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Resumo 

Dados os desafios inerentes aos métodos usualmente utilizados no diagnóstico da 
COVID-19, como a reação em cadeia da polimerase com transcrição reversa (RT-
PCR – técnica padrão ouro), a utilização do diagnóstico eletroquímico é uma forma 
oportuna de superar os inconvenientes relacionados ao longo tempo de resposta, à 
necessidade de profissionais qualificados e equipamentos caros. Sensores 
eletroquímicos baseados em Polímero Molecularmente Impresso (MIP) apresentam 
benefícios como simplicidade operacional, detecção no local, economia, menor 
quantidade de amostra, tempos de resposta mais rápidos e seletividade pronunciada. 
Portanto, neste trabalho foi desenvolvido uma nova abordagem para projetar um 
sensor eletroquímico altamente sensível e seletivo para a detecção da proteína spike 
SARS-CoV-2 (proteína S) em saliva. O sensor foi fabricado com base em polipirrol 
(PPy) eletropolimerizado com impressão molecular (MIP/PPy) em um eletrodo 
impresso de carbono (SPCE). Os parâmetros associados a síntese eletroquímica, 
como número de ciclos e as concentrações de monômero (Py) e molde (proteína S), 
foram otimizados para obter a melhor resposta eletroanalítica para proteína S. Como 
controle, polímeros não-impressos (NIP/PPy) foram sintetizados da mesma forma, na 
ausência da molécula molde. Todas as etapas de otimização foram monitoradas por 
voltametria cíclica (CV) e espectrometria de impedância eletroquímica (EIS) usando 
[Fe(CN)6]3−/4− como sonda redox. A morfologia dos sensores MIP/PPy e NIP/PPy foi 
avaliada por MEV e AFM. Inicialmente, a superfície do SPCE foi ativada com 0,1 mol 
L−1 H2SO4 utilizando 15 ciclos voltamétricos para aumentar a condutividade e remover 
possíveis contaminantes. Como esperado, a ativação foi confirmada pela redução na 
resistência à transferência eletrônica e pelo aumento no sinal da CV. Após a ativação, 
as melhores condições obtidas após a otimização da eletrossíntese foram definidas 
como: pirrol a 0,3 mol L−1, proteína S a 40 µg mL−1 e 4 ciclos. A seletividade do 
MIP/PPy em comparação ao NIP/PPy foi avaliada pela religação da proteína S (pH 
7,3) na concentração de 10 ng mL−1 por ~40 min, seguido do monitoramento da sonda 
redox. Uma diminuição substancial na corrente de pico anódica da sonda foi 
observada ao usar o MIP/PPy. A detectabilidade do sensor foi ainda melhorada pela 
pré-concentração de proteína S controlada eletroquimicamente a 0,6 V durante 1,0 
min no processo de religação, enquanto a seletividade do sensor foi mantida. Sob esta 
condição, foi observada uma melhoria notável na detectabilidade exibindo um limite 
de detecção baixo de 6,8 fg mL−1 e uma curva analítica na faixa de 25,0–125,0 fg mL−1 
(R2=0,996). A repetibilidade avaliada em 10 sensores foi satisfatória com um desvio 
padrão relativo (RSD) de 2,8. Após a preparação do sensor, ele pode ser armazenado 
por até 14 dias sob refrigeração (4˚C), mantendo uma eficiência na resposta de 85%. 
O MIP/PPy exibiu seletividade em relação à proteína S em comparação com 
antitripsina, albumina sérica humana (HAS), transferrina, HIgG e lisozima. Por fim, o 
sensor foi aplicado para detectar o vírus SARS-CoV-2 por meio da proteína S em três 
amostras de saliva de pacientes infectados e validadas por RT-PCR. Além disso, a 
recuperação obtida, de 91 a 103%, em amostras negativas com proteína S atestou a 
análise livre de interferência. 
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Abstract 

Given the inherent challenges of conventional methods for COVID-19 diagnosis, such 
as reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR, the gold standard 
technique), the use of electrochemical diagnostics offers a timely alternative to 
overcome limitations related to long response times, the need for highly skilled 
professionals, and expensive equipment. Electrochemical sensors based on 
Molecularly Imprinted Polymer (MIP) provide benefits such as operational simplicity, 
on-site detection, cost-effectiveness, reduced sample volume, faster response times, 
and pronounced selectivity. In this study, a novel approach was developed to design a 
highly sensitive and selective electrochemical sensor for the detection of the SARS-
CoV-2 spike protein (S protein) in saliva. The sensor was fabricated using 
electropolymerized molecularly imprinted polypyrrole (MIP/PPy) on a screen-printed 
carbon electrode (SPCE). Parameters associated with the electrochemical synthesis, 
such as the number of cycles and the concentrations of monomer (Py) and template 
(S protein), were optimized to achieve the best electroanalytical response for the S 
protein. As a control, non-imprinted polymers (NIP/PPy) were synthesized similarly, in 
the absence of the template molecule. All optimization steps were monitored by cyclic 
voltammetry (CV) and electrochemical impedance spectroscopy (EIS) using 
[Fe(CN)₆]³⁻/⁴⁻ as the redox probe. The morphology of the MIP/PPy and NIP/PPy 
sensors was assessed using scanning electron microscopy (SEM) and atomic force 
microscopy (AFM). Initially, the SPCE surface was activated with 0.1 mol L⁻¹ H₂SO₄ 
using 15 voltammetric cycles to enhance conductivity and remove potential 
contaminants. As expected, activation was confirmed by a reduction in charge transfer 
resistance and an increase in CV signal. After activation, the optimal conditions for 
electrosynthesis were determined as follows: pyrrole at 0.3 mol L⁻¹, S protein at 40 µg 
mL⁻¹, and 4 cycles. The selectivity of MIP/PPy compared to NIP/PPy was evaluated 
through the rebinding of S protein (pH 7.3) at a concentration of 10 ng mL⁻¹ for ~40 
minutes, followed by monitoring the redox probe. A substantial decrease in the anodic 
peak current of the probe was observed with the use of MIP/PPy. The sensor's 
detectability was further enhanced by electrochemically controlled preconcentration of 
S protein at 0.6 V for 1.0 minute during the rebinding process, while maintaining sensor 
selectivity. Under these conditions, a remarkable improvement in detectability was 
observed, with a low limit of detection (LOD) of 6.8 fg mL⁻¹ and an analytical curve in 
the range of 25.0–125.0 fg mL⁻¹ (R² = 0.996). The repeatability evaluated on 10 
sensors was satisfactory, with a relative standard deviation (RSD) of 2.8%. After 
preparation, the sensor could be stored for up to 14 days under refrigeration (4°C), 
maintaining 85% of its response efficiency. The MIP/PPy exhibited selectivity toward 
the S protein compared to antitrypsin, human serum albumin (HSA), transferrin, HIgG, 
and lysozyme. Finally, the sensor was applied to detect the SARS-CoV-2 virus via the 
S protein in three saliva samples from infected patients validated by RT-PCR. 
Furthermore, the recovery obtained, from 91 to 103%, in samples negative with protein 
S attested to the interference-free analysis. 
 
Key words: COVID-19, spike glycoprotein, pandemic, coronavirus, MIP sensor. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Recentemente, o mundo enfrentou uma das mais severas pandemias, 

desencadeada pela infecção do novo coronavírus SARS-CoV-2 (Síndrome 

Respiratória Aguda Grave Coronavírus 2), resultando na doença conhecida como 

COVID-19. A declaração oficial de pandemia pela Organização Mundial da Saúde 

(OMS) foi emitida em março de 2020, e desde então, um elevado número de casos e 

óbitos tem sido registrado (OPAS, 2020). A estrutura do vírus é composta 

principalmente por uma única fita de ácido ribonucléico (RNA, do inglês ribonucleic 

acid) e quatro proteínas distintas, a saber: proteína spike (S), proteína do 

nucleocapsídeo (N), proteína do envelope (E) e proteína da membrana (M) (Bar-on et 

al., 2020). Dentre essas proteínas estruturais, as proteínas S e N destacam-se como 

os principais imunógenos, sendo a proteína S responsável pela ligação do vírus à 

célula hospedeira através da ACE2 (Mousavizadeh; Ghasemi, 2021; Pizzato et al., 

2022). 

A reação em cadeia da polimerase com transcrição reversa (RT-PCR, do 

inglês reverse transcription polymerase chain reaction) é a principal técnica para o 

diagnóstico de COVID-19 (padrão ouro). Baseia-se na identificação do RNA viral 

através da transcrição reversa e amplificação do ácido nucleico (El Sharif et al., 2022; 

Han et al., 2021; Mehmandoust et al., 2022). Entretanto, apresenta algumas 

limitações, tais como: longo tempo de resposta, necessidade de técnicos qualificados 

e equipamentos caros, o que inviabiliza para fins de triagem quando se espera um 

diagnóstico rápido e de baixo custo (Ayankojo et al., 2022; Ying et al., 2020). 

Nesse contexto, testes moleculares como Teste de fluxo lateral (LFT, do inglês 

lateral flow test) e Amplificação isotérmica mediada por loop (LAMP, do inglês loop-

mediated isothermal amplification) podem ser ferramentas alternativas no controle e 

diagnóstico da COVID-19, mas ainda necessitam de algumas horas e pessoal 

qualificado para a análise (Ayankojo et al., 2022; Jiang et al., 2020). Tem-se também 

os testes sorológicos, que se baseiam na resposta imunológica do paciente. As 

imunoglobulinas das classes M, A e G, ou seja, os anticorpos IgM, IgA e IgG, 

respectivamente, são produzidos após a infecção pelo vírus e apresentam níveis 

detectáveis após o quinto dia após o início dos sintomas. Dessa forma, esses testes 
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não são os mais recomendados para o diagnóstico precoce da doença (Carter et al., 

2020; Ying et al., 2020).  

É possível perceber que tanto os testes moleculares quanto os testes 

sorológicos empregados no diagnóstico de COVID-19 apresentam limitações. 

Portanto, uma outra alternativa promissora é a aplicação de métodos eletroquímicos. 

Sensores eletroquímicos tem chamado a atenção nas aplicações médicas, devido à 

sua operação simples, alta capacidade de detecção, tempos de resposta rápidos, 

possibilidade de trabalhar com pequenas quantidades de amostras, como de 

miniaturização e por proporcionar sensibilidade e seletividade comparáveis aos 

sistemas biológicos (Kaushik, et al., 2020; Mahshid; Flynn; Mahshid, 2021). 

Para o diagnóstico de COVID-19 através de transdução eletroquímica, 

diferentes sensores foram desenvolvidos, como: imunossensores (Fabiani et al., 2021; 

Mehmandoust et al., 2022; Mojsoska et al., 2021; Nascimento et al., 2022; Rahmati et 

al., 2021), genossensores (Cajigas et al., 2022; Zhao, HUI et al., 2021) e aptasensores 

(Abrego-Martinez et al., 2022; Sari et al., 2022; Tabrizi; Acedo, 2022). Todos esses 

sensores mencionados fazem parte da classe denominada de biossensores, pois 

utilizam elementos de reconhecimento biológicos, como anticorpos/antígeno, 

DNA/RNA e aptâmeros. Embora os biossensores possuam as vantagens inerentes as 

plataformas eletroquímicas, os mesmos carregam as limitações associadas a 

utilização de biorreceptores, que necessitam de laboratórios com nível de segurança 

adequados, apresentam alto custo e baixa estabilidade.  

Assim, o desenvolvimento de sensores eletroquímicos baseados na 

tecnologia de impressão química, são promissores no diagnóstico de COVID-19. Pois, 

em contraste com os sistemas de detecção biológica, oferecem vantagens como 

maior estabilidade, simplicidade e viabilidade para experimentos em laboratórios com 

classificação de biossegurança mais baixa. Essa última vantagem é alcançada ao 

empregar biomoléculas inativadas na impressão química, como o vírus inativado (El 

Sharif et al., 2022; Hussein et al., 2021) ou proteínas responsáveis pela ligação ao 

receptor (Ayankojo et al., 2022; Raziq et al., 2021; Zhang; Sun; Zhang, 2021). 

Os Polímeros Impressos Molecularmente (MIPs) pertencem à categoria de 

materiais biomiméticos, que imitam o sistema de reconhecimento biológico baseado 

em afinidade, como o sistema antígeno/anticorpo. Em geral, os MIPs são polímeros 

que realizam reconhecimento específico ao formar cavidades complementares em 

tamanho e formato ao analito, resultando em alta sensibilidade e seletividade (Gast; 
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Sobek; Mizaikoff, 2019; Yarman; Kurbanoglu, 2022). Os monômeros comumente 

usados na eletrossíntese de polímeros condutores em sensores MIP são: pirrol, 

anilina, arginina, etilenodiamina, ácido 3-aminofenilborônico, fenol e derivados, tiofeno 

e derivados (Erdossy et al., 2016). Dentre esses, o pirrol é relatado na literatura como 

uma excelente alternativa para impressão de biomoléculas, devido as suas 

propriedades intrínsecas como boa condutividade, possibilidade de utilizá-lo em uma 

ampla faixa de pH, principalmente em meio neutro, assim como, de prepara-lo em 

meio aquoso (Özkorucuklu; Şahin; Alsancak, 2008; Ramanavičius, A.; 

Ramanavičiene; Malinauskas, 2006).  

Até o momento, foram relatados o desenvolvimento de alguns sensores 

eletroquímicos utilizando MIP para a detecção de SARS-CoV-2 (Amouzadeh Tabrizi 

et al., 2022; Ayankojo et al., 2022; Raziq et al., 2021; Yang et al., 2023; Zhang; Sun; 

Zhang, 2021; El Sharif et al., 2022; Hashemi et al., 2021; Hussein et al., 2021). A 

impressão química tem sido comumente realizada utilizando os principais fragmentos 

presentes no vírus, como a proteína S, a proteína N e o RBD em polímeros 

eletropolimerizados. Ademais, abordagens de impressão molecular de vírus inteiros 

também foram descritas (Ferreira; Yamada-Ogatta; Tarley, 2023). Os limites de 

detecção alcançados estão na faixa de fg mL−1 a poucos pg mL−1, valores suficientes 

para a detecção de SARS-CoV-2 em amostras clínicas fg mL−1 a poucos pg mL−1,  

(Nascimento et al., 2022; Seo et al., 2020). Em geral, a preparação dos sensores 

relatados é demorada, fazem uso de eletrodos não descartáveis e, em alguns casos, 

a real aplicabilidade do método não foi investigada, uma vez que, amostras clínicas 

não foram analisadas. Além disso, apresentam diversas etapas de síntese envolvendo 

a utilização de nanopartículas metálicas e nanoestruturas de carbono, como o 

grafeno. Neste contexto, observa-se que ainda há uma demanda crescente pela 

obtenção de sensores baseados em tecnologia de impressão química, mais simples 

e altamente sensíveis, para o diagnóstico da COVID-19. 

Portanto, destaca-se o caráter inovador desta tese, que consiste em desenvolver 

um novo método de detecção para proteína S do SARS-CoV-2 em amostra de saliva 

utilizando um sensor MIP de polipirrol descartável, por meio de um processo de síntese 

simplificado e rápido, assim como, investigar a utilização de uma etapa de pré-

concentração controlada eletroquimicamente a fim de conferir alta detectabilidade ao 

método proposto. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 
2.1 PANDEMIA COVID-19 

 
Transcorridos mais de três anos, a comunidade global ainda testemunha uma 

das mais severas pandemias, desencadeada pelo agente patogênico denominado 

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

responsável pela doença denominada COVID-19. A designação formal da COVID-19 

como pandemia, pela Organização Mundial da Saúde (OMS), foi oficializada em 

março de 2020. Até a presente data, os registros confirmam a incidência de 

775.251.779 infecções e 7.043.660 óbitos em todo o mundo (WHO, 2024). No Brasil, 

os dados notificados quanto aos casos confirmados ascendem a 38.806.622, 

acompanhados por um número de 712.205 óbitos, conforme constatado até 28 de 

dezembro de 2022 (Ministério da Saúde, 2024).   

O agente viral demonstra uma elevada taxa de transmissibilidade e levava 

inicialmente o paciente a um estado de hospitalização que frequentemente resultava 

em óbito. A transmissão dos coronavírus costuma ocorrer pelo ar ou por contato 

pessoal com secreções contaminadas, como: gotículas de saliva, espirro, tosse, 

catarro, contato pessoal próximo, como toque ou aperto de mão, contato com objetos 

ou superfícies contaminadas, seguido de contato com a boca, nariz ou olhos (Lotfi; 

Hamblin; Rezaei, 2020). Sendo assim, a comunidade científica e médica global 

prontamente se mobilizou com o propósito de desenvolver vacinas, tratamentos e 

testes de diagnóstico.  

