eletroquímicos abre possibilidades 

interessantes para inovação em biossensores. A combinação desses marcadores com 

técnicas apropriadas de eletroanálise pode melhorar significativamente a aquisição 

de dados. Portanto, selecionar o marcador adequado e o método de medição do sinal 

eletroquímico é crucial na criação de um biossensor sensível e seletivo137. Por 
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exemplo, no trabalho de Lambert et al.144 que usaram as PMs conjugadas com 

anticorpos para captura do alvo (proteína N) e utilizaram um anticorpo secundário 

conjugado com AuNPs na etapa de detecção, além disso, para aplicação foi utilizada 

amostras de swab nasofaríngeas, e obtiveram um LD de 2,64 ng mL‒1. 

Em vez disso, Torrente-Rod et al.145 e Vásquez et al.137 optaram por 

utilizar a enzima HRP, que possui resposta rápida. Embora exija um mediador redox 

para melhorar o sinal analítico, permite a detecção imediata sem etapas de 

condicionamento, ao contrário dos AuNPs, Torrente-Rod, et al. realizaram a 

modificação das PMs com proteína S e N para determinação de IgG, IgM e IgA e 

obtiveram baixos valores de LD para os 3 anticorpos. Porém Vásquez, et al. ancorou 

anticorpo nas PMs para determinar a presença da proteína S, e obtiveram LD de 22,5 

ng mL‒1. Em contrapartida, Fabiani et al.141 utilizaram a enzima ALP, conjugada com 

um anticorpo secundário, para a mesma estratégia de captura de Vásquez et al.137. 

Apesar do ciclo catalítico da ALP ser mais lento que o da HRP, ela mantém um sinal 

analítico constante por longos períodos, o que se torna uma vantagem notável para 

melhorar a sensibilidade146. Os autores também utilizaram o mesmo método para 

detectar a proteína N, obtendo menor LD (8 ng mL‒1) do que com a proteína S no 

estudo de Vásquez. Isto sugere o uso potencial das PMs para auxiliar nas estratégias 

de diagnóstico de COVID-19141. 

É importante notar que, embora os métodos mencionados acima utilizem 

PMs para realizar a formação de estruturas sanduiches, essas PMs também podem 

ser utilizados para alterar a superfície de um eletrodo. Em um estudo conduzido por 

Li e Lillehoj140, eles usaram PMs conjugadas com HRP para detectar a proteína N 

em um eletrodo serigrafado com tinta de ouro (SPGE, do inglês Screen-printed gold 

electrode) que havia sido modificado com um Ab2. As medições resultantes foram 

feitas em célula microfluídica, usando cronoamperometria, e o LD alcançado foi de 

10 pg mL‒1 para amostras de soro diluídas 5 vezes140. 
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Por outro lado, pesquisadores como Malla et al.138 e Tok et al.147 

desenvolveram métodos portáteis e simples que envolvem a imobilização de óxido 

de grafeno reduzido e anti-SARS-CoV-2 nas PMs para capturar o RNA e proteína S, 

respectivamente138,147. A resposta eletroquímica indicou excelente captura e detecção 

do alvo em ambos os métodos, com capacidade de detectar os alvos em amostras de 

no soro e saliva138,147. 

Além disso, Dos Santos, et al.104 desenvolveram um ensaio que captura o 

RNA viral do SARS-CoV-2 e da influenza A em amostras de saliva, utilizando um 

dispositivo eletroquímico simples para detecção. O método foi considerado eficaz na 

detecção do RNA do SARS-CoV-2, juntamente com o vírus influenza A, e o LD para 

o SARS-CoV-2 foi de 5,0 fmol L‒1.  

Como visto, o diagnóstico da COVID-19 realizada por meio da técnica 

RT-PCR, apesar de ser a principal método para o diagnóstico da doença, apresenta 

algumas limitações que dificultam a análise rápida e aplicação em locais de difícil 

acesso, visto que diagnósticos rápidos e em massa são cruciais para o controle da 

doença. Portanto, neste trabalho é proposto um ensaio magnético simples e rápido 

para o diagnóstico da COVID-19 baseado em dispositivos eletroquímicos 

descartáveis e de baixo custo, sendo que estes dispositivos apresentam a 

possibilidade da portabilidade com possível aplicação em POC. A determinação será 

realizada pela detecção indireta da proteína S do vírus SARS-CoV-2, pois 

posteriormente será adicionado o marcador químico de AuNPs modificadas com 

peptídeos ACE2. Assim, o desenvolvimento de dispositivos para a detecção do 

marcador ACE2/AuNPs bioconjugada a proteína S pode ser uma estratégia de grande 

importância para o diagnóstico da COVID-19 de forma rápida, simples e de baixo 

custo. É fundamental o desenvolvimento de métodos que possam gerar informações 

úteis no controle e combate ao SARS-CoV-2, diminuindo assim a transmissibilidade 

da doença COVID-19.
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2. OBJETIVOS 

2.1. Objetivo Geral 

 

O presente trabalho objetiva desenvolver um método simples e de baixo 

custo para detecção da proteína S do SARS-CoV-2 em amostras de saliva e de urina, 

com uso de PMs, AuNPs, peptídeo ACE2 e dispositivos eletroquímicos descartáveis 

de SPCE, utilizando a técnica de DPV e que possa auxiliar no diagnóstico precoce 

da COVID-19. 

 

2.2. Objetivos Específicos 

 

➢ Desenvolver e construir eletrodos descartáveis por meio da técnica de 

serigrafia utilizando materiais descartáveis de baixo custo; 

➢ Sintetizar AuNPs estabilizadas com grupos citrato e realizar a etapa de 

conjugação com o peptídeo ACE2; 

➢ Preparar e caracterizar o bioconjugado PM-ACE2/Proteína S/ACE2-AuNPs, 

formados depois das etapas de captura e detecção da Proteína S; 

➢ Definir e avaliar as condições experimentais para captura da proteína S 

utilizando peptídeo ACE2 conjugado nas partículas magnéticas e AuNPs; 

➢ Otimizar os procedimentos adotados nas etapas do ensaio magnético; 

➢ Aplicar o ensaio magnético na determinação da proteína S em amostras de 

salina e urina obtidas de indivíduos saudáveis e indivíduos infectados por SARS-

CoV-2; 

➢ Comparar os resultados obtidos da quantificação da proteína S com aqueles 

obtidos via método de RT-PCR e avaliar a correlação dos dados clínicos dos 

pacientes hospitalizados. 
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3. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL 

3.1. Reagentes, Materiais e Equipamentos 

 

Fosfato de sódio dibásico, dihidrogenofosfato de potássio, cloreto de 

sódio, cloreto de potássio, ácido clorídrico, hidróxido de sódio, dimetilsulfóxido e 

Tween 20 foram obtidos da Merck (Darmstadt, Alemanha). O reagente de dodecil 

sulfato de sódio (SDS) foi adquirido da Medicago USA Inc. N-(3-

dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida (EDC), N-hidroxisuccinimida (NHS), 

dimetilsulfóxido (DMSO), ácido ferroceno monocarboxílico, peróxido de hidrogênio 

30% (H2O2), citrato trissódico, ácido 4-morfolineetanossulfônico (MES), albumina 

de soro bovino (BSA, do inglês, bovine serum albumin) cloreto de ouro (III) tri-

hidratado 99,9% (HAuCl4·3H2O), cloridrato de 2-aminoetil maleimida, etanolamina, 

cartuchos de extração em fase sólida C18 sep-pack, ácido trifluoroacético, 

triisopropilsilano, ditiotreitol (DTT) e éter etilbutílico foram adquiridos da Sigma-

Aldrich (St. Louis, MO, EUA) e todos estes compostos foram utilizados sem 

purificação adicional. PMs funcionalizadas com grupos carboxílicos (∼1,0 μm de 

diâmetro médio, com concentração de partículas de 10 mg mL‒1) foram obtidas da 

Invitrogen (Dynabeads™ MyOne™ Carboxylic Acid, ThermoFisher Scientific, 

Prod. No. 65012). Tinta de carbono (C2160602D2) e tinta Ag/AgCl (C2130429D3) 

foram adquiridas da Gwent Electronic Materials Ltd., Reino Unido. Os N-(fluorenil-

9-metoxicarbonil) aminoácidos (FMOC-aas) foram adquiridos da Advanced 

Chemteck. 0,7 mmol g-resina 1RINK-amida foi adquirida da Advanced Chemteck 

CAT SA5130. A anticorpo anti-spike (ab272854) foi obtida da Chimeric, EUA. Vinil 

adesivo e cloreto de polivinila de 0,5 mm de espessura (PVC, do inglês Polyvinyl 

chloride) foram adquiridos no mercado local. 