Atualmente, embora tenha se observado a notória redução na taxa de 

letalidade associada à COVID-19, os casos de infecção continuam, cuja origem 

possivelmente esteja relacionada as novas variantes do SARS-CoV-2. Esses fatos 

evidenciam a contínua circulação do agente patogênico entre os países e, por 

conseguinte, indicam que ainda é de extrema importância os testes diagnósticos bem 

como a vigilância epidêmica.   
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2.1.1 SARS-CoV-2 

 

SARS-CoV-2 é um vírus pertencente à família dos coronavírus, que causa 

uma doença respiratória aguda grave (COVID-19). SARS-CoV-2 é um coronavírus 

com tamanhos que variam de 50 a 200 nm de diâmetro (Fabiani et al., 2021; Huang 

et al., 2020). Os principais componentes que formam sua estrutura são uma única fita 

de ácido ribonucléico (RNA) e quatro proteínas, a saber: proteína spike (S), proteína 

do nucleocapsídeo (N), proteína do envelope (E) e proteína da membrana (M) (Figura 

1) (Bar-on et al., 2020). Entre as 4 proteínas estruturais do coronavírus, as proteínas 

S e N são os principais imunógenos, sendo a proteína S responsável pela ligação do 

vírus à célula hospedeira, enquanto a proteína N tem como principal função a 

replicação e transcrição do genoma viral (Mousavizadeh; Ghasemi, 2021; Pizzato et 

al., 2022). 

 

Figura 1 – Estrutura típica da partícula viral SARS-CoV-2. 

 
Fonte: Adaptado de (Pizzato et al., 2022). 
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Portanto, a proteína S na superfície do vírus é um fator chave envolvido na 

infecção. É uma glicoproteína trimérica responsável pela entrada da carga viral e 

apresenta um tamanho que varia entre 9 a 15 nm (Abrego-Martinez et al., 2022; Bar-

on et al., 2020; Rahmati et al., 2021; Zhu et al., 2020). Semelhante a outros 

coronavírus, a proteína S de SARS-CoV-2 medeia o reconhecimento do receptor, 

ligação celular e fusão durante a infecção viral (Huang et al., 2020; Mousavizadeh; 

Ghasemi, 2021). Possui dois domínios, denominados S1 e S2 (Figura 2). A 

subunidade S1 (14-685 resíduos) contém o RBD, que é principalmente responsável 

pela ligação do vírus ao receptor da célula hospedeira por meio da ligação com a 

ACE2, o domínio N-terminal (NTD) e duas pequenas subunidades, SD1 e SD2. A 

subunidade S2 (686–1273 resíduos) está intimamente relacionada à fusão do vírus e 

compõe a parte inferior da proteína S (Ayankojo et al., 2022; Huang et al., 2020; Mori 

et al., 2021; Pramanick et al., 2021).  

 

Figura 2 – Arquitetura de domínio de cada monômero e modelos de simulação da 
proteína S do SARSCoV-2 (A e B), juntamente com as subunidades S1 (C) e S2 (D) 
de SARS-CoV-2. 
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Fonte: Adaptado de (Filho, 2023; Mori et al., 2021) 

 

Devido à alta imunogenicidade da proteína S, o desenvolvimento de 

diagnósticos baseado no seu reconhecimento como indicador da infecção torna-se 

promissor. Além disso, a proteína S exibe diversidade de sequência de aminoácidos 

entre os coronavírus, permitindo a detecção específica de SARS-CoV-2 (Ayankojo et 

al., 2022; Lee et al., 2021; Nascimento et al., 2022; Seo et al., 2020). 

A presença de SARS-CoV-2 pode ser encontrada em diferentes tipos de 

amostras clínicas. Dentre elas, os esfregaços nasofaríngeos são os métodos de 

amostragem mais utilizados. Isto se justifica principalmente pela elevada carga viral 

no trato respiratório superior, variando de 10⁴ a 10⁷ cópias por mL (Pan et al., 2020). 

No entanto, estudos mostram que os níveis médios de RNA do SARS-CoV-2 foram 

similar e mais estáveis em amostras de esfregaços orofaríngeos (análogos da saliva) 

do que amostras nasais durante toda a infecção (Ning et al., 2021). Isso sugere que a 

saliva pode representar uma amostra diagnóstica mais robusta do que os esfregaços 

nasais, tanto no início como no final da infecção.  

Portanto, as amostras de saliva tornam-se atrativas uma vez que apresentam 

carga viral suficiente para serem utilizadas no diagnóstico de COVID-19. Além disso, 

a coleta é consideravelmente menos desconfortável comparada ao swab 

nasofaríngeo, podendo ser coletadas facilmente pelo próprio paciente, reduzindo a 

necessidade e até mesmo o risco de exposição dos profissionais de saúde. Bergevin 

e colaboradores descobriram que quando amostras nasais e de saliva foram 

analisadas em pacientes com sintomas por 10 dias, os resultados foram quase 

idênticos (95%) (Bergevin et al., 2021). Ainda, alguns artigos mostraram que ~90% 

dos indivíduos infectados com SARS-CoV-2 carregam vírus detectáveis na saliva 

(Pasomsub et al., 2021; To et al., 2020; Wang et al., 2020).  
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2.2 MÉTODOS USUALMENTE EMPREGADOS NO DIAGNÓSTICO DE COVID-19L 

 

A técnica principal no diagnóstico da COVID-19, considerada a padrão ouro, 

é a RT-PCR, que apresenta um limite de detecção ~150 cópias por mL e uma taxa de 

falso-negativo que pode variar até 37 % (Arnaout et al., 2020; Hong et al., 2020; 

Mehmandoust et al., 2022; Seo et al., 2020). É uma técnica molecular que identifica o 

RNA viral por meio da transcrição reversa e amplificação do ácido nucléico, ou seja, 

uma quantificação direta do RNA (El Sharif et al., 2022; Han et al., 2021; 

Mehmandoust et al., 2022). Contudo, devido ao longo tempo de resposta, técnicos 

qualificados e equipamentos caros, a RT-PCR apresenta limitações para fins de 

triagem quando se espera um diagnóstico rápido e de baixo custo (Ayankojo et al., 

2022; Ying et al., 2020). 

Nesse contexto, testes moleculares alternativos já bem estabelecidos para o 

diagnóstico de doenças infecciosas, LFT e LAMP, podem ser boas ferramentas no 

controle e diagnóstico da COVID-19. O LFT é um ensaio imunocromatográfico que 

utiliza anticorpos imobilizados na região de teste para detectar o antígeno coletado de 

amostras de swabs nasais e orais, fornecendo respostas em um curto espaço de 

tempo (15 a 30 minutos) (Ayankojo et al., 2022). O LAMP é uma técnica mais recente 

que usa amplificação de ácido nucleico em uma única faixa de temperatura (60 a 65 

ºC), diferente do RT-PCR cuja reação ocorre em três temperaturas diferentes (etapas 

de desnaturação, anelamento e amplificação). Suas principais vantagens em relação 

ao RT-PCR são a simplicidade, a rapidez, o menor custo, a dispensa do uso de 

termociclador, essencial para o PCR convencional e, a possibilidade de trabalhar com 

amostras de saliva (Jiang et al., 2020; Schellenberg; Ormond; Keynan, 2021).  

Outra alternativa para a realização do diagnóstico de COVID-19 são os testes 

sorológicos, os quais se fundamentam na resposta imunológica do paciente. Sendo 

assim, esses testes detectam anticorpos formados após a infecção. Esses testes são 

realizados principalmente pelo teste sorológico imunoenzimático (ELISA, do inglês 

Enzyme Linked ImmunonoSorbent Assay), que apresenta um tempo de análise de 1 

a 5 horas e menor custo. No entanto, o uso desses testes pode não ser a melhor 

opção para o diagnóstico inicial da doença (Carter et al., 2020; Tarassishin, 2021), 

pois o nível detectável dos anticorpos IgA e IgM é em torno do quinto dia após o início 

dos sintomas, seguidos do aumento dos níveis do anticorpo IgG (Lim; Bonanni, 2020; 
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Ying et al., 2020; Zhao et al., 2020). Além disso, assim como os testes de PCR, é 

necessário pessoal qualificado.  

Uma representação esquemática da progressão clínica da infecção 

provocada pelo vírus SARS-CoV-2, bem como os períodos mais apropriados para a 

aplicação dos testes diagnósticos é apresentado na Figura 3. 

 

Figura 3 – Evolução clínica da COVID-19 e os testes utilizados por período de 
infecção. 

 
Fonte: (Azkur et al., 2020)(p. 1570). 

 

De maneira geral, é possível observar que as principais desvantagens dos 

métodos comumente utilizados no diagnóstico da COVID-19 são atribuídas ao alto 

tempo de resposta, complexidade de análise, necessidade de profissionais 

qualificados, bem como ao custo por análise.  

Em vista desses desafios inerentes, o uso de diagnósticos eletroquímicos 

empregando sensores modificados com componentes biológicos (imunossensores, 

aptassensores, genossensores e enzimáticos) e sensores quimicamente modificados 

(MIPs), mostram ser oportunos para superar esses inconvenientes, levando em 

consideração suas vantagens, como simplicidade operacional, detecção, custo-

benefício, menor quantidade de amostra necessária (µL a nL), tempos de resposta 
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mais rápidos (vários segundos a minutos) e capacidade de miniaturização. Além 

disso, assim como a técnica padrão-ouro, as técnicas eletroquímicas podem oferecer 

alta sensibilidade e seletividade e demonstrar seu grande potencial na detecção de 

diferentes vírus e seus respectivos anticorpos (Mahshid; Flynn; Mahshid, 2021). 

 

2.3 MÉTODOS ELETROQUÍMICOS BASEADOS EM BIORRECEPTORES PARA O DIAGNÓSTICO DE 

COVID-19 

 

O desenvolvimento de plataformas eletroquímicas para o diagnóstico de 

doenças vem se tornando cada vez mais comum, como pode ser observado na Figura 

4. Nos últimos 10 anos, um aumento significativo na quantidade de publicações 

relacionadas a sensores eletroquímicos no diagnóstico de doenças foi observado. 

Nota-se um aumento expressivo em 2022, possivelmente, uma boa contribuição 

desse aumento está relacionada às pesquisas direcionadas ao desenvolvimento de 

sensores para COVID-19.  

 

Figura 4 – Número de trabalhos publicados por ano sobre sensores eletroquímicos 
para diagnóstico de doenças entre 2013 e 2024. 
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Um sensor eletroquímico consiste em um dispositivo que fornece informações 

analíticas sobre uma amostra, transformando as informações associadas a uma 

reação eletroquímica entre um eletrodo e o analito, em um sinal elétrico qualitativo ou 

quantitativo. É, geralmente, constituído por três eletrodos: um eletrodo de referência, 

um eletrodo auxiliar e um eletrodo de trabalho que funciona como elemento de 

transdução na reação (Thevenot et al., 2001). 

Levando em consideração uma aplicação prática, é altamente desejável a 

obtenção de plataformas eletroquímicas com alto poder de detecção. Para atingir alta 

sensibilidade, os sensores eletroquímicos podem ser modificados com biorreceptores, 

como enzimas, anticorpos, DNA ou RNA. O uso de biomoléculas como elementos de 

reconhecimento (biorreceptores) configura o dispositivo eletroquímico como um 

biossensor (Ferreira; Yamada-Ogatta; Teixeira Tarley, 2023). 

De modo geral, os biossensores apresentam seletividade pronunciada, mas 

sua especificidade está diretamente relacionada à sua construção. Portanto, alguns 

fatores devem ser levados em consideração, como a escolha do biorreceptor, o 

método de imobilização, a escolha do substrato enzimático mais adequado, o 

transdutor, bem como a técnica eletroquímica. Dependendo do biorreceptor 

imobilizado no biossensor fabricado, este apresentará uma dada nomenclatura, como 

imunossensor, genossensor ou aptasensor (Ferreira; Yamada-Ogatta; Teixeira 

Tarley, 2023). 

Os imunossensores, se baseiam na afinidade entre anticorpos (Ab) e antígenos 

(Ag). Assim, o elemento de reconhecimento imobilizado na superfície do eletrodo pode 

ser tanto um quanto o outro (Piro et al., 2016). Nesta abordagem, a detecção pode ser 

indireta, usando um anticorpo secundário marcado com enzima, ou direta, sem o uso 

de marcadores (Figura 5). 

A detecção indireta ocorre através de uma reação enzimática que leva à 

produção de uma molécula eletroativa, fornecendo um sinal eletroquímico Figura 5A. 

A detecção direta (sem marcadores, do inglês label-free) ocorre através do fenômeno 

físico que ocorre quando a espécie bioativa reconhece o substrato (Figura 5B). Por 

exemplo, em um biossensor impedimétrico, quando ocorre a interação entre o analito 

e o sítio de reconhecimento, há um bloqueio parcial da superfície eletroativa, 

resultando em um aumento na resistência à transferência de carga, permitindo a 

medição direta da capacitância ou resistência elétrica do eletrodo (Hryniewicz et al., 

2022; Mehmandoust et al., 2022; Witt et al., 2021). 
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Figura 5 – Representação geral dos principais componentes de um imunossensor 
eletroquímico. O esquema descreve um imunossensor genérico baseado na detecção 
indireta (A) e direta (B). 

 
Fonte: a própria autora. 

 

A utilização de ácidos nucleicos (DNA/RNA) como elementos de 

reconhecimento, oferecem algumas vantagens em relação aos imunossensores, 

como produção rápida, baixo custo, estabilidade a longo prazo, resistência a altas 

temperaturas, facilidade de modificação química após a síntese inicial e ausência de 

animais hospedeiros, evitando variações entre lotes (Kaushik et al., 2018). O 

desenvolvimento de biossensores baseados em ácidos nucléicos tem aumentado 

significativamente, e são comumente conhecidos como genossensores e 

aptassensores. 

Os genossensores, têm como princípio de afinidade a interação da fita simples 

de DNA (ssDNA) com sua fita complementar. Ocorre por hibridização do DNA, 

formando a conhecida dupla hélice (DNA de dupla hélice - dsDNA) que permite a 

detecção de genes alvo específicos. Neste sistema, o ssDNA atua como uma sonda 

(Kaushik et al., 2018). O sinal analítico gerado por um genosensor vem da interação 

entre uma sonda (sequência específica), geralmente um pequeno oligonucleotídeo 
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sintético, e um transdutor (Figura 6). A sonda molecular funciona como elemento de 

bioreconhecimento e é capaz de detectar a sequência complementar de DNA ou RNA 

(Kaushik et al., 2018; Paniel; Baudart, 2013). 

Os métodos de detecção eletroquímica em genossensores podem ocorrer de 

duas formas: I) detecção direta, que é a medição da resposta elétrica da sequência 

alvo, causada pela oxidação ou redução de bases nitrogenadas durante a hibridização 

(Figura 6A); ou II) detecção indireta, na qual são monitorados compostos eletroativos 

ligados à dupla hélice (Figura 6B) (Kaushik et al., 2018; Labuda et al., 2010). 

 

Figura 6 – Representação geral dos principais componentes e princípio de detecção 
de biossensores eletroquímicos de ácidos nucleicos clássicos (A) e label-free (B). 

 
Fonte: a própria autora. 

 

Por fim, os biossensores que utilizam aptâmeros como elementos de 

identificação são denominados aptasensores. Os aptâmeros consistem em pequenos 

oligonucleotídeos ou peptídeos de cadeia simples (RNA ou ssDNA - DNA de fita 

simples), que se ligam à moléculas alvo específicas com alta seletividade e 

especificidade (Zhang; Lai; Juhas, 2019). A principal vantagem em usar aptâmeros 
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como molécula de reconhecimento está relacionado ao seu tamanho, normalmente 

de 2-3 nm em comparação aos anticorpos (12-15 nm de diâmetro) (Song et al., 2020), 

o que contribui para um menor impedimento estérico na superfície da SARS-CoV-2 

(65-125 nm de diâmetro) (Abrego-Martinez et al., 2022). Esse recurso permite a 

ligação de mais elementos de reconhecimento na superfície do vírus, o que leva a 

melhores desempenhos de detecção. Além disso, os aptâmeros apresentam 

estabilidade em uma ampla faixa de pH e temperatura, além de apresentarem custos 

de produção mais baixos que os anticorpos (Zhang; Lai; Juhas, 2019). 

Diferentes estratégias podem ser utilizadas para obtenção de biossensores. 