Tampão fosfato salino (PBS), em pH 7,4, foi preparado utilizando 

Na2HPO4 10,0 mmol L–1, KH2PO4 1,8 mmol L–1, NaCl 136,9 mmol L–1 e KCl 2,7 
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mmol L–1. A solução PBS-Ca-Mg foi preparada adicionando CaCl2 1,0 mmol L–1 e 

de MgCl2 0,5 mmol L–1 em solução de PBS. PBS-TW foi preparado adicionando 

0,05% (v/v) de Tween 20 em PBS e PBS-DMSO foi preparado diluindo uma solução 

de DMSO grau cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC do inglês: High 

performance liquid chromatography) a 8% (v/v) em PBS. A solução alvejante de azul 

brilhante de Coomassie 0,1% (CBB, do inglês: Coomassie brilliant blue) empregada 

nos experimentos consistiu em 10% de ácido acético, 50% de etanol e 40% de água 

em um agitador. Solução tampão Tris-Glicina/SDS: 25 mmol L–1 Tris base, 190 

mmol L–1 glicina e 0,1% SDS. Tampão Laemmli 2X/tampão de carga: 4% SDS, 10% 

2-mercaptoetanol, 20% glicerol, 0,004% azul de bromofenol e 0,125 mol L–1 Tris-

HCl. Todas as soluções aquosas foram preparadas utilizando água ultrapura 

(condutividade não menor do que 18 MΩ cm) obtida de um sistema Milli-Q 

Millipore (Bedford, EUA). 

Imagens de microscopia eletrônica de transmissão (TEM, do inglês: 

Transmission electronic microscopy) com análise de raios X por energia dispersiva 

(EDS, do inglês: Energy Dispersive X-Ray Spectroscopy) foram obtidas a com FEI 

Tecnai G2 (Oregon, EUA). Um medidor de pH SATRA modelo PHS3BW foi 

utilizado para realizar medições de pH das soluções. As medidas voltamétricas foram 

realizadas em um multipotenciostato portátil µstat 8000 da DropSens (Espanha). O 

corte do vinil adesivo foi realizado utilizando uma impressora de corte artesanal 

Silhouette Cameo (Silhouette America, Inc.). A interação da proteína S do SARS-

CoV-2 com a ACE2 foi estudada usando a técnica de microbalança de cristal de 

quartzo (QCM, do inglês: quartz crystal microbalance) por meio da aplicação de 

uma microbalança de cristal de quartzo QCM200 (Suécia) com cristais O100RX3 

Ti/Au. Uma bomba de seringa foi utilizada para a injeção de 120 µL das amostras na 

QCM (NEW ERA PUMP SYSTEMS - EUA). A separação dos ACE2-AuNPs do 

sobrenadante foi realizada utilizando uma mini centrífuga (Modelo: Mini-6K, 



32 
 

ALLSHENG). Os espectros UV-vis foram obtidos em espectrofotômetro Shimadzu 

modelo 2550. A homogeneização das PMs foi realizada em banho ultrassônico 

(modelo: USC - 1400, UNIQUE) com agitador de tubo vórtice (modelo: AV-2 

82328, GEHAKA). A preparação final do conjunto SPCE foi realizada com auxílio 

de uma Prensa Térmica (Modelo: PTM 38, F1 SUPPLIES - Brasil). A impressora 

3D (modelo: Ender-3 Pro; CREALITY 3D®) foi empregada, utilizando diferentes 

filamentos, para o desenvolvimento dos componentes que foram úteis para a 

condução das análises, como o agitador rotativo, o suporte do sensor magnético e a 

célula microfluídica utilizada nas medições de QCM. 

 

3.2. Fabricação do SPCE 

 

Os SPCEs foram construídos com base no método previamente relatado 

na literatura148,149. O layout dos eletrodos foi previamente desenhado no software 

Silhouette Studio v. 2.7.4 com o formato de oito WE (8-WEs) com diâmetro de 3 

mm cada, oito contra-eletrodos (CE) e oito eletrodos de pseudo-referência (RE, do 

inglês: Reference Electrode). Posteriormente, o vinil foi transferido para o PVC para 

ser serigrafado com tinta carbono. Logo em seguida, a tinta foi curada em estufa a 

50ºC por 60 minutos. Em seguida, com auxílio de um pincel, foi aplicada tinta prata 

na região do RE, seguido da cura à 50ºC por 30 minutos. Após a cura das tintas 

carbono e prata, o vinil foi removido do PVC. Assim, o delimitador recortado em 

vinil foi adicionado para delimitar as células eletroquímicas, ao qual também foram 

cortadas na impressora de corte e seladas em prensa térmica a 120ºC por 200 

segundos utilizando um tempo de resfriamento de aproximadamente 30 minutos 

(Figura 3.1). 
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FIGURA 3.1: Etapas de construção do dispositivo SPCE que contém 8 células 

eletroquímicas independentes. 

Fonte: O Autor 

 

Após esse procedimento, foram posicionados ímãs atrás dos 8-WEs, os 

quais foram fixados utilizando uma fita dupla face (Figura 3.12A). Esses ímãs foram 

posicionados para reter na superfície dos eletrodos o bioconjugado formado (PMs-

ACE2/Proteína S/ACE2-AuNPs, como será discutido posteriormente) e sendo 

posteriormente realizadas as análises eletroquímicas. 

Após a fabricação deste dispositivo realizou-se a caracterização 

eletroquímica dos SPCEs, para o qual utilizou-se uma solução de 1 mmol L‒1 de 

ácido ferroceno monocarboxílico (FMA, do inglês: Ferrocene monocarboxylic acid) 

em solução aquosa de KCl 0,5 mol L‒1 (pH 8,0). 

 

3.3. Definição e síntese do peptídeo ACE2 

 

Com base na estrutura tridimensional da região de interação entre o 
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domínio de ligação ao receptor de espícula RBD do SARS-CoV-2 e a ACE2 humana 

(PDB:6M17150), selecionou-se a região correspondente da proteína ACE2, que 

correspondia a uma hélice alfa entre os aminoácidos GLN24-GLN42, em vermelho na 

Figura 3.2. 

 

FIGURA 3.2: Sequência de 615 aminoácidos para ACE2 humana e destacado em 

vermelho a região de 19 resíduos de aminoácidos que se ligam à glicoproteína S do 

SARS-CoV-2 (24QAKTFLDKFNHEAEDLFYQ42).  

Fonte: Banco de dados Protein Data base (PDB: 1R42151) 

 

Um resíduo de cisteína foi adicionado ao peptídeo C-terminal para 

direcionar o processo de acoplamento com as PMs e AuNPs. Os resíduos de 

aminoácidos completos (24QAKTFLDKFNHEAEDLFYQ42C) (Figura 3.3) foram 

obtidos em parceria com o Departamento de Bioquímica e Imunologia da 

Universidade de São Paulo de Ribeirão Preto, e foram sintetizados usando síntese de 

peptídeos de fase sólida FMOC padrão em uma escala de 100 µmol L–1, com resina 

0,7 mmol g–1 RINK-amida. Todos os fluorenilmetoxicarbonil-aminoácidos (FMOC-

aa) foram utilizados com excesso de 2,5. As reações de acoplamento FMOC-aa 
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foram realizadas sob aplicação de micro-ondas utilizando 6 ciclos de 2 minutos. No 

final das reações de acoplamento, os peptídeos foram clivados da resina durante 2 

horas numa solução contendo solução de ácido trifluoroacético a 88%, água a 4%, 

triisopropilsilano a 4% e anisol a 2% + 30 mg de DTT. Os peptídeos clivados foram 

precipitados com éter etil butílico e depois purificados usando cartuchos de extração 

em fase sólida C18 sep-pak utilizando como solvente a mistura água:acetonitrila. 

 

FIGURA 3.3:Estrutura do peptídeo ACE2 relacionado à sequência genética 

24QAKTFLDKFNHEAEDLFYQ42C. 

 

3.4. Obtenção e polimerização da proteína S do SARS-CoV-2 purificada 

 

A proteína S trimérica recombinante do SARS-CoV-2 com os 1273 

aminoácidos (Figura 3.4) foi produzida em células HEK293 no laboratório de 

engenharia de cultura celular da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ), 

conforme descrito por Alvim et al. (2020)152. Uma concentração final de formaldeído 

de 1% foi adicionada à proteína S purificada diluída em tampão PBS. 
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FIGURA 3.4: Sequência da glicoproteína S contendo o domínio RBD em vermelho 

e a sequência de ligação ao receptor; ligação ao ACE2 humano em azul. 

Fonte: adaptada de Wall, et al.18. 

 

Após manter o material inativo por 60 minutos em temperatura ambiente, 

o formaldeído foi extinto pela adição de 2,5 mmol L‒1 de glicina por 15 minutos em 

temperatura ambiente. Para a validação da polimerização da proteína S, as amostras 
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foram submetidas à análise de SDS-PAGE a 8% e coradas com CBB ou anticorpo 

anti-S (Figura 3.5). 

 

FIGURA 3.5: Ligação cruzada entre proteína S monomérica do SARS-CoV-2 e 

formaldeído 1%, A) SDS-PAGE visualizado com coloração azul brilhante de 

Coomassie, linha 1: marcadores de peso molecular (KDa), linha 2: Proteína S 

monomérica de SARS-CoV-2, linha 3: Proteína S do SARS-CoV-2 polimerizada. 

B) Imunobiot para Proteína S polimerizada 

Fonte: O autor 

 

3.5. Estudo da interação entre a proteína S do SARS-CoV-2 e o peptídeo ACE2 

por microbalança de cristal de quartzo  

 

A interação da proteína S do SARS-Cov-2 e a ACE2 foi avaliada com 

base na mudança de massa em tempo real utilizando a técnica QCM153. Para a 

realização desta análise foi utilizado um cristal de quartzo com eletrodos de ouro, e 

a frequência de ressonância foi monitorada em tempo real. Para realizar a análise, o 

cristal de quartzo foi primeiramente lavado com solução piranha (H2SO4/H2O2 1:1 
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v/v) por 30 segundos; o material foi então enxaguado com água ultrapura e seco à 

temperatura ambiente. Posteriormente, 75,0 µL de solução do peptídeo ACE2 (0,6 

mg mL‒1) preparada em PBS-DMSO foi adicionada à superfície do cristal e o 

material foi mantido em câmara úmida por 60 minutos (Figura 3.6). Isso foi feito 

para permitir que o cristal sofresse modificação com o peptídeo ACE2 por meio da 

interação do tiol presente no peptídeo ACE2 com a superfície do ouro154. 