Polímeros condutores, nanopartículas, partículas magnéticas, assim como, materiais 

carbonáceos são usados com o intuito de aumentar a área superficial, gerando assim 

mais sítios ativos e melhorando o desempenho eletroanalítico. Em nossa revisão, 

publicada recentemente, apresentamos com mais detalhes diversos biossensores 

desenvolvidos para a detecção de SARS-CoV-2, mostrando os principais desafios, 

estratégias para a imobilização dos elementos de reconhecimento e as técnicas 

eletroanalíticas comumente utilizadas (Ferreira; Yamada-Ogatta; Teixeira Tarley, 

2023). 

No geral, a fabricação de biossensores apresenta várias etapas no processo 

de síntese, o que leva a um tempo longo de preparo. Além disso, o desenvolvimento 

de biossensores apresenta como principal desvantagem o uso de materiais biológicos 

que possuem elevado custo, baixa estabilidade, e uma manipulação mais criteriosa. 

Sendo que, a imobilização desses elementos biológicos é uma etapa crucial na 

fabricação dos biossensores (Ferreira; Yamada-Ogatta; Teixeira Tarley, 2023).  

Neste sentido, o emprego de materiais biomiméticos baseados na tecnologia 

de impressão molecular se configuram como elementos promissores para o 

desenvolvimento de dispositivos de análise rápida com o mesmo grau de seletividade 

que os materiais biológicos, porém com maior estabilidade, simplicidade e viabilidade 

de realização de experimentos em laboratórios com baixa classificação de 

biossegurança. Esta última vantagem pode ser alcançada por meio do uso de 

biomoléculas inativadas na impressão química, como vírus inativados (Gui et al., 

2018; Yarman; Kurbanoglu, 2022), uso de epítopos (Siqueira Silva et al., 2021) ou 

proteínas responsáveis pela ligação ao receptor (Yarman et al., 2021). 
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2.4 POLÍMEROS DE IMPRESSÃO MOLECULAR COMO PLATAFORMA DE DETECÇÃO 

ELETROQUÍMICA PARA COVID-19 

 

Os Polímeros Impressos Molecularmente (MIPs, do inglês Molecularly 

Imprinted Polymers) pertencem à classe dos materiais biomiméticos, e sua aplicação 

no campo da bioanálise tem adquirido atenção ao longo dos anos. Na literatura, a 

versatilidade dos MIPs na impressão de moléculas menores e de macromoléculas é 

bem estabelecida. Percebe-se isso pelas diversas revisões disponíveis na literatura a 

respeito de sensores eletroquímicos baseados em MIP para a detecção de enzimas, 

proteínas, células, vírus e anticorpos (Akgönüllü et al., 2023; Ali et al., 2022; Bonatti; 

De Maria; Vozzi, 2021; Dong et al., 2021; Ferreira; Yamada-Ogatta; Teixeira Tarley, 

2023; Mazzotta; Di Giulio; Malitesta, 2022; Piletsky et al., 2020; Tian et al., 2022; Yoon 

et al., 2020; Zaidi, 2021; Zhang et al., 2023).  

O interesse nesses materiais é atribuído principalmente à sua afinidade e 

capacidade de reconhecer seletivamente uma determinada molécula alvo (template), 

assemelhando-se aos receptores naturais. A alta afinidade seletiva dos MIPs é 

intrinsecamente atribuída à sua estrutura tridimensional e composição química, ou 

seja, a característica específica de reconhecimento dos MIPs está relacionada às 

cavidades formadas no polímero, que são complementares em tamanho e formato ao 

analito de interesse. Esta interação assemelha-se a sistemas de reconhecimento 

biológico baseados em afinidade, tais como os sistemas antígeno-anticorpo e enzima-

substrato (Ferreira; Yamada-Ogatta; Teixeira Tarley, 2023; Tarley; Sotomayor; 

Kubota, 2005).  

Resumidamente, a impressão molecular tradicional, ou bulk synthesis, os 

monômeros funcionais, reticuladores (cross-linker), iniciadores e a molécula molde 

são misturados no solvente porogênico desejado e a polimerização é executada 

seguida de secagem, moagem e peneiração para obter as partículas de tamanho 

adequado. Em seguida, o modelo é removido e o material obtido está pronto para uso. 

(Bonatti; De Maria; Vozzi, 2021; Gast; Sobek; Mizaikoff, 2019). Suas principais 

vantagens estão associadas à sua simplicidade e ao fato de não requerer 

equipamentos mais sofisticados. No entanto, as principais limitações estão 

relacionadas ao longo tempo de preparo, devido às várias etapas de síntese, como 

secagem, moagem e peneiração, à produção de apenas uma pequena fração do 

polímero original como material utilizável, à baixa homogeneidade nas formas e 
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tamanhos das partículas, o que se reflete no desempenho reprodutível dos receptores. 

Além disso, o consumo de solventes e reagentes são relativamente alto (Ali et al., 

2022; Bonatti; De Maria; Vozzi, 2021; Caldara et al., 2023). 

A integração de MIPs obtidos por esta rota de síntese na forma de filmes finos 

em sensores, pode ser realizada por diferentes métodos de deposição, sendo as mais 

usuais: drop-casting, spin-coating e dip-coating (Figura 7).  

 

Figura 7 – Representação esquemática do processo de diferentes métodos de 
deposição para integração de MIPs em aplicações de sensores. 

 
Fonte: Adaptado de (Obregón; Rodríguez-González, 2022). 

 

Drop-casting: é um método simples e rápido de deposição, no qual uma gota 

de suspensão polimérica é depositada sobre um substrato sólido, deixando-a 

“repousar e secar” para evaporar o solvente restante, deixando um filme. No entanto, 
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a falta de controle sobre a distribuição de partículas e a adesão limitada na superfície 

levam a limitações significativas em termos de reprodutibilidade (Caldara et al., 2023).  

Spin-coating: é um método de deposição mais preciso e reprodutível que o 

drop-casting. No spin-coating, o substrato é colocado em um spinner, que o gira a alta 

velocidade. A solução polimérica é então depositada no centro do substrato e espalha-

se por ação da força centrífuga. O solvente evapora, deixando um filme uniforme. A 

principal desvantagem é seu maior custo em comparação ao drop-casting e dip-

coating, pois requer um spinner (Caldara et al., 2023; Obregón; Rodríguez-González, 

2022). 

Dip-coating: é um método de deposição no qual o substrato é imerso em uma 

solução polimérica e, em seguida, retirado. O processo pode ser dividido em três 

etapas principais: imersão, retirada e evaporação. Adequado para grandes áreas, mas 

também apresenta como limitações a baixa uniformidade do filme formado (Obregón; 

Rodríguez-González, 2022). 

Um sensor baseado na impressão química para o vírus SARS-CoV-2 usando 

a polimerização em bulk foi relatado na literatura. Hashemi e colaboradores 

sintetizaram um MIP em flocos de óxido de grafeno (Hashemi et al., 2021). 

Inicialmente, flocos de grafite foram oxidados a óxido de grafeno. Em seguida, os 

grupos funcionais à base de hidrogênio e os grupos carbonila do óxido de grafeno 

foram ativados através do complexo NHS/EDC, seguido pela adição de reticulador 

(ácido 3-aminofenilborônico, 3-APBA), monômero (pirrol) e molde (antígeno de vírus 

inteiro puro de SARS‐CoV‐2) (Figura 8). A polimerização ocorreu através da adição 

gota a gota do agente de oxidação, isto é, FeCl3.6H2O, formando assim uma estrutura 

polimérica impressa com um molde viral preso dentro dela. O molde foi extraído 

usando uma solução 10% contendo ácido acético, acetona e etanol. Os autores usam 

GCE como eletrodo de trabalho, mas não descrevem o método de deposição utilizado. 

As medidas eletroquímicas foram realizadas por DPV e amperometria usando 

[Fe(CN)6]3−/4− como sonda redox. Os valores de LQ obtidos para as técnicas utilizadas 

foram de 0,66 fg mL−1 e 12,01 fg mL−1, respectivamente. Os autores fazem a aplicação 

do sensor desenvolvido em amostras de plasma humano e uma concentração de 2,3 

fg mL−1, valor abaixo do LQ reportado. 
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Figura 8 – Representação esquemática do processo da síntese do sensor MIP 
fabricado por Hashemi e colaboradores, por meio da síntese em bulk, para detecção 
do vírus SARS-CoV-2. 

 
Fonte: (Hashemi et al., 2021) (p. 3). 

 

Embora os autores tenham alcançado limites de detecção e quantificação 

notáveis, pela descrição do procedimento experimental nota-se um tempo 

considerável para obtenção do material sintetizado. Dessa forma, uma outra 

estratégia muito usada no desenvolvimento de sensores eletroquímicos com 

impressão química, que permite a obtenção de filmes finos, é a eletropolimerização, 

conhecida também por síntese eletroquímica ou eletrossíntese. Nesta abordagem, 

não são necessários o uso de iniciador, bem como a necessidade de calor ou radiação 

UV, que podem causar alterações estruturais na biomolécula impressa, assim como, 

o uso de cross-linking (Erdossy et al., 2016). A eletropolimerização refere-se ao uso 

de métodos eletroquímicos para polimerizar monômeros diretamente na superfície do 

eletrodo para a obtenção de filmes poliméricos sob condições de síntese controladas 

(Dong et al., 2021). 

Comparado à síntese em bulk, a eletropolimerização se destaque por algumas 

razões, sendo elas: possibilidade de trabalhar com pequenas quantidades da 

molécula molde, o que confere ao sensor um menor custo de fabricação; redução 

significativa do tempo de síntese, dispensando longas etapas de preparo, incluindo 
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secagem, moagem e lavagem exaustivas; melhor reprodutibilidade no preparo, uma 

vez que o filme polimérico é preparado diretamente na superfície do eletrodo; controle 

fácil sobre a espessura do filme e sua morfologia, através da configuração dos 

parâmetros da técnica eletroanalítica utilizada para a deposição do filme sobre o 

eletrodo de trabalho (Ali et al., 2022; Dong et al., 2021; Erdossy et al., 2016).  

A escolha dos monômeros é crucial na preparação de MIPs, baseando-se na 

capacidade de estabelecer interações com a molécula molde de forma covalente ou 

não covalente (Ali et al., 2022; Dong et al., 2021; Parisi et al., 2021). Existem três 

abordagens principais para sintetizar esses polímeros:  

• Síntese Covalente: Ligações covalentes entre o molde e os monômeros 

funcionais durante a pré-polimerização, com clivagem química após a 

polimerização;  

• Síntese Semi-covalente: Ligações covalentes durante a polimerização e 

interações não covalentes na religação;  

• Síntese Não-covalente: Interações não-covalentes (ligações de hidrogênio, 

eletrostáticas, π-π e hidrofóbicas) durante a polimerização e reconhecimento 

subsequente. Este método é amplamente utilizado devido à sua simplicidade 

experimental e à variedade de monômeros funcionais disponíveis.   

Existem dois tipos principais de interações na impressão de glicoproteínas, 

covalentes e não covalentes. Para interações covalentes, o uso de ligantes de 

afinidade de boronato são frequentemente utilizados (Ayankojo et al., 2022; Hashemi 

et al., 2021; Yin et al., 2023). Abordagens não covalentes usam interações hidrofílicas, 

hidrofóbicas, eletrostáticas e de quelação e forças de van der Waals para capturar as 

glicoproteínas modelo na cavidade de impressão (Ramanaviciene; Ramanavicius, 

2004; Wang et al., 2019). Como os MIPs são os anticorpos “plásticos” ou imitadores 

de anticorpos, inspirados no mecanismo natural de captura dos anticorpos, as 

interações não covalentes apresentam algumas vantagens atraentes, como cinética 

de ligação rápida e facilidade de remoção do modelo (Ali et al., 2022; Ramanavičius 

et al., 2022).  

Na Figura 9 é apresentado de forma genérica do procedimento de síntese 

em bulk e por eletropolimerização (via ligação covalente e não-covalente).  
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Figura 9 – Esquema representativo do processo de impressão molecular por bulk e por eletropolimerização. 

 
Fonte: a própria autora. 
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Alguns sensores eletroquímicos foram reportados na literatura, empregando 

a tecnologia de impressão química para o diagnóstico de COVID-19. Raziq e 

colaboradores relataram o primeiro sensor biomimético para a detecção da proteína 

N (Raziq et al., 2021). O sensor-MIP foi preparado pela modificação do eletrodo de 

Au-TFE com filme de poli-m-fenilenodiamina (PmPD). Para a imobilização covalente 

da proteína N, o Au-TFE foi incialmente modificado incubando-o por 30 min em uma 

solução etanólica contendo 4-aminotiofenol e posteriormente em solução de DTSSP 

em PBS por 30 min, para a criação da monocamada de ligante clivável. Assim, a 

proteína N foi imobilizada no sensor pela sua incubação em meio de PBS por 30 min. 

Em seguida, o filme de PmPD foi eletrodepositado e as impressões moleculares no 

filme foram geradas tratando o filme polimérico com solução etanólica de 2-

mercaptoetanol, para clivagem das ligações S–S do DTSSP, seguido da lavagem com 

HAc 10%. As medidas foram realizadas com a técnica DPV usando sonda redox 

[Fe(CN)6]3−/4− e o LQ alcançado foi de 2,2 pg mL−1. O sensor foi capaz de detectar a 

presença da proteína N em quatro amostras de swab nasofaríngeas de pacientes 

positivos de Covid-19. A concentração encontrada nas amostras variou de 2 a 9 pg 

mL−1. 

Zhang e colaboradores também relatam o desenvolvimento de um sensor 

para detecção de proteína N (Zhang, Sun; Zhang, 2021), conforme esquema 

apresentado na Figura 10.  

 

Figura 10 – Representação esquemática da síntese do sensor MIP/P-Arg baseado 
em L-arginina eletropolimerizada para detecção da proteína N, proposto por Zhang e 
colaboradores. 

 
Fonte: adaptado de (Zhang; Sun; Zhang, 2021). 
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Os autores modificaram SPCEs revestindo-os com uma suspensão de 

nanohíbridos de ouro/grafeno (Au/Gr), seguido da imobilização covalente da proteína 

N. O eletrodo foi imerso em uma solução de L-arginina em PBS e 18 ciclos foram 

aplicados resultando no filme de poliarginina (P-Arg). A extração da proteína também 

foi realizada com solução etanólica de 2-mercaptoetanol, seguido da lavagem com 

HAc 10%. As medidas foram realizadas com a técnica DPV usando sonda redox 

[Fe(CN)6]3−/4− e o LD alcançado foi de 0,15 pg mL−1. O sensor desenvolvido foi 

aplicado em amostras de saliva humana e amostras nasais artificiais, as mesmas 

foram enriquecidas e apresentaram taxas de recuperação entre 94 a 102%. 

Ayankojo e colaboradores fabricaram um sensor MIP para o diagnóstico da 

proteína S SARS-CoV-2 usando eletrodos metálicos de película fina à base de ouro 

(Au-TFME) (Ayankojo et al., 2022), conforme apresentado na representação 

esquemática na Figura 11. 

 

Figura 11 – Representação esquemática da síntese do ncovS1-MIP para detecção 
da proteína S desenvolvido por Ayankojo e colaboradores (A). Esquema mostrando a 
interação covalente dos grupos carboidratos (esferas vermelhas) da proteína S 
glicosilado com o grupo ácido borônico do ácido 3-aminofenilborônico (B).  

 
Fonte: adaptado de (Ayankojo et al., 2022). 

 

Para a síntese do MIP, inicialmente o eletrodo foi modificado com 4-ATP e 

DTSSP. Posteriormente, foi realizada a imobilização da proteína S em meio PBS. O 
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filme polimérico foi obtido pela eletrodeposição de uma fina película de ácido poli(3-

aminofenilborônico) (APBA). Devido à capacidade do glicogênio –B(OH)2 de formar 

ligações covalentes reversíveis, o uso de APBA é adequado para o reconhecimento 

de proteínas (Erdossy et al., 2016). A remoção da molécula molde foi realizada com 

ditiotreitol, seguida de lavagem com ácido acético. As medidas foram realizadas por 

SWV com o auxílio da sonda redox [Fe(CN)6]3−/4− e, o sensor foi capaz de detectar 

proteína S em amostras de swab nasofaríngeo com um LQ de 3,8 pg mL−1. A 

concentração encontrada nas amostras variou de 9 a 21 pg mL−1. 

Yang e colaboradores descrevem o desenvolvimento de um método 

eletroquímico utilizando uma agulha de acupuntura para detecção de proteína S (Yang 

et al., 2023) (Figura 12).  

 

Figura 12 – Representação esquemática da síntese do MIP em agulha de acupuntura 
para detecção da proteína S proposta por Yang e colaboradores. 

 
Fonte: adaptado de (Yang et al., 2023). 

 
Os autores usam uma agulha de acupuntura como eletrodo de trabalho e a 

modificam com AuNPs e rGO, seguido da eletropolimerização simultânea de azul de 

metileno (MB) e brometo de 1-vinil-3-butilimidazolio ([Bvim]Br). O eletrodo modificado 

é incubado em uma solução de proteína S, e então o [Bvim]Br foi eletropolimerizado 

novamente na superfície do eletrodo. A molécula molde foi eluída com PBS 0,1 M (pH 

= 5,0) contendo 5% (v/v) de metanol. A detecção da proteína S foi realizada por SWV 

usando [Fe(CN)6]3−/4− como sonda redox. O sensor apresentou um LQ de 100 pg mL−1. 
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A confiabilidade do sensor foi avaliada pela detecção de proteína em amostras de soro 

humano. As amostras foram enriquecidas e apresentaram uma faixa de recuperação 

de 94 a 102%. 

Outra proposta diferente foi relatada para a detecção de proteína S por Yin e 

colaboradores, conforme representação esquemática na Figura 13. Os autores 

modificam um SPCE com Cu7S4 decorado com AuNPs, que atua como uma sonda, e 

imobilizam a proteína S usando o ligante 4-MPBA (Yin et al., 2023). O filme polimérico 

foi obtido pela eletropolimerização de 3-APBA. A molécula molde foi extraída usando 

H2SO4. As medidas foram realizadas por DPV e um LQ de 5,0 pg mL−1 foi alcançado. 

O sensor foi aplicado em três amostras de soro humano e submetidas ao método de 

adição de padrão e apresentou um faixa de recuperação de 99 a 102%. 

 

Figura 13 – Representação esquemática da síntese do sensor MIP baseado em 3-
APBA eletropolimerizado para detecção da proteína S, proposto por Yin e 
colaboradores. 

Fonte: adaptado de (Yin et al., 2023). 

 

Um sensor baseado em MIP para a detecção de SARS-CoV-2 RBD foi 

desenvolvido por Tabrizi e colaboradores usando eletrodos macroporosos impressos 

em tela de ouro (Tabrizi et al., 2022). O MIP foi eletropolimerizado na superfície do 

eletrodo usando o-fenilenodiamina (monômero funcional) na presença de moléculas 
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SARS-CoV-2-RBD (modelo). A remoção do modelo foi realizada utilizando etanol 

alcalino. As medidas foram realizadas usando [Fe(CN)6]3−/4− como sonda redox 

através da técnica de EIS, e o sensor apresentou um valor LD de 0,7 pg mL−1. O LQ 

não é apresentado, porém, o primeiro ponto da curva analítica foi de 2,0 pg mL−1. O 

sensor foi aplicado em amostra de saliva humana enriquecidas com SARS-CoV-2 

RBD em duas concentrações diferentes e comparado com resultados obtidos pelo 

teste de ELISA.   

O uso de sensores baseados em MIP para a detecção do vírus inteiro de 

SARS-CoV-2 também foi relatado. Sharif e colaboradores desenvolveram um sensor 

eletroquímico para o reconhecimento seletivo de todo o vírus SARS-CoV-2 (El Sharif 

et al., 2022). A deposição eletroquímica do MIP ocorreu na superfície do SPCE usando 

uma solução contendo N-hidroximetilacrilamida como monômero funcional, N,N’-

metilenobisacrilamida como reticulador e pseudopartículas de SARS-CoV-2 como 

modelo. O vírus foi extraído eletroquimicamente usando uma solução de PBS. A 

técnica de EIS foi utilizada para avaliar as respostas eletroquímicas e o par redox 

[Fe(CN)6]3−/4− foi utilizado como sonda. O sensor MIP mostrou um tempo de resposta 

de <10 min com uma faixa dinâmica linear que foi encontrada como 3,0–7,0 log10 pfu 

mL−1 e um LD de 4,9 log10 pfu mL−1. No geral, as amostras de saliva de pacientes 

positivos e negativos analisados tiveram uma concordância de 75% entre o método 

do sensor MIP e o método LAMP. 

Entretanto, vale ressaltar a detecção de vírus inteiros baseadas em MIP ainda 

é um desafio, o que pode estar relacionado à grande dificuldade em produzir 

cavidades seletivas utilizando vírus inteiros como modelo, devido a arquitetura frágil, 

grandes dimensões e baixa estabilidade em solventes orgânicos (Sykora et al., 2015). 

O processo de impressão requer um grande número de vírus puros, equipamentos e 

pessoal experiente para isolamento e purificação de amostras (Zaidi, 2021). Além 

disso, a formação de locais de ligação heterogêneos e uma maior probabilidade de 

reações cruzadas podem ocorrer devido ao número significativo de locais de interação 

e grupos funcionais na superfície viral (Yarman; Kurbanoglu, 2022). 

Em geral, a preparação dos sensores relatados é demorada, fazem uso de 

eletrodos não descartáveis e em alguns casos a real aplicabilidade do método não foi 

investigada, ou seja, amostras clínicas não foram analisadas. Além disso, apresentam 

diversas etapas de síntese envolvendo a utilização de nanopartículas metálicas e 

nanoestruturas de carbono, como o grafeno. 
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Ademais, durante a elaboração do nosso artigo de revisão, constatou-se que 

a literatura apresenta um número significativamente maior de publicações no campo 

dos biossensores em comparação aos sensores baseados em tecnologia de 

impressão química para a detecção de SARS-CoV-2 (Ferreira; Yamada-Ogatta; 

Teixeira Tarley, 2023). Essas observações destacam o potencial para a exploração e 

aprimoramento de novas estratégias de síntese voltadas ao diagnóstico da COVID-

19, visando alcançar maior eficiência em termos de simplicidade, sensibilidade e 

rapidez, tanto na síntese quanto na obtenção da resposta analítica. 

 

2.5 MONÔMEROS ELETROATIVOS EMPREGADOS NA SÍNTESE DE MIPS - POLIPIRROL 

 

Monômeros eletropolimerizáveis que podem ser depositados a partir de 

soluções aquosas, nas quais as biomoléculas, como proteínas, são preservadas em 

sua conformação natural são de grande interesse. Tampões que melhoram a 

estabilidade das proteínas podem servir como eletrólito suporte durante o processo 

de polimerização eletroquímica (Erdossy et al., 2016).  

Alguns monômeros usualmente empregados são: pirrol, anilina, acrilamida, 

arginina, etilenodiamina, ácido 3-aminofenilborônico, fenilenodiamina, fenol e 

derivados, tiofeno e derivados (Erdossy et al., 2016; Özkorucuklu; Şahin; Alsancak, 

2008; Ramanavičius, A.; Ramanavičiene; Malinauskas, 2006). Entre os monômeros 

citados, o pirrol (Py) possui propriedades atrativas para impressão de biomoléculas 

devido à possibilidade de utilizá-lo em solução aquosa em pH neutro e por ser fácil a 

sua polimerização em diversos substratos aplicando baixos potenciais (Özkorucuklu; 

Şahin; Alsancak, 2008; Ramanavičius, A.; Ramanavičiene; Malinauskas, 2006).  

As inúmeras pesquisas sobre MIPs baseados em polipirrol formados 

eletroquimicamente confirmam vantagens significativas dos MIPs baseados em PPy 

no design de sensores. MIPs baseados em polipirrol foram aplicados em projetos de 

sensores para a determinação de dopamina (Teng; Liu; Kan, 2017), testosterona (Liu 

et al., 2017), serotonina (Yola; Atar, 2018), microcistina-LR (Zhang, JING; Xiong; 

Chen, 2017), proteína do vírus da leucemia bovina (BLV) (gp51) (Ramanavicius et al., 

2010) e bactéria –  Listeria monocytogenes (Liustrovaite et al., 2023). Ainda, no campo 

de bioanálises, estudos publicados anteriormente abordam que o polímero condutor 

polipirrol tem excelente compatibilidade com células-tronco (Vaitkuviene et al., 2014). 
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Os filmes de polipirrol (PPy) podem ser obtidos por síntese química ou 

eletroquímica. Na síntese química, o polipirrol é formado pela oxidação do anel de 

pirrol em uma solução aquosa ou orgânica. Os agentes oxidantes mais comumente 

usados são o persulfato de potássio e o cloreto de ferro. A reação ocorre em etapas, 

com a formação de um intermediário, o íon polipirrolil, que polimeriza para formar o 

polipirrol (Mao; Zhang, 2018; Pal et al., 2020). Por sua vez, na síntese eletroquímica 

o polipirrol é formado pela redução do anel de pirrol em uma solução aquosa ou 

orgânica, em uma única etapa, com a formação direta do polipirrol (Sadki et al., 2000). 

Portanto, a síntese eletroquímica é um método simples, rápido e controlável, 

sendo realizada por métodos potenciodinâmicos (voltametria cíclica), galvonostáticos 

(corrente constante) e potenciostáticos (potencial constante) (Zare et al., 2021). Entre 

esses métodos, frequentemente, a CV é usada para induzir a polimerização do 

monômero funcional na superfície do eletrodo, e o crescimento do filme polimérico 

está diretamente relacionado ao número de ciclos sequenciais utilizados (Ferreira; 

Yamada-Ogatta; Teixeira Tarley, 2023; Ramanavicius; Oztekin; Ramanaviciene, 

2014). Esta técnica oferece informações qualitativas sobre os processos redox na 

polimerização inicialmente, e é útil para caracterizar o filme polimérico formado (Luong 

et al., 2020). 

A reação de polimerização do PPy por CV é iniciada em potenciais acima de 

+0,6 V vs Ag/AgCl, pois, abaixo desse potencial, a reação é interrompida. Isso ocorre 

porque tal potencial é muito baixo para a geração de radicais catiônicos de pirrol, que 

são necessários para o início da reação de polimerização. Contudo, se em certo 

período do ciclo o potencial do eletrodo exceder +1,2 V vs Ag/AgCl, a eletrólise da 

água e/ou a superoxidação da camada de PPy formada é induzida. Este fenômeno 

não é desejável pois a superoxidação do PPy pode induzir a formação de um filme 

menos estável e reprodutível, como também facilitar o desprendimento do filme 

(Ramanavicius; Oztekin; Ramanaviciene, 2014). 

Quanto ao mecanismo de eletropolimerização do PPy, existem algumas 

propostas, tais como o mecanismo de Diaz, o mecanismo de Kim, de Reynolds e de 

Pletcher (Sadki et al., 2000). Sendo o mecanismo proposto por Diaz o mais aceito na 

literatura atual (Figura 14). Conforme Diaz e colaboradores, inicialmente ocorre a 

oxidação do monômero na superfície do eletrodo para formar um cátion-radical, que 

apresenta várias formas de ressonância. O cátion-radical reage com outro cátion-

radical ou com um monômero neutro em solução. Em cada caso, leva-se à formação 
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de um dímero cátion-radical, que sofre uma dupla desprotonação para uma obtenção 

de uma molécula neutra. Os radicais do dímero são mais estáveis e tem um potencial 

de oxidação mais baixo em comparação aos monômeros e, em seguida, o 

crescimento da cadeia ocorre através de acoplamento preferencial entre os dímeros 

e monômeros (Sadki et al., 2000; Zare et al., 2021).  

 

Figura 14 – Representação esquemática da síntese eletroquímica do polipirrol. 

 
Fonte: (Zare et al., 2021) (p. 3). 

 

O PPy neutro (Figura 15a), é categorizado como um isolante, com um valor 

de band gap de 3,16 eV (Pal et al., 2020). A remoção inicial de um elétron da cadeia 

leva a formação de um estado eletrônico denominado pôlaron (cátion radical), ao qual 

está associada a uma distorção da cadeia da forma aromática para a forma quinônica 

(Figura 15b). A estrutura quinônica tem energia de formação menor e maior afinidade 
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eletrônica que a forma aromática (Medeiros et al., 2012; Zare et al., 2021). Novamente, 

à medida que a oxidação prossegue, em altos estados de oxidação, outro elétron é 

removido do nível polarônico, resultando na formação de um bipôlaron (Figura 15c), 

que consiste em um par de cargas, isto é, um dicátion, com spin zero. À medida que 

o processo de oxidação avança, o polímero é cada vez mais oxidado e finalmente 

forma duas bandas estreitas de bipôlarons, resultando na redução do intervalo de 

bandas de 3,16 para 1,4 eV (Pal et al., 2020).  

Assim sendo, o PPy existe em três estados de oxidação, a saber, PPy neutro, 

o pôlaron de carga única (cátion radical) e o bipôlaron de carga dupla (dicátion) (Mao; 

Zhang, 2018). O mecanismo de condutividade do polipirrol pode ser explicado 

baseando-se na formação dos pôlarons e bipôlarons. O par de defeitos (bipôlaron) 

estende-se por três a quatro unidades monoméricas e é a movimentação dos 

bipôlarons que dá origem a condutividade do polipirrol (Mao; Zhang, 2018; Medeiros 

et al., 2012; Zare et al., 2021). Portanto, as propriedades eletroquímicas do PPy 

dependem fortemente de seu estado redox. 

 

Figura 15 – Estruturas de PPy neutro (A) e oxidado, nas formas pôlaron (B) e 
bipôlaron (C). +: carga; •: elétron desemparelhado. 

 
Fonte: Adaptado de (Mao; Zhang, 2018). 
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Durante a eletrosíntese de MIPs, biomoléculas podem ser difundidas e 

aprisionadas na matriz polimérica, o que pode ser atribuído à interação entre o molde 

e o monômero funcional. Na eletropolimerização do PPy com a proteína S de SARS-

CoV-2, a interação pode ser mediada por ligações de hidrogênio, as quais ocorrem 

entre o hidrogênio no grupo amino da estrutura da proteína S e o átomo de nitrogênio 

dos grupos pirrol (N-H), como por interações eletrostáticas e hidrofóbicas 

(Ramanaviciene; Ramanavicius, 2004; Zidarič et al., 2023). A ramificação da cadeia e 

a reticulação em polipirrol geram uma matriz tridimensional com nichos contendo a 

molécula molde. Este processo de impressão cria um microambiente para o 

reconhecimento da molécula molde com base na seleção de forma e posicionamento 

dos grupos funcionais (Falone; Buffon; Stradiotto, 2022; Özkorucuklu; Şahin; 

Alsancak, 2008). 

Na literatura, encontra-se um estudo que utiliza polipirrol eletropolimerizado 

no desenvolvimento de um sensor-MIP para a detecção da proteína S de SARS-CoV-

2 (Ratautaite et al., 2022). Nesse trabalho, os autores preparam o MIP por meio da 

eletropolimerização do Py na presença da proteína S e PBS, na superfície de um disco 

de platina (Pt). A extração do molde foi realizada pela incubação do sensor em H2SO4 

0,05 mol L−1 por 10 min. Utilizando a cronoamperometria como técnica de detecção, 

foi obtida uma curva analítica com faixa linear entre 5 μg mL−1 a 25 μg mL−1. 

Entretanto, os testes de seletividade foram realizados apenas com BSA, e o sensor 

não foi aplicado em amostras clínicas.  

Assim, embora este trabalho apresente algumas semelhanças com a proposta 

desta Tese, no que se refere ao uso do polipirrol e da tecnologia de impressão 

química, é fundamental destacar que o sensor desenvolvido não atingiu a 

sensibilidade necessária para aplicação em amostras clínicas. Em contrapartida, esta 

Tese, além de propor uma síntese simplificada, descreve uma estratégia que visa 

aprimorar a detectabilidade por meio de uma etapa de pré-concentração, utilizando 

um potencial que promove o acúmulo da proteína S no filme polimérico. 

Ademais, é relevante observar que ainda existe uma lacuna no 

desenvolvimento de sensores MIP voltados ao diagnóstico da COVID-19, 

especialmente na busca por abordagens de síntese simplificadas que, ao mesmo 

tempo, ofereçam uma elevada sensibilidade. 
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2.6 ESTRATÉGIAS USADAS PARA INCREMENTO DA DETECTABILIDADE DE SENSORES  

 
Algumas estratégias podem ser adotadas para aprimorar a detectabilidade de 

plataformas eletroquímicas. Entre elas, a pré-concentração eletroquímica tem sido 

reportada na literatura, como a voltametria de redissolução (do inglês, stripping 

voltammetry). Essa estratégia está associada a reações eletroquímicas em que o 

analito é pré-concentrado seletivamente no eletrodo de trabalho, aplicando-se um 

potencial de deposição ou por adsorção antes da varredura e aquisição de sinal.  