 

FIGURA 3.6: Etapas de modificação do eletrodo de ouro no cristal de quartzo com 

ACE2 para realizar as medidas de QCM pelo fluxo de uma solução de Proteína S. 

Fonte: O Autor 

 

Posteriormente, o cristal foi lavado com solução de PBS e montado em 

uma célula microfluídica que foi construída em uma impressora 3D, que apresentava 

um volume interno de 150 μL (Figura 3.7A). PBS foi bombeado para a célula QCM 

usando uma bomba peristáltica à uma vazão de 100 µL min‒1 (Figura 3.7B), até que 

o cristal de quartzo modificado exibisse uma frequência de ressonância constante. 
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FIGURA 3.7: A) Célula QCM microfluídica impressa em 3D com volume interno 

de 150 μL e B) configuração microfluídica usada para análise QCM. 

Fonte: O autor 

 

3.6. Síntese de nanopartículas de ouro estabilizadas com citrato  

 

A síntese de nanopartículas de ouro estabilizadas com citrato foi realizada 

com base no método Turkevich155. Para realizar a síntese, 100 mL de solução de 

HAuCl4·3H2O (0,01% m/v) foi preparada em água ultrapura foi aquecida sob 

agitação até próximo a 100°C. Em seguida, 5,0 mL de solução de citrato de sódio 

40,0 mmol L‒1 foram adicionados através de uma bureta à solução e a mistura foi 

mantida sob agitação por 5 minutos ocasionando a mudança de cor da solução, do 

amarelo para vermelho escuro (Figura 3.8). Após a mudança de cor, desligou-se a 

fonte de aquecimento e a dispersão foi mantida sob agitação até atingir a temperatura 

ambiente. As AuNPs sintetizadas foram armazenadas a 4°C e protegidas da luz.  
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FIGURA 3.8: Sistema para síntese das AuNPs estabilizadas em citrato. 
Fonte: O autor 

 

3.7. Imobilização covalente do peptídeo ACE2 nas PMs 

 

As PMs foram colocadas em banho ultrassônico por 10 minutos e uma 

alíquota de 98 μL dessa dispersão foi transferida para um microtubo. Adicionou-se 

então 1 mL de tampão MES (25 mmol L‒1, pH 6,0) e a mistura foi mantida sob 

agitação por 30 segundos. Em seguida, realizou-se a separação magnética utilizando 

um suporte magnético e o sobrenadante foi removido e descartado. Posteriormente, 

adicionou-se 1,0 mL de EDC/NHS (0,10 mol L‒1 e 0,03 mol L‒1, respectivamente) à 

dispersão, e a mistura foi mantida sob agitação suave por 30 minutos em temperatura 
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ambiente, seguida de agitação e separação magnética. Após isso, adicionou-se 1,0 

mL de solução tampão MES (25 mmol L‒1, pH 6,0) à mistura, que foi agitada em 

vórtice por 30 segundos e então submetida à separação magnética. Este procedimento 

foi repetido três vezes. 

Em seguida, adicionou-se 1,0 mL de solução de cloridrato de 2-aminoetil 

maleimida 5,0 mg mL‒1 à mistura para reagir com os grupos carboxílicos das PMs 

(Figura 3.9, Etapa 1). A dispersão foi mantida sob agitação suave por 22 horas à 

temperatura ambiente. As PMs foram então lavadas com PBS-Tween 20 (PBS-TW) 

e posteriormente foi utilizada uma solução de etanolamina (1,0 mol L‒1) preparada 

em PBS para bloquear os grupos carboxílicos que permaneceram ativados na 

dispersão. A dispersão foi mantida sob agitação suave por 30 minutos, e as PMs 

foram separadas magneticamente e lavadas com PBS-TW. Posteriormente, 

adicionou-se uma solução de 10 µg mL‒1 de ACE2 diluída em PBS-DMSO à 

dispersão e a mistura foi mantida sob agitação suave por 1 hora em temperatura 

ambiente (Figura 3.9, Etapa 2). Finalmente, as partículas foram separadas 

magneticamente e lavadas três vezes com PBS-TW. O bioconjugado obtido foi 

suspenso em 1,0 mL de PBS-TW. 

 

FIGURA 3.9: Imobilização covalente do peptídeo ACE2 nas PMs utilizando 

EDC/NHS. 

Fonte: O autor 
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3.8. Conjugação das AuNPs com o peptídeo ACE2 

 

As AuNPs sintetizadas foram conjugadas com o peptídeo ACE2 (ACE2-

AuNPs) conforme representação na Figura 3.10. 

 

FIGURA 3.10: Etapa envolvida no procedimento de conjugação do peptídeo ACE2 

com as AuNPs. 

Fonte: O autor 

 

Para realizar o procedimento de conjugação, 900 µL da dispersão de 

AuNPs 2,2 nmol L‒1 foi transferida para um microtubo e centrifugada a 6.200 rpm 

por 30 minutos a 24ºC. Em seguida, o sobrenadante foi removido e uma quantidade 

de 900 µL de solução de peptídeo ACE2 de 10,0 µg mL‒1 em PBS-DMSO foi 

adicionada à dispersão, que foi mantida sob agitação lenta por 15 horas. 

Posteriormente, a dispersão foi centrifugada durante 30 minutos a 6.200 rpm e o 

sobrenadante foi removido da dispersão. O material conjugado obtido foi suspenso 

em 900 µL de PBS-DMSO. 
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3.9. Etapas envolvidas na captura e separação da proteína S em amostras de 

saliva e urina no ensaio magnético 

 

A detecção da proteína S do SARS-CoV-2 nas amostras de saliva e urina 

foram realizadas por meio de etapas de captura e detecção do alvo com uso das PMs 

e AuNPs decoradas com peptídeo ACE2. A Figura 3.11 apresenta as etapas que 

envolvem a captura magnética da proteína S do SARS-CoV-2 em amostras de saliva 

e urina. Etapas estas que foram realizadas separadamente, inicialmente o ensaio 

magnético proposto neste estudo foi aplicada nos estudos de otimização do método, 

utilizando a solução padrão da proteína S, posteriormente foi realizado a aplicação 

para cada amostra, primeiro nas amostras de saliva e depois nas amostras de urina. 

Inicialmente, as amostras de saliva foram diluídas 1.000 vezes e as 

amostras de urina foram diluídas 10.000 vezes em PBS-Ca-Mg pH 7,4. Em seguida, 

450 µL das amostras diluídas foram transferidas, cada uma em um microtubo, que 

continha 20 µL de PMs-ACE2. Posteriormente, adicionou-se 30 µL de ACE2-

AuNPs, conforme mostrado na Figura 3.11 (Etapa 1). A mistura contendo a amostra 

foi incubada sob agitação lenta por 1 hora a 24ºC, levando a formação do 

bioconjugado PMs-ACE2/Proteína S/ACE2-AuNPs (Figura 3.11 - Etapa 2). Após o 

tempo de incubação, o bioconjugado PMs-ACE2/Proteína S/ACE2-AuNPs foi 

separado da amostra, com auxílio da estante magnética e o sobrenadante constituído 

da amostra foi descartado (Figura 3.11, Etapa 3). O bioconjugado PMs-

ACE2/Proteína S/ACE2-AuNPs foi então lavado com PBS contendo 0,05% de 

Tween-20 (PBS-TW), o procedimento de lavagem foi repetido três vezes. Por fim, o 

bioconjugado foi redisperso em 400 µL de PBS pH 7,4 para posteriormente ser 

aplicado no SPCE, para a detecção eletroquímica da proteína S do SARS-CoV-2. 
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FIGURA 3.11: Etapas de captura e separação da proteína S do SARS-CoV-2 das 

amostras via formação do bioconjugado PMs-ACE2/proteínas S/ACE2-AuNPs. 

Fonte: O autor 

 

3.10. Detecção eletroquímica da proteína S do SARS-CoV-2 em amostras de 

saliva e urina utilizando AuNPs 

 

A detecção eletroquímica da proteína S do SARS-CoV-2 nas amostras de 

saliva e urina, através das AuNPs, foram realizadas utilizando um arranjo SPCE com 

8 células independentes (Figura 3.12A). A detecção foi realizada sem a modificação 

dos eletrodos de trabalho. 

O arranjo de SPCE foi conectado ao multipotenciostato portátil e a 

detecção eletroquímica da proteína S foi realizada adicionando uma alíquota de 25 

µL de dispersão do bioconjulgado PMs-ACE2/Proteína S/ACE2-AuNPs em cada um 

dos 8-WEs do arranjo (Figura 3.12B). Posteriormente, um volume de 25 µL de HCl 

0,2 mol L‒1 foi adicionado a cada célula, com a função de agir como eletrólito de 

suporte. A detecção eletroquímica da proteína S foi realizada por DPV (Figura 

3.12C), com base nos parâmetros avaliados anteriormente por Afonso, et al.156. 



45 
 

Utilizando as seguintes condições: potencial de deposição (Edep) = + 1,25 V, tempo 

de deposição (tdep) = 120 s, velocidade de varredura (ν) = 34 mV s‒1, step potential 

(ΔEs) = 10 mV e amplitude de pulso (a) = 50 mV. 

 

FIGURA 3.12: A) Adição do ímã sob o eletrodo de trabalho. B) Etapa de detecção 

eletroquímica da proteína S do SARS-CoV-2 usando SPCE não modificado. C) 

Representação da oxidação cronoamperométrica de AuNPs e posteriormente a 

redução do cloro complexo de Au(III) obtido por DPV. 

Fonte: O autor 

 

3.11. Aplicação do método desenvolvido em amostras de voluntários   

 

Os níveis de proteína S estudados foram detectados em amostras de saliva 

e urina de indivíduos saudáveis e indivíduos infectados, divididos em duas coortes 

de indivíduos (Tabela 3.1 e 3.2). Todos os procedimentos éticos envolvendo a 
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participação dos voluntários da pesquisa foram aprovados pelo Comitê de Ética em 

Pesquisa da UFSCar (Número: 66076017.3.0000.5504). 

 

3.11.1 Coortes 1 

 

As amostras de saliva foram coletadas no Hospital Universitário da 

UFSCar. Os testes RT-PCR realizados confirmaram que os indivíduos estavam 

infectados pelo SARS-CoV-2 (tabela 3.1). Antes da realização dos testes, as amostras 

de saliva dos voluntários foram mantidas à 80°C por 15 minutos para inativar o vírus. 

 

TABELA 3.1: Variáveis demográficas e clínicas dos voluntários que participaram 

do estudo. 

Variável Indivíduo saudável Indivíduos com COVID-19 

Casos (n/%) 16/50 16/50 

Idade, média (intervalo) 29 (23-53) 44 (22-72) 

Sexo, feminino (n/%) 5/31 9/53 

3.11.2. Coortes 2 

 

As amostras de urina de 152 voluntários foram auto coletadas em três 

centros médicos da cidade de Bragança Paulista (SP, Brasil); Hospitais Santa Casa e 

Bragantino; e na Unidade Integrada de Farmacologia e Gastroenterologia 

(UNIFAG). As coletas das amostras foram possíveis devido a aprovação no Comitê 

de Ética em Pesquisa da Universidade de São Francisco (CAAE: 

31573020.9.0000.5514). Importante ressaltar que não houve orientação aos 

voluntários sobre jejum antes da coleta das amostras. 

Para este estudo, foram utilizadas 74 amostras de indivíduos com 

resultado positivo para SARS-CoV-2 e que estavam hospitalizados (Pos-H), 23 

indivíduos sintomáticos com resultado negativo em RT-PCR para SARS-CoV-2 
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(Neg-H) e 55 amostras de voluntários saudáveis (Neg-NH), com mais de 18 anos de 

idade, não grávidas, que não tiveram infecção anterior por COVID-19 ou contato 

com pessoas infectadas. Todos os internados eram maiores de 18 anos, não gestantes, 

sem ventilação mecânica ou cateter de demora e sem risco iminente de morte. Para 

um manuseio seguro antes do teste, as amostras foram inativadas em estufa a 65°C 

por 30 minutos157. 

Todos os voluntários tiveram seus diagnósticos para COVID-19 

confirmados por RT-PCR, que foram utilizados para fins de recrutamento para o 

estudo ou como parte de seu atendimento clínico, utilizando serviços de análise 

certificados no Brasil. O teste RT-PCR foi realizada utilizando um kit TaqPath 

COVID-19 RT-PCR IVD (Thermo Fisher), e os resultados foram interpretados 

utilizando o software interpretativo COVID-19, de acordo com as instruções do 

fabricante, com valor limite de ciclo (Ct) < 37. Indivíduos com resultados 

inconclusivos de RT-PCR foram excluídos deste estudo. A Tabela 3.2 fornece 

informações demográficas e clínicas destes voluntários.  
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TABELA 3.2: Informações clínicas e demográficas dos indivíduos recrutados para 

o estudo, incluindo indivíduos Neg-NH e Pos-H utilizados para o modelo de 

construção e avaliação. Os conjuntos retidos 1 e 2 contendo indivíduos Neg-H. 

 Classificador  

(Treino + Validação conjunto) 

Conjunto retido 1 Conjunto retido 2 

 Neg-NH 

n (%) 

Pos-H 

n (%) 

Neg-H 

n (%) 

Pos-H 

n (%) 

Neg-H 

n (%) 

Total=152 55 56 16 18 7 

Idade – média (Min-Max) 43.9 (20-89) 55.1 (21-89) 61.3 (27-83) 59.7 (39-

74) 

55.9 (43-

63) 

Feminino 27 (40.4) 21 (54.8) 10 (59) 7 (58.9) 4 (56.3) 

Masculino 28 (46.5) 35 (55.3) 6 (68.3) 11 (60.2) 3 (55.3) 

Sintomas 

Febre 0 (0.0) 34 (60.7) 5 (31.3) 8 (44.4) 3 (42.9) 

Tosse 0 (0.0) 39 (69.6) 10 (62.3) 11 (61.1) 5 (71.4) 

Mialgia 0 (0.0) 13 (23.2) 1 (6.3) 3 (16.7) 1 (14.3) 

Dor de garganta 0 (0.0) 11 (19.6) 3 (18.8) 0 (0.0) 1 (14.3) 

Dor de cabeça 1 (1.8) 13 (23.2) 3 (18.8) 0 (0.0) 2 (28.6) 

Coriza 0 (0.0) 10 (17.9) 3 (18.8) 0 (0.0) 1 (14.3) 

Dispneia 0 (0.0) 35 (62.5) 10 (62.3) 13 (72.2) 5 (71.4) 

Sat O2 < 95% 0 (0.0) 20 (35.7) 4 (25.0) 7 (38.9) 2 (28.6) 

Cansaço fadiga 0 (0.0) 6 (10.7) 3 (18.8) 0 (0.0) 1 (14.3) 

Perda de olfato ou paladar 0 (0.0) 10 (17.9) 5 (31.3) 3 (16.7) 2 (28.6) 

Vômitos ou náuseas 0 (0.0) 4 (7.1) 2 (12.5) 4 (22.2) 1 (14.3) 

Diarreia 0 (0.0) 15 (26.8) 2 (12.5) 2 (11.1) 2 (28.6) 

Comorbidade 

HAS1 11 (20.0) 25 (44.6) 8 (50.0) 13 (72.2) 2 (28.6) 

Doença cardiovascular 0 (0.0) 10 (17.9) 3 (18.8) 3 (16.7) 2 (28.6) 

Obesidade 14 (24.4) 16 (28.6) 3 (18.8) 7 (38.9) 1 (14.3) 

Diabetes Mellitus 2 (3.6) 18 (32.1) 1 (6.3) 5 (27.8) 1 (14.3) 

Neoplasias 0 (0.0) 2 (3.6) 1 (6.3) 0 (0.0) 0 (0.0) 

Doença pulmonar 3 (5.4) 4 (7.1) 3 (18.8) 2 (11.1) 0 (0.0) 

DPOC2 0 (0.0) 2 (3.6) 1 (6.3) 0 (0.0) 0 (0.0) 

Fumante ou Ex-fumante, 4 (7.2) 5 (8.9) 1 (6.3) 1 (5.6) 1 (14.3) 

Asma 1 (1.8) 1 (1.8) 2 (12.5) 1 (5.6) 0 (0.0) 

Doença renal 0 (0.0) 1 (1.8) 1 (6.3) 0 (0.0) 0 (0.0) 

Achados tomográficos 

Opacidade em vidro fosco 0 (0.0) 51 (91.1) 14 (87.5) 18 (100.0) 7 (100.0) 

Consolidações 0 (0.0) 28 (50.0) 8 (50.0) 11 (61.1) 5 (71.4) 

Padrão reticular 0 (0.0) 10 (17.9) 2 (12.5) 7 (38.9) 2 (28.6) 

GCP3 0 (0.0) 45 (80.3) 10 (62.3) 17 (94.4) 7 (100.0) 

Sugestivo de infecção viral 0 (0.0) 51 (91.1) 14 (87.5) 18 (100.0) 7 (100.0) 
1HAS: hipertensão arterial sistêmica; 2DPOC: doença pulmonar obstrutiva crônica e 3GCP: Grau 

de Comprometimento Pulmonar.
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1. Caracterização morfológica das PMs, AuNPs e do bioconjugado 

 

Neste item as PMs, as AuNPs obtidas após a síntese e o bioconjugado 

final foram caracterizados por TEM e EDS. Como pode ser observado na imagem de 

TEM na Figura 4.1A, as PMs comerciais apresentam-se como esferas uniformes e 

bem definidas e possuem diâmetro próximo ao indicado pelo fornecedor. As AuNPs 

também possuem formato esférico (Figura 4.1B) com diâmetro médio de 21 nm 

(Figura 4.1C), conforme descrito na literatura 158. 