Como consequência, observa-se um aumento da magnitude da corrente medida, com 

diminuição significativa dos limites de detecção alcançados para essas espécies 

químicas (Bard; Faulkner, 1994; Borrill; Reily; Macpherson, 2019).  

As principais técnicas eletroquímicas que utilizam processos de pré-

concentração incluem: voltametria de redissolução anódica, voltametria de 

redissolução catódica e voltametria de redissolução adsortiva. Nas duas primeiras, a 

etapa de pré-concentração consiste na eletrodeposição da espécie eletroativa sobre 

a superfície de um eletrodo de trabalho, em um potencial constante e controlado. Essa 

etapa é seguida por um período de repouso (equilíbrio) e, posteriormente, pela etapa 

de determinação, que envolve a redissolução da espécie previamente 

eletrodepositada de volta à solução (Bard; Faulkner, 1994; Borrill; Reily; Macpherson, 

2019; Esmaeily et al., 2021). Na voltametria de redissolução adsortiva, as espécies 

eletroativas são adsorvidas espontaneamente na superfície do eletrodo, sem a 

necessidade de aplicação de um potencial de acumulação. 

Na literatura, a pré-concentração eletroquímica usando voltametria de 

redissolução anódica para determinação de íons metálicos (Borrill; Reily; Macpherson, 

2019), voltametria de redissolução catódica para radioisótopos (Wu et al., 2023) e 

voltametria de redissolução adsortiva foram relatadas (Angelis et al., 2022; Toro; 

Marestoni; Sotomayor, 2015). 

Recentemente, polímeros condutores eletropolimerizados têm sido 

empregados na pré-concentração eletroquímica de substâncias não eletroativas, que 

são convertidas em eletroativas por meio de interação com o polímero superoxidado 

(Esmaeily et al., 2021; Ghoorchian et al., 2020). Nessa abordagem, a 

eletropolimerização promove a pré-concentração da molécula, estabelecendo-se 

como um método de pré-concentração eletroquímica. Posteriormente, o 
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monitoramento da molécula é realizado por meio do registro de corrente com técnicas 

eletroanalíticas (Esmaeily et al., 2021; Ghoorchian et al., 2020). 

O uso do PPy, embora já consolidado na extração em fase sólida e na 

modificação de sensores, também tem sido utilizado em uma nova perspectiva para 

SPE utilizando uma metodologia baseada em pré-concentração eletroquímica 

controlada, conhecida como EC-SPE (do inglês, electrochemically controlled solid-

phase extraction) (De Lazzari et al., 2019). Como mencionado, o filme de PPy 

apresenta variações nos estados de oxidação sob controle eletroquímico e, dessa 

forma, a capacidade de extração do polímero torna-se dependente do potencial 

aplicado de forma controlada (De Lazzari et al., 2019; Mao; Zhang, 2018).  

De acordo com a literatura, a adsorção de proteínas em filmes de PPy pode 

ocorrer através de diversas interações, como interações π, eletrostáticas, ácido-base, 

ligações de hidrogênio e troca iônica (De Lazzari et al., 2019). Sendo que, a sua 

adsorção na superfície de filmes de PPy é governada principalmente por interações 

eletrostáticas e hidrofóbicas, que podem ser controladas por condições experimentais 

de adsorção, incluindo pH, força iônica, temperatura e aplicação de potencial 

(Benavidez et al., 2015; García-álvarez; Vallet-Regí, 2021; Ramanaviciene; 

Ramanavicius, 2004). Portanto, essas interações do PPy mencionadas podem ser 

ajustadas sob controle eletroquímico, alterando o seu estado de oxidação. Esse fato, 

é evidenciado nos resultados experimentais obtidos nos trabalhos reportados por 

Benavides e colaboradores (Benavidez et al., 2015; Benavidez; Garcia, 2013), que 

mostram um aumento na adsorção de proteínas por meio da aplicação de potencial 

por um período determinado.  

Considerando as estratégias mencionadas e após uma extensa revisão da 

literatura, embora diversos métodos tenham sido propostos e aplicados com sucesso, 

não foram encontrados trabalhos que abordem a fabricação de um sensor MIP para 

diagnóstico de COVID-19 utilizando um processo de síntese simplificado com elevada 

detectabilidade. Além disso, não foram reportadas abordagens que empreguem a pré-

concentração controlada eletroquimicamente para aprimorar a detectabilidade. 

Portanto, destaca-se o caráter inovador desta tese, que consiste em 

desenvolver um novo método de detecção da proteína S do SARS-CoV-2 em 

amostras de saliva apenas diluídas, utilizando um sensor MIP de polipirrol descartável. 

Neste trabalho, é relatado um processo de síntese simplificado e rápido, empregando 

a abordagem não-covalente. Além disso, foi investigada a utilização de uma etapa de 
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pré-concentração controlada eletroquimicamente para conferir alta detectabilidade ao 

método proposto. 
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3. OBJETIVOS 

3.1 OBJETIVO GERAL 

A presente investigação envolve o desenvolvimento de um método 

voltamétrico para detecção de proteína S – SARS-CoV-2 em saliva utilizando um 

sensor biomimético de baixo custo, descartável e com alta sensibilidade. O sensor é 

fabricado usando um eletrodo impresso de carbono modificado com MIP baseado em 

filme de polipirrol eletropolimerizado e o aumento na detectabilidade é alcançada 

usando a pré-concentração controlada eletroquimicamente. 

 

3.2  OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

• Fabricar um sensor eletroquímico usando um eletrodo impresso de carbono 

modificado com um filme eletropolimerizado de polipirrol com impressão 

química para proteína S; 

• Avaliar o efeito de impressão do sensor MIP/PPy em relação ao sensor controle 

(NIP/PPy); 

• Caracterizar eletroquimicamente o sensor pelas técnicas de CV e EIS, e 

morfologicamente pelas técnicas de ângulo de contato, MEV e AFM; 

• Otimizar as variáveis da etapa de pré-concentração; 

• Avaliar a performance analítica do sensor, seletividade, repetibilidade e 

estabilidade do sensor MIP/PPy; 

• Aplicar o sensor em amostras clínicas de saliva humana e análise da 

capacidade de diferenciação do sensor frente a amostras de pacientes 

saudáveis (não infectados) e doentes (infectados com SARS-CoV-2).  
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1 REAGENTES E SOLUÇÕES 

 
Todos os reagentes utilizados foram de grau analítico. Ácido acético (HAc) 

(CH₃COOH, ≥99,7%), pirrol (Py) (C4H5N, 98%), ferrocianeto de potássio 

(K4[Fe(CN)6]), cloreto de potássio (KCl, ≥99%),  HSA (A1653), HIgG (56834), 

antitripsina plasmática humana (A6150), transferrina (T8158) e lisozima (62971) foram 

adquiridos da Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemanha). SDS (NaC12H25SO4, 99%) foram 

adquiridos da Riedel-Haen (Charlotte, Carolina do Norte, EUA). Proteína spike 

subunidade S1 SARS-CoV-2 (aa14-683, peso molecular ~77,7 kDa, pI ~5,9) adquirida 

da Thermo Fischer Scientific. Tampão fosfato salino pH 7,3 (PBS, do inglês phosphate 

buffered saline) foi usado para preparar as soluções e na diluição das amostras. Todas 

as vidrarias e frascos utilizados neste trabalho foram previamente descontaminados 

em banho de HNO3 10% (v v−1) durante um período mínimo de 24h e depois 

enxaguadas com água deionizada. Todas as soluções utilizadas foram preparadas 

com água ultrapura (18,2 MὨ cm) proveniente do sistema de purificação ELGA 

PURELAB® Maxima (High Wycombe, Bucks, Reino Unido).  

 
4.2 INSTRUMENTAÇÃO 

 
As medidas eletroquímicas foram realizadas em um 

potenciostato/galvanostato PalmSens 4 (Palm Instruments BV®, Houten, Holanda), 

controlado pelo software PSTrace 5.8 (Palm Instruments BV®) e o comportamento 

eletroquímico do filme polimérico foi avaliado usando uma sonda redox de ferricianeto 

de potássio na concentração 5,0 mmol L−1 e KCl 1,0 mol L−1, como eletrólito suporte.  

Os experimentos eletroquímicos foram realizados utilizando uma cela 

eletroquímica de vidro de compartimento único, com capacidade de 15,0 mL, 

contendo um eletrodo impresso de carbono (SPCE, do inglês Screen-printed carbon 

electrode) comercial, modelo DRP-110CNT da DropSens (Oviedo, Espanha). O 

substrato com dimensões de 3,4 x 1,0 x 0,05 cm apresenta um disco de 4 mm de 

diâmetro composto por um eletrodo de tinta de carbono como eletrodo de trabalho 

(com área geométrica de 0,096 cm2), eletrodo de tinta de carbono como eletrodo 

auxiliar e um eletrodo de tinta de prata como eletrodo pseudo-referência, conforme 

Figura 16.  
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Figura 16 – Imagem ilustrativa de um eletrodo impresso de carbono. 
 

 
Fonte: a própria autora. 

 

As medidas de pH foram realizadas com um pHmetro (Metrohm® 826, 

Herisau, Switzerland). 

Para as medidas de ângulo de contato estático, o procedimento foi realizado 

pela técnica da gota séssil (Yuan, et al., 2013). Uma gota de água ultrapura (3 µL) foi 

colocada sobre a superfície do eletrodo de trabalho, com ajuda de uma microseringa, 

e uma imagem da gota foi fotografada no plano transversal. Posteriormente, o ângulo 

de contato da gota com a superfície foi medido usando o software de livre acesso 

Image J.  As imagens foram capturadas no plano transversal com uma câmera de 

celular de 12 megapixels, fixado em um suporte apropriado. 

As características morfológicas da superfície do SPCE foram avaliadas por 

imagens de MEV usando um microscópio eletrônico de varredura modelo Quanta 200 

(Philips-FEI Company, Scientific and Technical Instruments, Oregon, EUA), com 

voltagem de aceleração de 25 kV. Para esta análise, os materiais foram dispersos em 

uma fita dupla face e recobertos com uma fina camada de ouro (30 nm) utilizando um 

equipamento Bal-Tec SCD Sputter Coatter Leica® (Nova Iorque, EUA). As análises 

foram realizadas no Laboratório de Microscopia Eletrônica e Microanálises (LMEM) na 

Central Multiusuária da Universidade Estadual de Londrina.  

As características topográficas da superfície do SPCE foi realizada por AFM 

no instrumento Nanosurf FlexAFM. O cantilever utilizado foi o modelo Tap190Al-G 

(BudgetSensors) em modo sem contato, com raio de ponta ~10 nm, frequência de 

ressonância de 190 kHz e velocidade de varredura de 1 linha/segundo. O software de 

livre acesso Gwyddion foi utilizado para o processamento das imagens e para o 

cálculo da raiz quadrada média da rugosidade (RMS). As análises foram realizadas 
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no Laboratório de Microscopia Eletrônica e Microanálises (LMEM) na Central 

Multiusuária da Universidade Estadual de Londrina.  

 

4.3 PREPARAÇÃO DO SENSOR ELETROQUÍMICO  

 
4.3.1 Ativação do eletrodo 

 

Foram avaliados 3 procedimentos diferentes para a ativação eletroquímica 

da superfície do eletrodo, conforme descrito abaixo: 

• SPCE foi ativado por VC, em KCL 0,1 mol L−1, na faixa de potencial de 

−1,7 V a 1,7 V, por 40 ciclos, com velocidade de varredura de 50 mV s−1 

(Silva, BÁRBARA V.M. et al., 2016). 

• SPCE foi ativado por VC, em H2SO4 0,5 mol L-1, na faixa de potencial de 

0 V a 1,5 V, por 15 ciclos, com velocidade de varredura de 50 mV s-1 

(Janjani et al., 2022; Serrano et al., 2020). 

• SPCE foi ativado por VC, em H2SO4 0,1 mol L−1, na faixa de potencial de 

−0,3 V a 1,2 V, por 15 ciclos, com velocidade de varredura de 50 mV s−1 

(Ramanaviciene; Ramanavicius, 2004). 

Em cada procedimento, o SPCE foi mergulhado em 10,0 mL de solução de 

ativação e realizado as varreduras conforme descritas à cima. Em seguida, o eletrodo 

foi lavado com água ultra pura e a ativação foi avaliada por CV na faixa de potencial 

de −0,3 a 0,8V em uma taxa de varredura de 50 mV s−1 e step de potencial de 5 mV 

e por EIS em um intervalo de frequência de 100 kHz to 0.01 Hz e amplitude potencial 

de 10 mV, usando 10,0 mL de sonda redox de [Fe(CN)6]3−/4− 5,0 mmol L−1 em KCl 1,0 

mol L−1, como eletrólito suporte.   

 

4.3.2 Construção do sensor MIP/PPy 

 

O SPCE previamente ativado foi submetido a deposição eletroquímica do 

filme de PPy. A otimização dos parâmetros da eletrossínte baseou-se nas condições 

relatadas em artigos publicados na literatura. Assim sendo, em condições otimizadas, 

a eletropolimerização foi conduzida com 80 μL de uma solução desaerada contendo 
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0,3 mol L−1 de Py, 40 µg mL−1 de proteína S e 0,01 mol L−1 de KCl, em PBS 50 mmol 

L−1 (pH 7,3) (Ma et al., 2017; Ramanavicius et al., 2010; Zeng; Huang; Ma, 2017). Essa 

solução foi previamente preparada e mantida sob refrigeração à 4 ̊ C por 30 min, antes 

de seu uso. A eletropolimerização sucedeu por CV na faixa de potencial de −0,2 V a 

1,2 V, por 4 ciclos, com velocidade de varredura de 100 mV s−1 (Kan et al., 2012; 

Rebelo et al., 2019; Wang; Zhu; Zhang, 2014; Zeng; Huang; Ma, 2017).  

Após a eletropolimerização, o eletrodo modificado foi incubado em 10,0 mL 

da solução extratora (10% HAc e 0,2% SDS) por 1 h para a remoção da proteína S 

incorporada (Ayankojo et al., 2022; Navakul et al., 2021). Como controle, o NIP/PPy 

foi preparado e tratado exatamente da mesma maneira. As etapas da construção do 

sensor eletroquímico são mostradas na Figura 17. 

Cada etapa da preparação do sensor foi caracterizada por CV na faixa de 

potencial de −0,3 a 0,8 V em uma taxa de varredura de 50 mV s−1 e step de potencial 

de 5 mV e por EIS em um intervalo de frequência de 100 kHz a 0,01 Hz e amplitude 

potencial de 10 mV, usando 10,0 mL de sonda redox de [Fe(CN)6]3−/4− 5,0 mmol L−1 

em KCl 1,0 mol L−1, como eletrólito suporte.   
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Figura 17 – Esquema ilustrativo do processo de fabricação dos sensores MIP/PPy e NIP/PPy. 

 

Fonte: a própria autora. 
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4.4 ENSAIOS DE RELIGAÇÃO DA PROTEÍNA S 

 
Os ensaios de religação da proteína S foram realizados sob duas condições. 

Sob condições otimizadas, na primeira 5 µL de 10 ng mL−1 de proteína S preparada 

em PBS 50 mmol L−1 foram depositados na superfície do sensor MIP/PPy e deixados 

secar por 40 min. O volume de 5 µL usado, foi escolhido com intuito da gota ficar 

apenas sobre o eletrodo de trabalho, garantindo que toda massa de proteína S usada 

para a religação fosse seca sobre o filme polimérico. Na segunda, 30 µL de 100 fg 

mL−1 de proteína S preparada em PBS 0,5 mmol L−1 foram depositados sobre a 

superfície do sensor MIP/PPy e uma etapa de pré-concentração foi realizada 

aplicando um potencial controlado de 0,6 V por 1 minuto, utilizando a técnica de 

cronoamperometria. Ao final de cada ensaio de religação o eletrodo foi enxaguado 

com água ultrapura e o monitoramento da religação da proteína S foi realizado 

mergulhando o sensor MIP/PPy em 10,0 mL de solução de KCl 1,0 mol L−1 contendo 

5,0 mmol L−1 de sonda redox [Fe(CN)6]3-/4-. A corrente de pico anódico foi medida 

usando voltametria de pulso voltamétrico (DPV, do inglês Differential pulse 

voltammetry) na faixa de potencial de -0,2 a 0,5 V (taxa de varredura de 100 mV s−1, 

com potencial de passo de 5 mV, amplitude de pulso de 100 mV e tempo de pulso de 

5,0 s). 

 

4.5 PERFORMANCE ANALÍTICA DO SENSOR MIP/PPY 

 

A resposta do sensor para a proteína S foi obtida calculando a variação das 

correntes de pico anôdico da sonda redox [Fe(CN)6]3-/4-, como segue: 

 𝛥𝐼 = 𝐼0 −  𝐼                                                      (1) 

onde 𝐼0 e 𝐼 representa, respectivamente, as medidas antes e depois do ensaio 

de religação com solução de proteína S ou das amostras clínicas. O sinal referente ao 

branco (PBS) foi subtraído das medidas realizadas. 

A curva analítica foi construída pelo método de calibração externa a partir das 

respostas obtidas após a religação de diferentes concentrações de proteína S em 0,5 

mmol L−1 de PBS. O limite de detecção (LD) e limite de quantificação (LQ) foram 

calculados de acordo com a recomendação da IUPAC (Long; Winefordner, 1983), 

definida como: 
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 𝐿𝐷 = 3𝑠𝑡𝑑/𝑚                                                   (2) 𝐿𝑄 = 10𝑠𝑡𝑑/𝑚                                                 (3) 

  
onde std é o desvio padrão de 10 determinações em branco e m é a inclinação 

da curva analítica. 

 

4.6 ENSAIOS DE SELETIVIDADE, ESTABILIDADE E REUSABILIDADE 

 

A seletividade do sensor MIP/PPy em relação à proteína S foi avaliada 

comparando as respostas da religação de outras proteínas como HSA (67 kDa, pI 

4,7), HIgG (152 kDa, pI 8,8), antitripsina (52 kDa, pI 4,4), transferrina (80 kDa, pI 5,5) 

e lisozima (13 kDa, pI 10,7) nas mesmas concentrações utilizadas para proteína S 

(100 fg mL−1) em 0,5 mmol L−1 de PBS e utilizando a etapa de adsorção em potencial 

controlado. 

A estabilidade de MIP/PPy também foi investigada por um período de 14 dias 

por meio da fabricação de vários sensores. Os sensores foram armazenados a 4 ºC e 

as respostas obtidas, ao longo dos dias avaliados, foram comparadas com a resposta 

inicial (t = 1), realizada no mesmo dia que os sensores foram fabricados.  

A fim de verificar a reutilização do sensor MIP/PPy, a sua reusabilidade foi 

investigada. Neste intuito, após a primeira religação o eletrodo foi submetido 

novamente ao processo de remoção da molécula molde usando HAc e SDS por 1 

hora e em seguida realizada uma segunda religação.  

 

4.7 PREPARAÇÃO E COLETA DAS AMOSTRAS CLÍNICAS 

 

A coleta das amostras foi realizada em tubos Falcon de 50 mL após alguns 

minutos do paciente ingerir um copo com água, que teve como objetivo facilitar a 

amostragem, evitando qualquer tipo de tratamento prévio e minimizando a presença 

de possíveis resíduos alimentares (Fabiani et al., 2021). Um volume de 

aproximadamente 5,0 mL de saliva foi coletado. As amostras foram analisadas por 

RT-PCR pelos alunos do Laboratório de Microbiologia coordenado pela Profª Sueli 

Fumie Yamada-Ogatta, sendo conduzido de acordo com a aprovação do Comitê de 

Ética em Pesquisa envolvendo Seres Humanos da Universidade Estadual de Londrina 
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– CEP/UEL e do Comitê Nacional de Ética em Pesquisa (CEPE), orientação (CAAE: 

32492720.9.0000.5231). A escolha da amostragem clínica deveu-se à maior 

simplicidade e menor desconforto na coleta.  

Para a detecção eletroquímica, as amostras de saliva foram diluídas 200 

vezes com 0,5 mmol L−1 de PBS (pH 7,3). Foram analisadas dez amostras clínicas de 

pacientes saudáveis e três amostras de pacientes infectados pelo vírus SARS-CoV-2. 

As amostras negativas foram enriquecidas com duas concentrações diferentes de 

solução padrão de proteína S (65 e 100 fg mL−1) e os resultados de recuperação foram 

avaliados. As amostras analisadas, foram posteriormente armazenadas a −80 ˚C. 

 

4.8 ANÁLISE DAS AMOSTRAS CLÍNICAS 

 

A detecção eletroquímica foi realizada depositando uma alíquota de 30 µL da 

amostra diluída na superfície do sensor MIP/PPy. A etapa de adsorção/pré-

concentração foi realizada aplicando um potencial de 0,6 V por 1 min. Após a religação 

da proteína S, o eletrodo foi enxaguado com água deionizada e submetido a medições 

de DPV na sonda redox. As amostras foram analisadas em duplicata (n = 2). 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 PREPARAÇÃO E OTIMIZAÇÃO DO SENSOR MIP/PPY 

 

5.1.1 Ativação do eletrodo 

 

O conceito de ativação em eletrodos de carbono está relacionado com a 

presença de grupos funcionais em sua superfície, por exemplo, hidroxílicos e 

carboxílicos, que atuam como mediadores nos processos de troca eletrônica entre 

eletrodo e espécie eletroativa (Churinsky; Grgicak, 2014). 

As superfícies dos eletrodos impresso não podem ser limpas por abrasão, 

sendo aplicados comumente procedimentos eletroquímicos que promovem a 

oxidação do eletrodo de trabalho. A ativação eletroquímica é realizada pela redução 

ou oxidação dos grupos funcionais na superfície, fazendo uso de técnicas como a 

voltametria cíclica (Churinsky; Grgicak, 2014). Esta etapa, aumenta a quantidade de 

grupos funcionais carbono-oxigênio na superfície e remove possíveis contaminantes 

da superfície (Cui et al., 2001). A magnitude e a reversibilidade do sinal são 

melhoradas porque há um aumento na quantidade de sítios ativos no eletrodo (Wang 

et al., 1996). Portanto, o procedimento de ativação promove o aprimoramento da 

cinética de transferência de carga na superfície do eletrodo, como a melhor adesão 

do polímero devido a adição dos grupos funcionais (Churinsky; Grgicak, 2014). 

Assim, visando a ativação da superfície do SPCE, foram avaliados diferentes 

procedimentos de ativação, usando KCl 0,1 mol L−1, H2SO4 0,1 mol L−1 e H2SO4 0,5 

mol L−1. Após o procedimento de ativação, os eletrodos ativados e o eletrodo não 

ativado foram avaliados por voltametria cíclica e espectroscopia de impedância 

eletroquímica mergulhando os eletrodos em uma cela eletroquímica contendo 10,0 

mL da sonda redox [Fe(CN)6]3−/4− 5 mmol L−1 com eletrólito suporte KCl 1,0 mol L−1. O 

aumento dos valores de corrente de pico (Ip) com o eletrodo ativado, como a redução 

da resistência da solução (Rs) e da resistência à transferência de carga (Rct), são 

fatores que podem ser relacionados a um aumento da área superficial eletroativa 

proporcionada pelo pré-tratamento eletroquímico (Cui et al., 2001).  

Na Figura 18 são apresentados os voltamogramas cíclicos e os espectros de 

impedância para os tratamentos de ativação realizados.  
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Figura 18 – Voltamogramas cíclicos (A) e diagramas de Nyquist (B) para os eletrodos 
impressos de carbono, não ativado e ativados com KCl 0,1 mol L−1 e H2SO4 0,1 e 0,5 
mol L−1 em sonda redox. Condições de medidas: ferricianeto de potássio 5,0 mmol L−1 
e KCl 1,0 mol L−1 como eletrólito suporte, velocidade de varredura na CV de 50 mV 
s−1 e intervalo de frequência na EIS de 100 kHz a 0.01 Hz.  
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Após as ativações, o perfil voltamétrico da sonda se mantém constante, e 

observa-se uma redução na corrente capacitiva dos eletrodos impressos. Quanto ao 

comportamento do eletrodo em solução de ferricianeto, durante a varredura de 

potencial foi observado nos voltamogramas o perfil característico ao par redox: 

[Fe(CN)6]3− + e− ⇌ [Fe(CN)6]4−. 

As correntes de pico anódico (Ipa) e catódico (Ipc), as relações de Ipa/Ipc e ΔEp, 

assim como os valores de Rs e Rct para o par redox nos eletrodos não ativado e 

ativados estão resumidos na Tabela 1.  

 

Tabela 1 – Parâmetros voltamétricos e de impedância eletroquímica para os SPCEs 
não ativado e ativados com KCl 0,1 mol L−1 e H2SO4 0,1 e 0,5 mol L−1. Condições de 
medidas: ferricianeto de potássio 5,0 mmol L−1 em KCl 1,0 mol L−1. 

Eletrodo Ipa (µA) Ipc (µA) Ipa/Ipc 
ΔEp 
(mV) 

Rs (Ω) Rct (Ω) 

Não Ativado 65,683 70,590 0,930 131 120,2 305,7 
Ativado KCl 0,1 mol L-1 50,050 51,865 0,965 113 115,3 248,3 
Ativado H2SO4 0,1 mol L-1 78,039 78,830 0,989 89 103,6 143,3 
Ativado H2SO4 0,5 mol L-1 68,875 70,032 0,983 100 123,6 161,8 

Fonte: a própria autora. 

 

Para os três tratamentos foi observado melhorias nas características 

eletroquímicas do SPCE, como a redução nos valores de ΔEp e Rct. Embora os valores 

observados para ΔEp foram superiores ao valor de referência para sistemas 

reversíveis (59 mV) (Greef; Peattie; Peter, 1990), a razão Ipa/Ipc foi próxima de 1, 

indicando que são sistemas reversíveis. 

A EIS é uma técnica eficaz para monitorar as propriedades de interface de 

eletrodos modificados. Geralmente, o espectro de impedância inclui uma parte 

semicircular e uma parte linear. A parte linear em frequências mais baixas 

corresponde ao processo de difusão, enquanto o diâmetro do semicírculo em 

frequências mais altas é equivalente à resistência de transferência de cargas que 

revela a cinética de transferência de elétrons da sonda redox e pode ser estimada 

usando o circuito equivalente de Randles (Carvalho; Andrade; Bueno, 2006), 

conforme mostrado a seguir:  
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onde Rs representa a resistência da solução, Rct representa a resistência à 

transferência de carga, Cdl se refere à capacitância da dupla camada elétrica e ZW se 

refere à impedância de Warburg, associada à difusão das espécies eletroativas da 

solução em direção à superfície do eletrodo. Ao lado, é mostrado uma representação 

do modelo de um espectro de impedância eletroquímica (gráfico de Nyquist), 

ilustrando o sinal de impedância real (ZRe) e impedância imaginária (ZIm) para 

determinação de Rct (Hernández et al., 2020).  

Dentre os tratamentos avaliados, a ativação com KCl foi o procedimento menos 

favorável, não sendo alcançado melhorias no processo de transferência eletrônica, o 

que pode estar relacionado ao potencial e a quantidade de ciclos superiores 

empregados. A ativação com ácido sulfúrico em ambas as concentrações resultou em 

melhorias significativas no processo de transferência eletrônica, conforme 

evidenciado pela redução expressiva no valor de Rct. A condição de ativação com 

H2SO4 0,1 mol L−1, variando o potencial de eletrodo de -0,3 V a 1,2 V, apresentou o 

maior ganho de corrente. Além disso, a análise do diagrama de Nyquist revelou uma 

redução no semicírculo após a ativação com H2SO4 a 0,1 mol L−1, corroborando com 

os resultados obtidos na voltametria cíclica. Portanto, esta condição foi selecionada 

para as próximas etapas. 

 

5.1.2 Efeito da concentração do pirrol na eletropolimerização 

 

Visando a determinação da proteína S em amostras clínicas, a otimização da 

síntese do MIP é fundamental para que o sensor alcance a melhor sensibilidade 

analítica. Os principais parâmetros otimizados foram a concentração do monômero e 

da molécula molde, a concentração da proteína S utilizada na etapa de religação, o 

número de ciclos, bem como o tempo de remoção da molécula molde.  

Inicialmente, a concentração do monômero na eletropolimerização foi 
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investigada, pois influencia diretamente a espessura e a quantidade do molde 

impresso na matriz polimérica (Kan et al., 2012). Para este experimento, os MIPs 

foram preparados em soluções contendo 40 µg mL−1 de proteína S como modelo sob 

diferentes concentrações de Py (0,01 a 0,4 mol L−1) e utilizando 4 ciclos de varredura 

de -0,2 a 1,2 V. A remoção da proteína S foi realizada com solução de HAc 10,0% 

(v/v) contendo SDS 0,2% (m/v) durante 2 h e o ensaio de religação foi realizado com 

5,0 µL de 100 ng mL−1 proteína S, que foi incubada durante 40 min na superfície do 

eletrodo.  

Potenciais superiores a 1,2 V foram evitados na síntese do filme, pois, 

segundo a literatura, este potencial induz a eletrólise da água e/ou superoxidação da 

camada PPy formada. Esses fenômenos são indesejáveis uma vez que conduzem à 

formação de uma película de PPy facilmente destacável da superfície do eletrodo. 

Além disso, é relatado a formação de uma camada de PPy menos reprodutível, estável 

e de menor condutividade (Ramanavicius; Oztekin; Ramanaviciene, 2014; 

Ramanavičius, A.; Ramanavičiene; Malinauskas, 2006). 

Na Figura 19 são apresentados os voltamogramas cíclicos obtidos na 

eletropolimerização dos MIPs usando diferentes concentrações de Py, sendo o 

primeiro ciclo identificado pela cor vermelha e os demais ciclos obtidos pela cor preta. 

A formação do PPy é confirmada nos voltamogramas pela presença de um 

pico de oxidação em 0,8 V, correspondente à formação de cátions radicais do pirrol. 

Esses cátions contribuem para o crescimento do filme polimérico (Falone; Buffon; 

Stradiotto, 2022; Zeng; Huang; Ma, 2017). O processo de redução correspondente 

não é observado nos voltamogramas cíclicos, indicando um sistema irreversível. Com 

o aumento do número de ciclos, há uma diminuição na intensidade da corrente 

anódica evidenciando o crescimento contínuo do filme polimérico (Falone; Buffon; 

Stradiotto, 2022; Zeng; Huang; Ma, 2017). Essa diminuição no sensor MIP/PPy 

também pode ser atribuída à presença da proteína S, um molde não eletroativo, que 

ao ser aprisionada na matriz polimérica, torna o processo de eletrodeposição mais 

difícil a cada novo ciclo (Chen et al., 2012; Özkorucuklu; Şahin; Alsancak, 2008). 

Durante a eletropolimerização a proteína atua como um dopante, compensando o 

excesso de cargas positivas na cadeia do polipirrol promovendo um equilíbrio. 
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Figura 19 – Voltamogramas cíclicos obtidos durante a eletropolimerização dos 
sensores MIP/PPy em diferentes concentrações do pirrol. Condições de síntese: KCl 
0,01 mol L−1, PBS 50 mmol L−1 (pH 7,3), proteína S 40 µg mL−1 e 4 ciclos na 
eletropolimerização. Faixa de potencial aplicada entre -0,2 a 1,2 V, velocidade de 
varredura de 100 mV s−1. 
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Fonte: a própria autora. 

 

A proteína spike subunidade S1 usada como modelo, em pH 7,3 assume uma 

conformação estável na forma aberta, com locais de potencial eletrostático negativo e 

resíduos de aminoácidos que formam ligações de hidrogênio essenciais (Mori et al., 
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2021; Pramanick et al., 2021; Xie et al., 2022). Assim, com base neste princípio, o 

aprisionamento da proteína durante a eletrossíntese pode ocorrer de forma mais 

organizada, possivelmente mediada por interações eletrostáticas e ligações de 

hidrogênio. As interações de hidrogênio da glicoproteína spike do SARS-CoV-2 

podem ocorrer entre os grupos aminas da proteína com os grupos –NH no anel pirrol 

e com grupos carboxila, carbonila e hidroxila parcialmente formados durante a 

oxidação parcial da estrutura PPy na eletropolimerização (Ratautaite et al., 2023; 

Zidarič et al., 2023). 

Outra observação referente a Figura 19, é a mudança do perfil voltamétrico 

conforme o aumento da concentração do monômero. Em concentrações maiores de 

pirrol, a resolução do pico de oxidação torna-se menos definida e um aumento nas 

correntes faradaica e capacitiva é observado. Essas variações podem ser atribuídas 

à influência da concentração do monômero na espessura do filme e na quantidade de 

moléculas depositadas na matriz polimérica, o que causa alterações no 

comportamento eletroquímico (Kan et al., 2012).  