 

 

FIGURA 4.1: A) TEM das PMs e B) AuNPs e C) histograma referentes a 

distribuição média das AuNPs 

Fonte: O autor 

 

As Figuras 4.2A e 4.2B mostram as imagens TEM do bioconjugado PMs-

ACE2/proteína S/ACE2-AuNPs formado após o procedimento relatado no item 3.9.  
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FIGURA 4.2: A) e B) TEM do bioconjugado PMs-ACE2/proteína S/ACE2-AuNPs 

em diferente magnitudes e C) Análise EDS do bioconjugado PMs-ACE2/proteína 

S/ACE2-AuNPs. 

Fonte: O autor 

 

Como pode ser observado na Figura 4.2, próximo as bordas das PMs, há 
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pequenos esferas indicando a presença das AuNPs devido a etapa de detecção da 

proteína S do SARS-CoV-2 que foi capturada com sucesso pelo ACE2. Este 

resultado também é corroborado pelas análises de EDS, como pode ser visto na 

Figura 4.2C. As respostas referentes ao Fe e Au confirmam a presença do 

bioconjugado formado durante a captura e separação da proteína S nas amostras de 

saliva. Estas observações concordaram com estudos relatados na literatura que 

utilizam estratégias semelhantes103,159. O pico intenso de Cu está relacionado ao grid 

utilizado nas medições de TEM103,160. Estes resultados demonstram que o ensaio 

magnético proposto foi aplicado com sucesso e indicam que as etapas de captura e 

detecção da proteína S e a detecção eletroquímica envolvendo o uso das AuNPs 

como marcador redox ocorreram como previsto. Demonstrando a viabilidade do 

método para o diagnóstico da COVID-19. 

 

4.2. Caracterização espectroscópica do bioconjugado 

 

Medidas espectrofotométricas na região do UV-Vis foram realizadas para 

caracterizar a solução de ACE2 (8 µg mL‒1) e as dispersões de AuNPs e do conjugado 

ACE2-AuNPs (Figura 4.3). A banda de absorção do peptídeo ACE2 (linha preta) 

pode ser observada na região UV a 209 nm; isso é tipicamente característico dos 

aminoácidos, incluindo histidina e cisteína, presentes na estrutura peptídica161. Sobre 

a dispersão de AuNPs, os espectros de absorção foram encontrados na região que 

correspondeu à absorbância de ressonância plasmônica de superfície (ASPR, do 

inglês: surface plasmon resonance absorbance) em 520 nm - linha vermelha; esta 

região indicou estabilidade das AuNPs e foram caracterizadas por um formato 

esférico162. Por outro lado, os ACE2-AuNPs exibiram uma diminuição na ASPR, linha 

azul na Figura 4.3. O grupo tiol presente na cisteína ACE2 interagiu com as AuNPs, 

possivelmente por meio de uma ligação covalente163,164, e isso pode ter levado a uma 
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diminuição significativa na ASPR através da formação do bioconjugado165. Além 

disso, em 209 nm, a banda que correspondia ao peptídeo permaneceu presente, 

embora em menor intensidade, indicando sua presença após ligação com 

AuNPs166,167. Estes resultados apontam para a formação do conjugado ACE2-

AuNPs. E com base na aplicação da técnica de medição proposta por Haiss et al, 

2007168 a concentração de AuNPs foi estimada em 2,2 nmol L‒1. 

 

FIGURA 4.3: Espectros de UV-vis obtidos da solução de ACE2 (8 µg mL‒1) e das 

dispersões de AuNPs e do conjugado ACE2-AuNPs. 

Fonte: O autor 

 

4.3. Análise da interação entre o peptídeo ACE2 e a proteína S SARS-CoV-2 

por microbalança de cristal de quartzo (QCM) 

 

Estudos anteriores publicados na literatura relataram a ligação da proteína 

S do SARS-CoV-2 à ACE2 humana com alta afinidade8,169 sendo a via de entrada do 

vírus na célula105,170. Para mostrar que o peptídeo ACE2 sintetizado neste estudo é 
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capaz de se ligar seletivamente à proteína S, o peptídeo ACE2 foi imobilizado 

covalentemente na superfície de ouro do cristal de quartzo por meio da interação tiol-

ouro (ver Figura 3.7)171.  

Além da sequência referente a ACE2, foi utilizado também um peptídeo 

não reativo para SARS-CoV-2 como controle negativo, o peptídeo utilizado foi o 

APDDPAWQNIFNLRR que é um peptídeo derivado de uma parte da sequência de 

aminoácidos da proteína 85B de micobacilos. Este peptídeo foi aliquotado em água 

ultrapura e mantido a ‒20ºC até o uso, quando foi diluído em PBS pH 7,4 a 

concentração desejada (0,6 mg mL‒1). Os resultados mostraram que quando a 

proteína S foi injetada na célula que continha o cristal com o peptídeo ACE2, a 

frequência de oscilação do cristal de quartzo diminui, indicando um aumento da 

massa depositada no cristal. Isto é um indicativo da ligação entre a proteína S e o 

peptídeo ACE2. Após a injeção no cristal com um peptídeo de controle negativo, foi 

observada uma diminuição da frequência de oscilação, no entanto foi muito menor 

do que na presença do peptídeo ACE2 (Figura 4.4A e 4.4B). Isto demonstra que o 

peptídeo ACE2 interage com elevada afinidade com a proteína S do SARS-CoV-2.  
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FIGURA 4.4: A) e B) Estudo da frequência de ressonância em função do tempo e 

da variação de frequência, respectivamente, obtida pela injeção de 52,0 µg mL−1 da 

proteína S do SARS-CoV-2 no cristal de quartzo modificado com peptídeo de 

controle negativo e no cristal modificado com ACE2; C) e D) Estudo da frequência 

de ressonância em função do tempo e da variação de frequência, respectivamente, 

obtida na injeção de amostra de saliva na ausência e presença de 52,0 µg mL−1 de 

proteína S do SARS-CoV-2, preparada em tampão PBS. 

Fonte: O autor 

 

Com objetivo de verificar a interferência da amostra de saliva na 

interação ACE2 e a proteína S utilizou-se amostras de indivíduos saudáveis que 

foram fortificadas com proteína S e foram utilizadas para a análise da interação via 
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QCM. Assim, uma mistura de 50 µL proteína S 52,0 µg mL‒1, 50 µL de amostras de 

saliva de indivíduos saudáveis e 100 µL de PBS pH 7,4 foi preparada e injetada na 

célula microfluídica. O mesmo procedimento foi realizado utilizando amostras de 

saliva não-fortificada com a proteína S (Figura 4.4C e 4.4D). 

Embora tenha sido observado padrão de comportamento semelhante para 

as curvas na presença e ausência da proteína S, houve uma significativa queda na 

frequência de ressonância quando da saliva contendo a proteína S do SARS-CoV-

2(Figura 4.4C e D). A saliva é uma matriz complexa com alto teor de proteínas 

incluindo mucinas que são glicoproteínas de alto peso molecular fortemente 

glicosiladas que são responsáveis pelas propriedades viscoelásticas da saliva172,173. O 

aumento da variação de frequência do cristal de quartzo observado quando a saliva 

não fortificada foi injetada pode estar ligado à absorção inespecífica das proteínas da 

saliva na superfície do cristal que não foram completamente removidas após o 

procedimento de lavagem. Este estudo indica que a ligação entre a proteína S e 

peptídeo ACE2 imobilizado na superfície do cristal foi bem sucedida 174,175.  

 

4.4. Caracterização eletroquímica do arranjo SPCE 

 

A caracterização eletroquímica do arranjo SPCE foi realizada por 

voltametria cíclica, as várias velocidades de varredura e observando a relação entre 

a corrente de pico anódica (Ipa) e a raiz quadrada da velocidade de varredura (v1/2) 

(Figura 4.5). 
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FIGURA 4.5: Voltamogramas cíclicos obtidos, contendo FMA (1,0 mmol L‒1) em 

solução aquosa 0,5 mol L‒1 KCl (pH 8,0) usando arranjo SPCE com 8 células 

independentes com velocidades de varredura variando de 10 a 300 mV s‒1. 

Inserção: corrente de pico anódica vs. v1/2. 

Fonte: O autor 

 

A diferença entre os potenciais de pico anódico (Epa) e catódico (Epc) em 

todas as velocidades de varredura foi de aproximadamente 74,7 mV; esse valor foi 

superior ao valor esperado para processos reversíveis (~59 mV)176. Segundo de 

Oliveira et al. (2019), o processo redox para FMA pode ser afetado pela resistividade 

da tinta de carbono que se reflete na diferença nos potenciais de pico. Entretanto, a 

relação entre as correntes de pico anódica e catódica (Ipa/Ipc) em cada velocidade de 

varredura avaliada foi próxima de uma unidade; isso mostra que a reação redox do 

FMA no arranjo SPCE apresentou uma característica reversível178. Além disso, foi 

observada uma relação linear entre Ipa e v1/2 - Figura 4.5, com coeficiente de 
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correlação (r) de 0,999, que foi representado pela equação: Ipa(μA) = ‒ 0,3974 + 

1,2206 (v1/2) (mV s‒1)1/2. Com base na equação de Randles-Sevick, os resultados 

obtidos mostram que o processo de transferência de massa é controlado por difusão 

na superfície do eletrodo de trabalho179. Assim, o arranjo SPCE proposto neste estudo 

apresentou resultados eletroquímicos que estão de acordo com os resultados obtidos 

por estudos anteriores relatados na literatura; em essência, isso indica que os SPCE 

possuem as características necessárias para aplicação destes como eletrodos na 

construção de dispositivos sensores. 