A resposta analítica para os sensores MIP/PPy e NIP/PPy foi monitorada por 

DPV usando sonda redox [Fe(CN)6]3−/4− após a religação da proteína S. Para todas as 

concentrações de monômero investigadas, a variação de corrente após a religação foi 

maior no MIP/PPy do que no NIP/PPy, o que indica que os locais de impressão foram 

criados para o modelo (Figura 20). A concentração ideal de Py foi encontrada em 0,3 

mol L−1. Em concentrações mais baixas, forma-se um filme polimérico mais fino e 

espera-se que uma quantidade menor de proteína S tenha sido impressa, dando 

assim origem a interações pouco eficazes no ensaio de religação devido a formação 

de menos sítios de reconhecimento (Wang et al., 2014). Trabalhos que avaliaram a 

deposição de filmes poliméricos utilizando balança de quartzo, mostram que filmes 

obtidos em concentrações menores de monômero apresentam um massa polimérica 

deposita menor do que em concentrações maiores (Schweiger et al., 2015). 

Por outro lado, concentrações mais elevadas de monômero podem levar à 

formação de filmes com maior espessura, dificultando o processo de remoção da 

molécula  molde. Além disso, um filme mais espesso pode gerar alguns dos locais de 

reconhecimento que não são facilmente acessíveis (Nezhadali; Mehri; Shadmehri, 

2018). Outra justificativa seria a proporção entre monômero e molécula molde. Em 

concentrações maiores, pode haver um excesso de Py em solução, tornando a 

quantidade de proteína S insuficiente para interagir com todos os monômeros Py e 
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formar as cavidades de reconhecimento, o que diminui a sensibilidade do eletrodo à 

detecção da proteína S (Falone; Buffon; Stradiotto, 2022). 

 

Figura 20 – Valores de delta de corrente em função da concentração de pirrol 
usada na eletropolimerização dos sensores MIP/PPy e NIP/PPy (n = 3). Condições: 
proteína S 40 µg mL−1, KCl 0,01 mol L−1, PBS 50 mmol L−1 (pH 7,3) e 4 ciclos na 
eletropolimerização; religação com 100 ng mL−1 de proteína S; medias em sonda 
redox [Fe(CN)6]3−/4− 5,0 mmol L−1 em KCl 1,0 mol L−1. 
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Fonte: a própria autora. 

 

As afirmações mencionadas são confirmadas pelos voltamogramas na Figura 

21. À medida que a concentração de Py aumenta, há um aumento significativo nas 

correntes de pico anódico do sensor MIP/PPy após a remoção da proteína S, que está 

relacionado a maior quantidade de sítios de reconhecimento gerados, resultante da 

espessura do depósito e da quantidade de molécula impressa na matriz polimérica 

(Wang et al., 2014).  

Quando a proteína é religada ocorre um bloqueio na transferência eletrônica 

da sonda redox, o que leva a uma redução da corrente observada. Essa variação é 

mais significativa nos MIP/PPy formados com maiores concentrações de pirrol, 

corroborando com o indicativo desses filmes possuírem à presença de um maior 

número de sítios de interação. Portanto, 0,3 mol L−1 Py foi definido como a 

concentração ideal para os experimentos posteriores.  
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Figura 21 – Voltamogramas de pulso diferencial para sonda redox [Fe(CN)6]3−/4− 
antes e após religação de 100 ng mL−1 de proteína S em sensores MIP/PPy 
fabricados com diferentes concentrações de Py. Condições: sonda redox 
[Fe(CN)6]3−/4− 5 mmol L−1 em KCl 1 mol L−1. 
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5.1.3 Efeito da concentração da proteína S na religação 

 

A concentração de proteína S na etapa de religação foi investigada na faixa de 1 

a 100 ng mL−1 (Figura 22). Como observado, existe uma forte dependência entre a 

concentração de religação no reconhecimento seletivo do sensor MIP/PPy, mas, 

quase nenhuma para o NIP/PPy. Esses resultados evidenciam que a resposta no 

sensor NIP/PPy é atribuída à existência de ligações não específicas, tendo em vista à 

ausência de sítios impressos. Ao reduzir a concentração inicialmente utilizada de 

proteína S para 10 ng mL−1 foi observado um aumento na variação de corrente. Estes 

resultados indicam que em concentrações mais elevadas de proteína S (100 ng mL−1) 

pode levar à má orientação da proteína em direção aos locais impressos, tornando a 

religação seletiva menos eficaz. Como a concentração de 10 ng mL−1 apresentou a 

melhor resposta, ela foi adotada em experimentos subsequentes. 

 

Figura 22 – Valores de delta de corrente em função da concentração de proteína 
S na etapa de religação para os sensores MIP/PPy e NIP/PPy (n = 3). Condições: 
Py 0,3 mol L−1, proteína S 40 µg mL−1, KCl 0,01 mol L−1, PBS 50 mmol L−1 (pH 7,3) 
e 4 ciclos na eletropolimerização; medidas em sonda redox [Fe(CN)6]3−/4−  5,0 mmol 
L−1 em KCl 1,0 mol L−1. 
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5.1.4 Efeito da concentração da proteína S na eletropolimerização 

 

A relação entre o monômero e o molde é determinada experimentalmente e pode 

variar dependendo da técnica de polimerização e das propriedades específicas do 

molde e do sistema em estudo (Ramanavičius, A.; Ramanavičiene; Malinauskas, 

2006). Portanto, a otimização experimental é fundamental para alcançar uma taxa 

ideal de incorporação eficiente e controlada de biomoléculas no filme de PPy. Neste 

sentido, a otimização da concentração da molécula molde na eletropolimerização do 

sensor MIP/PPy foi estudada na faixa de 10 a 60 µg mL−1 e os resultados obtidos 

estão apresentados na Figura 23.  

 

Figura 23 – Valores de delta de corrente em função da concentração de proteína 
S usada na eletropolimerização do sensor MIP/PPy (n = 3). Condições: Py 0,3 mol 
L−1, KCl 0,01 mol L−1 e PBS 50 mmol L−1 (pH 7,3), 4 ciclos de eletropolimerização; 
religação realizada com 10 ng mL−1 proteína S; sonda redox [Fe(CN)6]3−/4− 5,0 mmol 
L−1 em KCl 1,0 mol L−1. 

10 20 30 40 50 60

0

20

40

60

80

100

120

 

DI
p
a 

/ 
mA

Concentração de proteína spike (mg mL
-1

)

na eletropolimerização
 

Fonte: a própria autora. 

 

Como observado, a variação de corrente de pico anódico aumenta com o 

incremento na concentração de proteína S até atingir o valor ótimo de 40 µg mL−1. Em 

concentrações inferiores a 10 µg mL−1, a quantidade de proteína S é provavelmente 
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insuficiente para interagir com o Py e formar cavidades de reconhecimento. No 

entanto, em concentrações superiores a 60 µg mL−1, o desempenho analítico do 

sensor é reduzido devido ao desequilíbrio na proporção entre monômero e molécula 

molde. Isso parece resultar na orientação inadequada da proteína S durante a 

eletropolimerização, diminuindo o número de locais de reconhecimento. 

Adicionalmente, uma maior quantidade de proteína S pode levar o aprisionamento dos 

moldes muito próximos uns dos outros, e, após a lavagem, os sítios de 

reconhecimento formados podem não apresentar formas tridimensionais adequadas 

ao modelo, mas sim cavidades largas devido à junção desses sítios próximos, 

reduzindo a capacidade de reconhecimento. Resultados semelhantes foram relatados 

na literatura (Nezhadali; Mehri; Shadmehri, 2018; Ratautaite et al., 2022). 

 

5.1.5 Efeito do número de ciclos na eletropolimerização 

Outro parâmetro que impacta diretamente a espessura do filme é o número 

de ciclos utilizados (Devkota et al., 2018; Falone; Buffon; Stradiotto, 2022). Conforme 

mostrado na Figura 24, a maior variação de corrente obtida após a religação da 

proteína S, usando o sensor MIP/PPy, foi alcançada quando o mesmo foi sintetizado 

usando 4 ciclos de varredura.  

A resposta analítica está relacionada a quantidade de sítios de 

reconhecimentos formados e disponíveis no filme polimérico. Sendo assim, 2 ciclos 

foram insuficientes para criar um número adequado de cavidades impressas, por 

produzir um filme mais fino (Ayankojo et al., 2022). Isso pode ser confirmado pelos 

voltamogramas na Figura 25, que após o processo de remoção da molécula molde a 

corrente registrada pelo MIP/PPy não foi expressiva. Consequentemente, após a 

religação a variação da corrente também não foi muito significativa. 
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Figura 24 – Valores de delta de corrente em função do número de ciclos 
empregado na eletropolimerização do sensor MIP/PPy (n = 3). Condições: Py 0,3 
mol L−1, proteína S 40 µg mL−1, KCl 0,01 mol L−1 e PBS 50 mmol L−1 (pH 7,3) na 
eletropolimerização; religação com 10 ng mL−1 proteína S, medidas em sonda redox 
[Fe(CN)6]3−/4− 5,0 mmol L−1 em KCl 1,0 mol L−1. 
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Figura 25 – Voltamogramas de pulso diferencial para sonda redox [Fe(CN)6]3−/4− 
referente ao estudo da quantidade de ciclos na eletropolimerização para obtenção 
do sensor MIP/PPy em resposta à religação de 10 ng mL−1 proteína S  (n = 3). 
Condições: Py 0,3 mol L−1, proteína S 40 µg mL−1, KCl 0,01 mol L−1 e PBS 50 mmol 
L−1 (pH 7,3) na eletropolimerização; medidas em sonda redox [Fe(CN)6]3−/4− 5,0 mmol 
L−1 em KCl 1,0 mol L−1. 
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Com 10 ciclos, provavelmente o filme formado apresenta uma espessura 

maior. A formação de um filme mais espesso dificulta a remoção da molécula molde 

por estar mais profundamente aprisionada, gerando uma quantidade menor de 

cavidades impressas e que podem ser menos acessíveis ao processo de reconexão, 

o que justifica a diminuição da sensibilidade do sensor MIP/PPy (Falone; Buffon; 

Stradiotto, 2022; Kan et al., 2012; Nezhadali; Mehri; Shadmehri, 2018). Assim, é 

possível observar nos voltamogramas, para o filme obtido com 10 ciclos, correntes 

inferiores após a remoção e religação da proteína S. Este comportamento é 

semelhante quando foi utilizado uma maior concentração de Py na 

eletropolimerização. 

Ademais, ao utilizar 20 ciclos a espessura MIP/PPy tende a ser muito maior, 

dando origem a um filme não condutor com ausência de corrente de pico para a sonda 

redox [Fe(CN)6]3−/4−. Mesmo assim, a religação foi realizada, porém nenhum sinal foi 

observado. Portanto, pode-se afirmar que na espessura conferida com 4 ciclos, a 

proteína S foi adequadamente aprisionada no filme, gerando locais de 

reconhecimento de alta afinidade após a remoção do modelo. Com base nos 

resultados alcançados, 4 ciclos de varredura foram adotados como condição ideal. 

 

5.1.6 Otimização do tempo de remoção da molécula molde 

 

Uma etapa crucial no preparo de um MIP é a remoção da molécula molde. 

Apesar da molécula alvo ser incorporada no polímero obtido, é frequente a dificuldade 

em removê-la de forma a criar as cavidades específicas (Tarley; Sotomayor; Kubota, 
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2005). Desta forma é necessário estudar as condições que garantam uma remoção 

eficiente. 

Para a remoção da molécula molde em sensores eletroquímicos algumas 

estratégias são utilizadas: oxidação-redução do molde no polímero pela aplicação de 

potencial eletroquímico, com uso de solventes que interagem fortemente com o 

polímero e podem levar ao inchaço da espinha dorsal necessária para a liberação do 

modelo (El Sharif et al., 2022; Erdossy et al., 2016), uso de solventes ácidos ou 

básicos para interromper as interações eletrostáticas entre proteína e polímero 

(Lorenzo et al., 2011) ou pela remoção fisicamente assistida (via ultrassom, micro-

ondas ou extrações líquidas pressurizadas) (Mazouz et al., 2020; Özkorucuklu; Şahin; 

Alsancak, 2008). Neste trabalho, foi avaliada a remoção da proteína S usando uma 

solução ácida de HAc 10% (v/v) contendo 0,2% (m/v) de SDS e o tempo de remoção 

da molécula molde investigado foi na faixa de 30 minutos a 2 horas.  

O ácido acético é responsável por promover a remoção pela repulsão 

eletrostática entre o filme e a proteína S, enquanto o SDS é responsável pela 

desnaturação proteica. Esse procedimento é bem estabelecido e frequentemente 

empregado no desenvolvimento de sensores MIP (Ayankojo et al., 2022; Cennamo et 

al., 2021; Chen et al., 2012; Navakul et al., 2021; Raziq et al., 2021; Zeng; Huang; Ma, 

2017).  

Conforme mostrado na Figura 26, é possível observar que o tempo de 

remoção da molécula molde influencia no desempenho analítico do sensor MIP/PPy, 

enquanto quase nenhuma variação é observada no NIP/PPy. Este perfil de resposta 

é um forte indicativo da formação das cavidades impressas no MIP, sendo que 1 hora 

foi suficiente para remover a proteína S da rede polimérica e para criar cavidades de 

religação. 
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Figura 26 – Valores de delta de corrente obtidos no estudo do efeito do tempo de 

remoção da proteína S usando HAc 10% e SDS 0,2% para os sensores MIP/PPy e 

NIP/PPy (n = 3). Condições: Py 0,3 mol L−1, proteína S 40 µg mL−1, KCl 0,01 mol L−1, 

PBS 50 mmol L−1 (pH 7,3) e 4 ciclos na eletropolimerização; religação com 10 ng mL−1 

de proteína S; medidas em sonda redox [Fe(CN)6]3−/4− 5,0 mmol L−1 em KCl 1,0 mol 

L−1. 
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Fonte: a própria autora. 

 

5.2 AVALIAÇÃO DA REUSABILIDADE DO SENSOR MIP/PPY 

 

Após otimizar todos os parâmetros da construção do sensor MIP/PPy, a 

reusabilidade do sensor foi avaliada submetendo o eletrodo a uma segunda etapa de 

remoção e religação. Para a religação foram usados 5 µL de 10 ng mL−1 de proteína 

S. Os resultados obtidos são mostrados na Figura 27. 

A partir da análise dos resultados é possível observar que após a segunda 

etapa de remoção o sensor não apresentou o mesmo desempenho. A eficiência de 

remoção da proteína S no segundo procedimento foi de 81% comparado a primeira 

vez. Adiante, ao submeter o sensor à segunda religação, foi observado uma redução 

na variação de corrente de aproximadamente 50% em relação a primeira vez, 

indicando que uma menor quantidade de proteína S foi religada no sensor, 
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provavelmente, devido a menor disponibilidade de sítios de interação após a segunda 

lavagem com HAc e SDS. Resultados semelhantes foram obtidos por Szunerits e 

colaboradores, que relatam que a tentativa de regenerar a superfície do sensor 

desenvolvido para detecção de SARS-CoV-2 resultou em diminuição do desempenho 

e, além disso, reportam que essa redução teve um grande efeito principalmente nas 

amostras negativas, com respostas falsas positivas (Szunerits et al., 2022). Dessa 

forma, a intenção de reutilizar o sensor foi descartada. 

 

Figura 27 – Valores de corrente obtidos para proteína S no estudo de 

reusabilidade do sensor MIP/PPy (n = 3). Condições: tempo de remoção de 2 h, 

religação com 10 ng mL-1 de proteína S, medidas em ferricianeto de potássio 5,0 

mmol L−1 em KCl 1,0 mol L−1. 
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Fonte: a própria autora. 

 
5.3 CARACTERIZAÇÃO ELETROQUÍMICA 

 

O comportamento eletroquímico dos sensores MIP/PPy e NIP/PPy foi 

avaliado após cada etapa de síntese por voltametria cíclica e espectroscopia de 

impedância eletroquímica, no potencial de meia onda, utilizando a sonda        

[Fe(CN)6]3-/4- na concentração de 5 mmol L−1 em KCl 1,0 mol L−1. A voltametria de 

pulso diferencial usada como técnica de detecção também foi utilizada para 

caracterizar os sensores, uma vez que proporciona uma melhor visualização dos 

resultados obtidos pela voltametria cíclica (Figura 28).  
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Conforme mencionado anteriormente, na Sessão 5.1.1, foi observado um 

aumento nas correntes de pico nos voltamogramas cíclicos para o SPCE após a 

ativação com H2SO4 0,1 mol L−1. Após a eletropolimerização, o sensor MIP/PPy 

mostrou uma camada superficial altamente capacitiva, o que evidencia a formação do 

filme polimérico (Figura 28A). Esse aumento está relacionado à estrutura e 

propriedades do material polimérico. Filmes de polipirrol geralmente apresentam uma 

área superficial efetiva significativamente maior do que eletrodos de carbono. Essa 

maior área superficial, proporciona uma maior interação com o eletrólito e, 

consequentemente, ampliando a corrente capacitiva. A presença da proteína S, 

aprisionada na superfície do filme polimérico, por se tratar de uma molécula não 

eletroativa, também pode aumentar a corrente capacitiva (Tabrizi et al., 2022; 

Hashemi et al., 2021; Ramanavicius et al., 2010), o que justifica a corrente capacitiva 

mais expressiva no sensor MIP/PPy comparado ao sensor NIP/PPy (Figura 28B). 