 

4.5. Detecção eletroquímica da proteína S do SARS-CoV-2 

 

A detecção eletroquímica da proteína S, via AuNPs, foi realizada em 

soluções padrão de PBS-Ca-Mg com ou sem 360 fg mL‒1 de proteína S do SARS-

CoV-2 para imitar a estrutura viral com muitas proteínas S na superfície. O 

bioconjugado PMs-ACE2/Proteína S/ACE2-AuNPs obtido foi colocado na 

superfície de um eletrodo de trabalho não modificado com um ímã posicionado 

externamente sob o eletrodo. Em seguida, uma solução diluída de HCl (0,2 mol L‒1) 

foi adicionada à mistura do bioconjugado e o potencial de +1,25 V foi aplicado por 

120 segundos para oxidar o Au presente nos AuNPs, levando à formação do 

complexo [AuCl4]
‒. Posteriormente, a aplicação do DPV levou à geração de um pico 

catódico em aproximadamente 0,3 V (Figura 4.6) devido à redução de [AuCl4]
- para 

Au180.  
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FIGURA 4.6: Representação do processo de oxirredução das AuNPs e as curvas 

DPV obtidas a partir da aplicação do bioconjugado PMs-ACE2/proteína S/ACE2-

AuNPs, gerado na presença e ausência de 360 fg mL−1 de proteína S do SARS-

CoV-2, juntamente com PBS- Ca-Mg; tempo de incubação: 30 minutos. Edep = + 

1.25 V, tdep = 120 s, ν = 34 mV s−1, ΔEs = 10 mV, and a = 50 mV. 

Fonte: O autor 

 

A corrente de pico observada para a amostra sem a proteína S do SARS-

CoV-2 fornece um indicativo de que interações inespecífica dos ACE2-AuNPs e 

adsorção das proteínas da saliva na superfície das PMs durante a etapa de incubação, 

isto influenciou na resposta analítica do material de controle181,182. Por outro lado, foi 
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observada uma corrente de pico mais intensa na presença da proteína S do SARS-

CoV-2; isto aponta claramente para a interação entre a proteína S e o peptídeo 

ACE2175,183. 

Além disso, realizou-se o estudo de repetibilidade do ensaio magnético 

analisando a proteína S em solução padrão PBS na concentração de 78 fg mL−1 no 

mesmo dia (intradia), usando arranjos diferentes de eletrodos e entre dias (interdia) 

avaliando a resposta do método. O desvio padrão relativo (RSD) obtido para intradia 

(n = 4) (Figura 4.7A) e interdia (n = 5) (Figura 4.7B) foram de 2,62% e 3,81%, 

respectivamente; esses resultados apontam para a precisão do método analítico 

proposto neste estudo. 

 

FIGURA 4.7: Estudo de repetibilidade A) análise intradia e B) análise interdia 

usando para cada medida um arranjo SPCE com uma solução padrão de Proteína S 

do SARS-CoV-2 a 78 fg mL‒1. 

Fonte: O autor 

 

4.6. Otimização da quantidade de ACE2-AuNPs e tempo de incubação utilizado 

no ensaio 

 

Um estudo foi realizado para avaliar a influência da quantidade de ACE2-
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AuNPs e do tempo de incubação na captura da proteína S empregadas no ensaio 

magnético (Figura 4.8A e 4.8B). A quantidade do conjugado foi obtida adicionando 

uma dispersão de ACE2-AuNPs com volumes variando de 20 a 80 μL (Figura 4.8A). 

Nesta análise, um volume de 400 μL de 78 fg mL‒1 de proteína S e 20 μL de PMs-

ACE2 foram mantidos constantes para a formação do bioconjugado da proteína S: 

PMs-ACE2/proteína S/ACE2-AuNPs, utilizando um tempo de incubação de 30 

minutos. Um aumento na quantidade de ACE2-AuNPs resultou em um aumento na 

corrente de pico até o maior valor de corrente ser obtido, o que ocorreu no volume 

de 50 µL. Após isso, houve uma diminuição significativa na resposta, o que pode 

estar relacionado à saturação do peptídeo ACE2 com os sítios de ligação da proteína 

S. Assim, o volume de 30 µL de ACE2-AuNPs foi escolhido como o volume ideal a 

ser empregado com PMs-ACE2 para a captura da proteína S no ensaio proposto, pois 

apresentou um bom desempenho analítico e respostas com desvio padrão 

relativamente menor. 

 

FIGURA 4.8: A) Média dos valores de corrente de pico para diferentes volumes de 

ACE2-AuNPs na presença de 78 fg mL−1 de proteína S do SARS-CoV-2 no 

bioconjugado PMs-ACE2/Proteína S/ACE2-AuNPs; tempo de incubação: 30 

minutos. B) Corrente de pico para diferentes tempos de incubação com base na 

aplicação de 78 fg mL‒1 de proteína S do SARS-CoV-2 na dispersão de 
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bioconjugado PMs-ACE2/Proteína S/ACE2-AuNPs contendo 20 μL PMs-ACE2 e 

30 µL de ACE2-AuNPs. 

Fonte: O autor 

 

O outro parâmetro investigado para a análise de otimização foi o tempo 

de incubação para a formação do bioconjugado PMs-ACE2/proteína S/ACE2-

AuNPs. Foram avaliados tempos de incubação variando de 10 a 60 minutos, e o sinal 

analítico obtido para os diferentes tempos investigados são apresentados na Figura 

4.8B. Como pode ser observado, um aumento no tempo de incubação levou a um 

aumento na resposta eletroquímica. O maior pico de corrente foi obtido a partir da 

aplicação de 60 minutos de incubação; isso pode ser atribuído à maior interação do 

domínio RBD da proteína S do SARS-CoV-2 com o ACE2183,184. Estes resultados 

sugerem que a interação do peptídeo ACE2 com a proteína S do SARS-CoV-2 é um 

processo relativamente lento, conforme descrito por Kuznetsov et al. (2020)186. 

Assim, o tempo de incubação de 60 minutos foi selecionado para a captura da 

proteína S no ensaio magneto-controlado proposto neste estudo. 

 

4.7. Interação da ACE2 com a proteína S do SARS-CoV-2 

 

Para avaliar esta seletividade do peptídeo ACE2 com a proteína S, foi 

realizado um estudo de reação cruzada, ou seja, foram realizadas três incubações com 

três proteínas diferentes para avaliar possíveis interações não específicas com a 

ACE2. Na Figura 4.9, pode-se observar que para a albumina sérica bovina (BSA, do 

inglês: Bovine serum albumin) e a proteína N do SARS-CoV-2, não houve interação 

significativa com a ACE2 utilizada tanto para as etapas de captura quanto para 

detecção. Porém, quando adicionada a proteína S, observa-se uma intensidade de 

corrente muito significativa, corroborando os resultados obtidos na análise via QCM 
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(Figura 4.4), que indicaram uma interação específica entre proteína S e o peptídeo 

ACE2 através de regiões específicas como representado na imagem em inserção da 

figura 4.9. 

 

FIGURA 4.9: Estudo da seletividade de interação entre a ACE2 e a proteínas S do 

SARS-CoV-2 em relação a outras proteínas, todas a 0,1 fg mL−1. inserção: 

Estrutura da proteína S do SARS-CoV-2 e ACE2. O zoom destacado em verde é a 

região de 19 resíduos de aminoácidos (24QAKTFLDKFNHEAEDLFYQ42C) da 

ACE2 que se ligam à glicoproteína S do SARS-CoV-2. 

Fonte: O Autor. Inserte adaptado de PDB: 6VW1150,187. 

 

A imagem em inserção mostra a região 

24QAKTFLDKFNHEAEDLFYQ42 destacado em verde (hélice α1), no qual 

apresenta os resíduos que se ligam aos aminoácidos da RBD da proteína S do SARS-

CoV-2. De acordo Yan (2020) o segmento médio de α1 reforça a interação ao 

envolver dois resíduos polares. No terminal N de α1, Gln498, Thr500 e Asn501 do RBD 

formam uma rede de ligações de Hidrogênio com Tyr41, Gln42 de ACE2 (Figura 
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4.10A). No meio da ponte, Lys417 e Tyr453 do RBD interagem com Asp30 e His34 do 

ACE2 (Figura 4.10B), respectivamente. No terminal C de α1, Gln474 do RBD está 

ligado por H à Gln24 da ACE2 (Figura 4.10C)150. 

 

FIGURA 4.10: A, B e C Análise detalhada da interface entre SARS-CoV-2-RBD e 

ACE2. As interações polares são indicadas por linhas tracejadas vermelhas 
Fonte: Yan, et al.150. 
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Capítulo 5 

AMOSTRAS DE SALIVA 
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5. APLICAÇÃO DO MÉTODO DESENVOLVIDO EM NAS AMOSTRAS DE 

SALIVA 

5.1. Desempenho Analítico do Magneto-Ensaio 

 

Após os estudos e a seleção dos melhores parâmetros experimentais, o 

ensaio magnético foi aplicado para detecção da proteína S em soluções padrão 

contendo a proteína em concentrações variando de 0,0009 a 360,00 fg mL‒1, 

conforme mostrado na Figura 5.1A. Os valores de corrente de pico foram obtidos em 

função das respostas obtidas utilizando diferentes concentrações da proteína S e 

utilizados para construir a curva de calibração (Figura 5.1B). A equação de regressão 

linear obtida a partir dos resultados foi a seguinte: −Ip (μA) = 0,0887 + 0,0918 log 

[proteína S] (fg mL‒1), com r de 0,998. O LD calculado foi de 0,35 ag mL−1; esse 

valor foi calculado com base na seguinte relação: 3,3×SD/θ, onde SD é o desvio 

padrão do intercepto da curva analítica e θ é a inclinação da curva analítica188. 

 

FIGURA 5.1: A) Curvas DPV obtidas a partir da aplicação do ensaio magnético 

utilizando soluções padrão contendo proteína S na faixa de concentração de 0,0009 

– 360,00 fg mL−1.; B) Valores de corrente de pico catódico obtidos em função da 

concentração da proteína S. Parâmetros DPV aplicado: Edep = + 1,25 V, tdep = 120 s, 

ν = 34 mV s−1, ΔEs = 10 mV e a = 50 mV. 

Fonte: O autor 
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5.2. Análise de amostras de saliva das coortes de indivíduos saudáveis e 

indivíduos infectados por SARS-CoV-2 usando o ensaio magnético proposto 

 

Dezesseis amostras de saliva foram coletadas de indivíduos saudáveis 

livres de SARS-CoV-2 (grupo negativo) e dezesseis amostras de saliva foram 

coletadas de indivíduos infectados por SARS-CoV-2 (grupo positivo). As amostras 

de saliva foram diluídas 1000 vezes em solução de PBS-Ca-Mg antes de avaliar o 

desempenho analítico do ensaio magnético desenvolvido. Foi realizada uma análise 

comparativa utilizando os resultados obtidos a partir da análise de amostras de saliva 

de indivíduos saudáveis e indivíduos infectados por SARS-CoV-2 com o ensaio 

magnético e os resultados obtidos com a aplicação da técnica de RT-PCR, usando 

amostras de swab nasofaríngeo e orofaríngeos coletados dos mesmos indivíduos. Os 

valores do cycle threshold (Ct) obtidos no teste RT-PCR para os genes N1 e N2 

foram correlacionados com a carga viral dos indivíduos. No geral, os indivíduos com 

cargas virais mais elevadas apresentam valores de Ct mais baixos e apresentaram 

níveis mais elevados de proteína S do SARS-CoV-2 no ensaio magnético (Figura 

5.2A). Estes resultados apontam claramente para valores satisfatórios de seletividade 

e especificidade clínica do ensaio magnético proposto para a detecção da proteína S 

em amostras de saliva humana (Figura 5.2B e 5.2C). 
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FIGURA 5.2: A) Valores de corrente de pico obtidos a partir da análise de amostras 

de saliva de indivíduos saudáveis e infectados por SARS-CoV-2 usando o ensaio 

magnético e valores Ct para Genes N1 e N2 de amostras de swab obtidas via RT-

PCR. B) Curva ROC para detecção da proteína S do SARS-CoV-2 usando o ensaio 

magnético. C) Diagrama de pontos interativo de respostas de corrente de pico 

obtidas para a proteína S do SARS-CoV-2 em amostras de saliva para indivíduos 

saudáveis e infectados. *teste t, p < 0,0001. 

Fonte: O autor 

 

A capacidade do ensaio magnético em discriminar entre amostras de 

saliva de indivíduos saudáveis e de infectadas por SARS-CoV-2 foi avaliada via 
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curva ROC (Do inglês: Receiver Operating Characteristic) (Figura 5.2B). Pela curva 

ROC é possível avaliar que o método proposto apresentou uma área sob a curva 

(AUC) de 0,996 (p < 0,001), o que é claramente um excelente valor189. Vale a pena 

notar que existem compromissos visíveis entre sensibilidade e especificidade; em 

outras palavras, à medida que a sensibilidade aumenta, a especificidade diminui e 

vice-versa. Uma sensibilidade alta exclui a presença da doença se o teste de uma 

pessoa for negativo. Enquanto isso, um teste com alta especificidade confirma a 

presença da doença se o teste de uma pessoa for positivo190.  

O diagrama de pontos interativo é outra importante ferramenta para 

avaliar a capacidade de um método para o diagnóstico de uma doença. No diagrama 

de pontos entre os sujeitos negativos e positivos observa-se uma boa separação entre 

as coortes com um ponto de corte ideal de > 0,2752 µA, o que equivale > 81 fg mL‒

1, com base no índice de Youden. Este ponto de corte diferenciou amostras de saliva 

de indivíduos saudáveis livres de SARS-CoV-2 daquelas de indivíduos infectados 

por SARS-CoV-2 com sensibilidade de 100,0% e especificidade de 93,7% (Figura 

5.2C). Essas descobertas mostram que o ensaio magnético proposto neste estudo tem 

um bom grau de precisão para o diagnóstico da COVID-19 comparável ao da técnica 

de RT-PCR191–194. 

É preciso ressaltar que o uso de amostras de saliva sem tratamento 

térmico pode melhorar a eficiência do ensaio magnético o que poderia ser obtido por 

meio da aplicação de um sistema totalmente automatizado garantindo a mínima 

manipulação da amostra195,196. O aquecimento da amostra de saliva a altas 

temperaturas pode desnaturar a proteína S do SARS-CoV-2 e impedir que o seu 

domínio de ligação ao receptor interaja com o peptídeo ACE2. Assim, o uso de 

tratamento térmico pode ser um fator limitante na análise de amostras de saliva 

humana, no entanto, os resultados obtidos indicam que para o método proposto o 

tratamento término não foi um problema197. 
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Capítulo 6 

AMOSTRAS DE URINA 
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6. APLICAÇÃO NAS AMOSTRAS DE URINA 

6.1. Desempenho analítico do ensaio magnético 

 

A fim de verificar a reprodutibilidade e a confiabilidade do método 

realizou-se a construção de uma nova curva analítica, variando para este ensaio a 

concentração da proteína S de 0,048 a 483.000 ag mL‒1. Conforme mostrado na 

Figura 6.1A e 6.1B, apresentou-se uma forte correlação linear com um r de 0,9989 

entre a intensidade de corrente e a concentração da proteína S (Figura 6.1B). Assim, 

a curva de calibração, obteve a seguinte equação: ‒Ip (A) = 0,1819 + 0,0912 log 

[proteína S] (fg mL‒1), apresentando um coeficiente angular próximo ao obtido na 

primeira curva analítica, descrita no item 5.1, importante ressaltar que houve um 

intervalo de aproximadamente 24 meses entre estes dois ensaios. E a partir dos 

resultados, foi obtido um LD de 0,13 ag mL‒1. 

 

FIGURA 6.1: A) Curvas DPV obtidas a partir da aplicação do ensaio magnético na 

solução do branco e em soluções padrão contendo proteína S na faixa de 

concentração de 0,048 a 483.000 ag mL‒1. B) Valores de corrente de pico catódico 

obtidos em função da concentração da proteína S. Parâmetros DPV aplicados: Edep 

= +1,25 V, tdep = 120 s, ν = 34 mV s−1, ΔEs = 10 mV e a = 50 mV; 

Fonte: O autor 
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6.2. Avaliação da diluição das amostras de urina 

 

Este estudo foi realizado com objetivo de identificar a diluição ideal para 

amostras de urina para uso no ensaio magnético proposto, uma vez que a uma maior 

diluição pode minimizar o efeito de matriz, diluindo os possíveis interferentes 

presentes nas amostras198. Seguindo o ensaio proposto, uma combinação de 20 μL de 

PMs-ACE2 e 30 μL de ACE2-AuNPs foi dispersa em 450 μL de amostras de urina, 

negativas e positivas, confirmados por RT-PCR, em diluições de 100; 1.000; 5.000 

e 10.000 vezes, com período de incubação de 60 minutos. Na Figura 6.2 são 

apresentados os resultados deste estudo. 

 

FIGURA 6.2: Estudo do efeito da diluição das amostras de urina na aplicação do 

ensaio proposto para determinação da proteína S indivíduo saudável e 

diagnosticado com COVID-19. 

Fonte: O autor 
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Os resultados do estudo sugerem que a diluição de 10.000 vezes das 

amostras de urina resultou num aumento na diferença das correntes de pico obtidas 

entre amostras negativas e positivas. O resultado observado pode estar relacionado a 

grande afinidade do domínio RBD da proteína S com a ACE2 e da grande capacidade 

de captura e de amplificação de sinal do método proposto devido ao uso de PMs e 

AuNPs, respectivamente. Ou seja, com maiores valores de diluição evita-se a 

interferência de constituintes da matriz da amostra e a elevada capacidade do método 

proposto de garantir, que mesmo com a elevada diluição, a detecção do vírus via a 

proteína S presente nas amostras de urina. Assim, a diluição de 10.000 vezes foi 

selecionada para detecção do vírus SARS-CoV-2 em amostras de voluntários. 

 

6.3. Avaliação da aplicabilidade do ensaio proposto para a detecção da proteína 

S em amostras de urina de voluntários 

 

O método desenvolvido foi testado em 152 amostras de urina de 

voluntários, dos quais 74 testaram positivo para infecção por SARS-CoV-2 em 

amostras de swab nasofaríngeo por RT-PCR. As amostras de urina foram diluídas 

10.000 vezes em solução aquosa de PBS-Ca-Mg, e o ensaio proposto foi aplicado. 

Quando o método foi testado no conjunto total de amostras (Figura 6.3A), observou-

se que o método apresentou uma capacidade limitada na identificação dos indivíduos 

infectados. 

A AUC foi de 70% (Figura 6.3A), indicando que o método precisava de 

ajustes, como diminuir o intervalo entre as coletas das amostras de urina e swab. 

Utilizando histórico clínico dos pacientes, foi realizada uma análise exploratória que 

revelou diferença significativa no tempo entre a coleta do swab e da amostra de urina 

entre os indivíduos Neg-NH e Pos-H (conforme Tabela 3.2). 
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FIGURA 6.3: A) Curva ROC para o modelo não ajustado; B) Curva ROC e C) 

Curva AUC-PR para o modelo ajustado levando em conta o tempo entre a coleta do 

swab e a da amostra de urina. 
Fonte: O autor 

 

Após esse screening, o intervalo entre as coletas das amostras foi 

reduzido para 2 dias, já que aqueles que testaram negativo no swab tinham menor 

tempo entre as coletas (n = 0 dias), restando 109 indivíduos do total de 152 ao final 

do ajuste. Isso impactou no desempenho do teste, conforme pode ser observado pela 

Figura 6.3B, que apresenta o desempenho ajustado do método com AUC de 87%. 

Além disso, na Figura 6.3C, é possível observar a curva Precision-Recall para o 

modelo ajustado, e a Tabela 6.1 apresenta os resultados da análise de desempenho 

usando a estatística J de Youden. Assim, o teste apresentou excelente desempenho 

quando aplicado a amostras de urina, com 87% AUC-ROC e 73% de área sob a curva 

de precisão (AUC-PR). Estes resultados apontam que o método proposto para a 

detecção da proteína S em amostras de urina humana apresentou seletividade e 

especificidade satisfatórias, demonstrando sua capacidade para diagnóstico da 

COVID-19. 
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TABELA 6.1: Métricas de avaliação do desempenho do modelo em amostras de 

urina utilizando o método proposto. 

Métricas Modelo não ajustado Modelo Ajustado 

Sensibilidade 0,797 0,958 

Especificidade 0,667 0,731 

Precisão 0,694 0,767 

F1 Score 0,742 0,852 

AUC-ROC* 0,700 0,870 

AUC-PR* 0,610 0,730 

Fonte: O Autor 

 

Entre os indivíduos hospitalizados, alguns apresentaram resultado de RT-

PCR negativo (Neg-H, N = 23), apesar de apresentarem sintomas e alterações 

clínicas que sugeriam infecção viral. Essas amostras foram agrupadas para formar o 

conjunto Retido 1 e 2 (ver Tabela 3.2). Portando, além da diferença significativa no 

tempo de coleta entre o swab e a amostra de urina, outro fator que também pode 

influenciar no desempenho do método é o tipo de amostra. Alguns indivíduos que 

realizaram o teste padrão ouro RT-PCR testaram negativo para COVID-19, mas 

estavam hospitalizados, apresentando sintomas e quadro clínico indicativos de 

infecção viral. Isso sugere que o classificador proposto reflete principalmente o 

estado de infecção do paciente, dada a concordância com os resultados da tomografia 

computadorizada (TC) de tórax (Tabela 3.2). A TC de tórax é uma ferramenta 

fundamental para o diagnóstico e monitoramento da COVID-19. No entanto, não 

consegue diferenciar entre uma infecção viral ativa ou anterior nem indicar o 

patógeno viral, resultando em menor especificidade do que o RT-PCR para o 

diagnóstico de COVID-19199–203. 

Para os pacientes no Conjunto Retido 1, o resultado negativo do teste RT-

PCR estava em desacordo com o seu perfil clínico e os resultados da TC do tórax na 

maioria dos casos (14 de 16; 87,5%). Dos 14 pacientes Neg-H com TC de tórax 

sugestiva de vírus, o método desenvolvido neste trabalho classificou 7 como 
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positivos para COVID-19. Por exemplo, a paciente nº 92, uma mulher de 69 anos, 

recebeu um resultado de RT-PCR negativo, enquanto foi classificada como positiva 

pelo nosso classificador. A paciente apresentou TC de tórax sugestiva de infecção 

viral com opacidade em vidro fosco (GCO), consolidações e envolvimento pulmonar 

(30-50%). A paciente permaneceu na unidade de terapia intensiva (UTI) por 19 dias, 

onde necessitou de ventilação mecânica durante esses 19 dias, até seu óbito. 

Conforme reconhecido por muitos estudos199–201,203, testes PCR repetidos devem ser 

usados para pacientes com diagnóstico inconclusivo para diagnosticar COVID-19 

com mais precisão. Embora testes RT-PCR repetidos não tenham sido realizados 

para pacientes em nosso estudo, isso poderia resultar em um diagnóstico falso-

negativo. A discordância dos resultados de RT-PCR e TC de tórax para os 

voluntários Neg-H, presumida como ausência de teste de segunda linha ou 

confirmatório para esses indivíduos, motivou sua exclusão dos conjuntos de 

treinamento/validação e também na opção de manter - aqueles fornecidos no 

Conjunto Retido 1. 

Ao inspecionar os resultados do Conjunto Retido 2, o lapso de tempo 

entre a coleta da amostra de urina e o teste RT-PCR, ou dias desde o início dos 

sintomas, não afetou fortemente o desempenho do modelo, pois 16 (88,9%) das 18 

amostras Pos-H foram corretamente classificadas como positivo. As amostras Neg-

H não foram consideradas no cálculo, uma vez que o diagnóstico dos pacientes não 

foi conclusivo com base em seus atributos clínicos. No entanto, 2 das 7 amostras 

Neg-H no Conjunto Retidas 2 foram classificadas de acordo com os achados da TC 

de tórax. 
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8. CONCLUSÃO 

 

Neste trabalho foi desenvolvido um método simples e com baixo custo 

para o diagnóstico rápido e precoce da covid-19 em amostras de saliva e urina. Além 

disso, este método apresentou duas etapas: a etapa de captura da proteína S do SARS-

CoV-2 utilizando o conjugado PMs-ACE2 e a etapa de detecção com o conjugado 

ACE2-AuNPs, construindo assim no final do processo o bioconjugado PMs-

ACE2/proteína S/ACE2-AuNPs. Para validar a eficácia do método, foram realizadas 

diversas otimizações e caracterizações. 

Durante as etapas de otimização, o método apresentou valores excelentes 

de intensidade de corrente em parâmetros críticos como tempo de incubação e 

volumes de conjugados utilizados nas etapas de captura e detecção, além de ótimas 

imagens por TEM e composição por EDS. Essas otimizações possibilitaram este 

método ser utilizado em amostras de saliva e urina de indivíduos saudáveis e 

indivíduos infectados. 

Os resultados mostram que o método proposto é capaz de discriminar 

indivíduos saudáveis - livres de SARS-CoV-2 de indivíduos infectados por SARS-

CoV-2. Os resultados obtidos mostraram o potencial de aplicação da técnica proposta 

em termos de sucesso no diagnóstico da infecção por SARS-CoV-2. Apresentando 

uma AUC de 93,4%, sensibilidade de 94,1% e especificidade de 84,6% para amostras 

de saliva. O modelo ajustado em amostras de urina apresentou uma AUC de 87% e 

uma AUC-PR de 73%, indicando excelente seletividade e especificidade na detecção 

da proteína S do SARS-CoV-2. Além disso, a análise dos indivíduos hospitalizados, 

especialmente aqueles com resultados de RT-PCR negativos, mas com sintomas 

clínicos sugestivos de infecção viral, destacou a robustez do biossensor 

desenvolvido. Esses casos evidenciaram a capacidade do método em detectar 

infecções que os testes RT-PCR não identificaram, possivelmente devido às 
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limitações intrínsecas do RT-PCR, como amostragem inadequada ou cargas virais 

abaixo do limite de detecção. A concordância entre os resultados do nosso biossensor 

e os achados de tomografias computadorizadas de tórax reforça ainda mais a 

confiabilidade do método proposto. 

Adicionalmente, comparado à técnica de RT-PCR, o ensaio proposto 

apresentou vantagens significativas, como o curto tempo de análise 

(aproximadamente 60 minutos), preparação simples de amostras sem a necessidade 

de etapas longas e tediosas, como extrações de RNA, transcrição reversa e etapas de 

ciclagem térmica, e o uso de equipamentos simples, de baixo custo. Cada dispositivo 

SPCE tem um custo em material de aproximadamente R$ 0,80. Como cada 

dispositivo contem 8 eletrodos, cada medida teria um custo de R$ 0,10, enquanto que 

o teste por RT-PCR tem um custo de em média R$ 300,00 reais por análise. Assim, 

o baixo custo e a facilidade de fabricação possibilitam o dispositivo SPCE ser viável, 

podendo vir a ser utilizado em larga escala o que pode levar a uma redução 

significativa dos custos de produção. 

As vantagens do ensaio desenvolvido para a detecção de SARS-CoV-2 

tornam o método de detecção altamente relevante para políticas de saúde pública. A 

implementação da técnica pode ajudar a expandir a capacidade de detecção da 

infecção por SARS-CoV-2, pois este método pode ser facilmente adaptado para 

outros alvos do SARS-CoV-2. Além disso, pode ser útil na luta contra a propagação 

da doença COVID-19 e também útil para ajudar no diagnóstico precoce de doenças 

de futuras endemias e/ou pandemias. 
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