Outro fator importante é que, durante a polimerização eletroquímica do polipirrol, íons 

do eletrólito são incorporados ao filme. Esses íons podem ser adsorvidos e 

dessorvidos de forma reversível durante os processos de carga e descarga, 

contribuindo ainda mais para a resposta capacitiva do material (Ates, 2011; 

Schalenbach et al., 2023).  

Após a remoção da proteína S, foi observado um leve aumento na corrente 

de pico, bem como uma redução da corrente capacitiva nos voltamogramas cíclicos. 

Comportamento semelhante foi identificado no sistema NIP/PPy, embora com um 

aumento de corrente mais sútil. Isso ocorre porque a remoção da molécula molde 

facilita a transferência eletrônica pela sonda redox na superfície do filme polimérico, 

favorecendo o aumento da corrente. 
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Figura 28 – Voltamogramas cíclicos, voltamogramas de pulso diferencial e diagramas 

de Nyquist para sonda redox [Fe(CN)6]3−/4− referente as etapas de fabricação dos 

sensores MIP/PPy (A, C e D) e NIP/PPy (B, D e F). Condições: eletropolimerização 

realizada com Py 0,3 mol L−1, proteína S 40 µg mL−1, 4 ciclos; religação com 10 ng 

mL−1 de proteína S; medidas em sonda redox [Fe(CN)6]3−/4−  5,0 mmol L−1 em KCl 1,0 

mol L−1. 
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Fonte: a própria autora. 
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A partir dos voltamogramas de pulso diferencial, é possível visualizar essas 

alterações no comportamento eletroquímico com maior clareza. Na voltametria cíclica, 

a corrente capacitiva pode ser significativa, especialmente em superfícies de eletrodos 

com grandes áreas ou em sistemas com altos valores de capacitância, podendo 

dificultar a detecção de picos de corrente associados aos processos redox, reduzindo, 

assim, a sensibilidade da técnica. No entanto, na voltametria de pulso diferencial, 

como a corrente é medida antes e no final de cada pulso, a corrente capacitiva é 

minimizada, resultando em uma melhor separação entre a corrente faradaica 

(associada aos processos redox) e a corrente capacitiva, o que proporciona maior 

sensibilidade e resolução para detectar pequenos picos de corrente redox (Bard; 

Faulkner, 1994). Dessa forma, o aumento da corrente observado após a ativação e 

após a lavagem para remover a molécula molde é mais evidente na DPV (Figura 28C 

e 28D). O aumento da corrente após a remoção da proteína S é atribuído ao 

surgimento das cavidades impressas no polímero, que favorece o processo de difusão 

e a transferência eletrônica da sonda redox [Fe(CN)6]3−/4− (Wang  et al., 2014). 

A capacidade de transferência eletrônica na superfície dos sensores foi 

avaliada por espectroscopia de impedância eletroquímica. Os valores de resistência 

à transferência de carga (Rct), equivalentes ao diâmetro do semicírculo dos espectros 

de impedância (Carvalho; Andrade; Bueno, 2006), após as etapas de 

eletropolimerização e a remoção da molécula molde, foram obtidos por meio do ajuste 

dos dados experimentais usando o circuito equivalente a seguir: 

 

No circuito, Rs representa a resistência da solução, enquanto Rct refere-se à 

resistência de transferência de carga de alta frequência na interface 

polímero|eletrólito. Rp é a resistência do polímero. O elemento Zw é identificado como 

o elemento de difusão Warburg, e CPE representa o elemento de fase constante 

(Hallik et al., 2006; Kulandaivalu; Zainal; Sulaiman, 2016). A capacitância da dupla 

camada elétrica (Cdl) foi substituída por CPE, que descreve um comportamento de 

capacitor não ideal. Outrossim, no caso de superfícies macro–microheterogêneas, ou 
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seja, ásperas ou porosas, o seu uso é necessário para compensar a não 

homogeneidade geométrica e energética da superfície do eletrodo (Ramanavicius et 

al., 2010). Isso se aplicada aos sensores desenvolvidos no presente trabalho devido 

à morfologia e rugosidade do filme polimérico, como mostrados mais adiante nas 

imagens de MEV e AFM. 

Os valores extraídos dos gráficos das Figuras 28E e 28F foram dispostos na 

Tabela 2, e a precisão dos dados ajustados com o gráfico é determinada com base 

no X2, que representa a soma dos quadrados das diferenças entre os pontos teóricos 

e experimentais, além de limitar o erro percentual no valor de cada elemento nos 

circuitos equivalentes ao mínimo (Kulandaivalu; Zainal; Sulaiman, 2016). Os valores 

do X2 no trabalho atual estão na faixa de 10−2 a 10−3, indicando um bom ajuste. 

De forma geral, observa-se que a formação do filme e a presença da proteína 

não afetam significativamente os valores de Rs, uma vez que esse valor reflete a 

resistência global do eletrólito em torno do eletrodo, e não localmente próximo à 

superfície do eletrodo onde o filme e a proteína S estão presentes. As diferenças 

observadas nos espectros de impedância eletroquímica após a eletropolimerização 

confirmam a deposição do filme de PPy nos sensores. A maior resistência à 

transferência de carga (Rct) no sensor MIP/PPy, em comparação ao NIP/PPy (6383 

Ω), é atribuída à presença da proteína S aprisionada no filme polimérico. Os valores 

mais elevados de W e os valores mais baixos de CPE1 também estão relacionados à 

presença da proteína, pois as proteínas aumentam a resistência à difusão iônica nas 

interfaces eletrodo|solução e as características estruturais e químicas das proteínas 

aumentam a espessura média da dupla camada, o que reduz os valores de 

capacitância (Ramanavicius et al., 2010). 

Por outro lado, quando a proteína S é removida do sensor MIP/PPy, após a 

lavagem com HAc e SDS, e as cavidades impressas são formadas, observa-se uma 

redução no diâmetro do semicírculo. Os valores de Rct e W diminuem de 8797 Ω para 

4124 Ω e de 4277 Ω para 2201 Ω, respectivamente, e a capacitância aumenta de 

456,7 µF para 561,3 µF. 

No sensor NIP/PPy, por não conter cavidades impressas, a variação nos 

valores de Rct após o processo de lavagem foi mais sutil. Os valores de Rct observados 

para NIP/PPy - após eletropolimerização, e para o NIP-PPy - após remoção, foram de 

6383 Ω e 5206 Ω, respectivamente.
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Tabela 2 – Valores de resistências (R), capacitância (Q), resistência à difusão (W) e valor estatístico Χ2 para cada etapa de 

fabricação dos sensores MIP/PPy e NIP/PPy. Condições:  sonda redox [Fe(CN)6]3−/4− 5 mmol L−1 em eletrólito suporte KCl 1 mol L−1. 

 

Eletrodo Rs (Ω) 
Cdl/CPE1 

Q1 (µF) 
Rct (Ω) W (Ω) Rp(Ω) CPE2  

Q2 (µF) 
X2 

SPCE não ativado 120,2 82,0 305,7 1454 - - 2,2x10-2 

SPCE ativado 115,3 110,0 143,3 1120 - - 2,1x10-2 

MIP/PPy-após 
eletropolimerização 

298,2 156,7 8797 4277 88,41 61,3 3,8x10-2 

MIP/PPy-após remoção 257,4 261,3 4124 2201 77,59 49,0 2,3x10-3 

NIP/PPy-após 
eletropolimerização 

278,1 233,0 6383 3180 69,49 54,8 4,6x10-2 

NIP/PPy-após remoção 262,3 255,5 5206 2977 61,84 46,0 6,0x10-2 

Rs: resistência da solução; Rct: resistência de transferência de carga na interface polímero|eletrólito; Rp: resistência do polímero; Cdl: capacitância da dupla 
camada elétrica; CPE: elemento de fase constante. 

Fonte: a própria autora. 
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Portanto, os resultados obtidos fornecem evidências robustas do 

aprisionamento da proteína na superfície do filme do sensor MIP/PPy durante a 

eletropolimerização, bem como da sua remoção subsequente à lavagem, em 

concordância com os dados obtidos até o momento.  

 

5.4 CARACTERIZAÇÃO MORFOLÓGICA 

As micrografias obtidas da superfície do eletrodo de trabalho para o MIP/PPy 

e o NIP/PPy após a eletropolimerização e a remoção da proteína S são mostradas na 

Figura 29.  

A análise por MEV mostra que o SPCE não modificado exibe uma superfície 

irregular. Após o processo de eletropolimerização, observa-se o surgimento de uma 

camada com partículas esféricas, características dos filmes de PPy (Rahmati et al., 

2021). De acordo com Lim e colaboradores (2013), o PPy puro apresenta uma 

superfície rugosa com uma aparência bulbosa.  

As mudanças morfológicas superficiais foram mais acentuadas no MIP/PPy,  

podendo estar relacionado a influência da proteína S na morfologia do filme polimérico 

durante a eletropolimerização. O NIP/PPy exibiu mudanças morfológicas mais sútis, 

porém, a formação do filme polimérico em sua superfície também é visualizada pelo 

aparecimento de uma camada com partículas esféricas. 

As irregularidades superficiais foram apenas suavizadas após a 

eletropolimerização, sugerindo a formação de um filme fino. Mesmo após a lavagem 

com HAc 10% (v/v) e SDS 0,2% (m/v), o filme manteve sua estrutura, indicando que 

o tratamento ácido utilizado para remover a proteína S não comprometeu a integridade 

do filme polimérico resultante. 
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Figura 29 – Imagens de microscopia eletrônica de varredura dos eletrodos SPCE 
sem modificação, MIP /PPy e NIP/PPy após a eletropolimerização e, após a 
remoção para o MIP/PPy e NIP/PPy. Ampliações de 6.000 vezes e 30.000 vezes. 

 

 

 
Fonte: a própria autora. 
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5.5 CARACTERIZAÇÃO TOPOGRÁFICA 

A topografia superficial dos eletrodos MIP/PPy e NIP/PPy foi investigada por 

AFM (Figura 30), e a análise estatística dos dados obtidos das imagens está resumida 

na Tabela 3. A rugosidade da superfície foi avaliada calculando o valor da raiz 

quadrada média (RMS) sobre uma área de 2 × 2 μm.  

 
Figura 30 – Imagens de microscopia de força atômica dos eletrodos SPCE sem 
modificação, MIP/PPy e NIP/PPy após a eletropolimerização e, MIP/PPy e NIP/PPy 
após a remoção. 
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Fonte: a própria autora. 

 

O SPCE exibiu uma superfície irregular, semelhante às imagens MEV, com 

rugosidade de 33,05 ± 1,45 nm, valor consistente com dados relatados na literatura 

(Zidarič et al., 2023).  

Após a eletropolimerização, observou-se aumento no valor de RMS do 

MIP/PPy (42,69 ± 3,57 nm) em comparação ao SPCE não modificado (30,66 ± 3,94 

nm), indicando a formação de uma matriz polimérica na superfície do SPCE (Zhang; 

Sun; Zhang, 2021; Zidarič et al., 2023). Contudo, o NIP/PPy (33,05 ± 1,45 nm) 

apresentou rugosidade semelhante a este último. Além disso, foram observadas 

estruturas circulares, semelhantes às imagens MEV.  

A rugosidade da MIP/PPy após a remoção da proteína S apresentou um 

aumento expressivo de 42,69 ± 3,57 para 75,54 ± 2,31 nm, sendo um indicativo da 

remoção bem-sucedida da proteína S da matriz polimérica (Aghoutane et al., 2020; 

Waffo et al., 2018). Por outro lado, o NIP/PPy lavado apresentou apenas um ligeiro 

aumento na rugosidade, com valor de 36,06 ± 3,54 nm. O aumento da rugosidade 

pode representar maior área de superfície ativa, resultando em correntes de pico mais 
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elevadas nos voltamogramas e uma menor resistência à transferência de carga nos 

espectros de impedância eletroquímica  (Schalenbach et al., 2023), o que corrobora 

com os resultados obtidos na caracterização eletroquímica. Também é demonstrada 

pela análise de AFM a prova de conceito na criação de cavidades impressas no 

MIP/PPy. 

A altura máxima do pico (Sp) e a altura máxima do pico ao vale (Rt) são outros 

parâmetros que fornecem informações sobre o processo de impressão química da 

proteína S (Tabela 3). Os valores de Sp e Rt para MIP/PPy após a eletropolimerização 

foram de 209,4 ± 6,15 e 310,1 ± 5,89 nm, respectivamente, seguidos por um aumento 

proeminente de 211,2 ± 7,92 nm e 419,2 ± 5,23 nm, respectivamente, após a remoção 

da proteína S. Para o NIP/PPy não foram observadas grandes diferenças nos valores 

de Sp e Rt, antes e depois da remoção da proteína S, o que denota que o MIP/PPy 

possui poros mais profundos que o NIP/PPy (Hashemi et al., 2021). 
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Tabela 3 – Resumo dos dados obtidos na análise de AFM para SPCE, MIP/PPy e NIP/PPy antes e após a remoção da molécula 

molde. 

Eletrodo 
Rugosidade 

quadrática média 
(RMS)/(nm) 

Rugosidade 
média 

(Sa)/(nm) 

Altura máxima do 
pico (Sp)/(nm) 

Profundidade máxima 
do vale (Sv)/(nm) 

Altura máxima do 
pico a vale (Rt)/(nm) 

SPCE 30,66 ± 3,94 22,57 ± 3,79 95,8 ± 4,67 112,9 ± 5,16 207,7 ± 1,91 
MIP/PPy após 

eletropolimerização 
42,69 ± 3,57  33,79 ± 3,40 209,4 ± 6,15 106,6 ± 5,80 310,1 ± 5,89 

MIP/PPy após etapa 
de remoção 

75,54 ± 2,31 60,09 ± 7,42 211,2 ± 7,92 217,1 ± 9,39 419,2 ± 5,23 

NIP/PPy após 
eletropolimerização 

 
33,05 ± 1,45 

24,24 ± 5,71 116,5 ± 5,02 164,4 ± 6,79 287,2 ± 3,11 

NIP/PPy após etapa 
de remoção 

36,06 ± 3,54 27,37 ± 7,46 118,3 ± 3,46 204,3 ± 6,01 315,5 ± 4,53 

Fonte: a própria autora. 
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5.6 ÂNGULO DE CONTATO 

 
Os resultados obtidos na medição do ângulo de contato (θ), permitiram 

acompanhar a evolução de cada etapa da síntese e classificar as superfícies dos 

sensores MIP/PPy e NIP/PPy como hidrofóbicas (θ ≥ 90˚) ou hidrofílicas (θ < 90˚) 

(Hebbar; Isloor; Ismail, 2017; Yuan; Lee, 2013), sendo que, a 

hidrofilicidade/hidrofobicidade pode ser utilizada como um parâmetro físico-químico 

pertinente para avaliar a biocompatibilidade de um material projetado. Um polímero 

com caráter mais hidrofóbico é uma propriedade de interesse, com evidências 

crescentes demonstrando o impacto significativo que essas interações hidrofóbicas 

têm com membranas lipídicas e proteínas (Pearce; O’Reilly, 2021)  

Conforme ilustrado na Figura 31, o SPCE demonstra um caráter hidrofóbico, 

e mesmo após a ativação com ácido sulfúrico esse caráter foi mantido. Após a 

eletropolimerização, observou-se que o filme de PPy puro (NIP/PPy) revelou ter uma 

superfície com caráter hidrofílico. Na presença da proteína S, o caráter hidrofílico é 

ligeiramente mais pronunciado. Os resultados obtidos são consistentes com os 

valores encontrados na literatura (Azioune et al., 2002; Mahmoodian; Pourabbas; 

Mohajerzadeh, 2015). O ângulo de contato pode ser influenciado por diversos fatores, 

sendo eles: o substrato utilizado, a presença de dopantes, a metodologia de síntese 

usada, as condições para a eletrodeposição do filme, a morfologia e a presença de 

biomoléculas como a molécula molde (Aparna et al., 2022; Azioune et al., 2002; 

Mahmoodian; Pourabbas; Mohajerzadeh, 2015; Schweiger et al., 2015; Teh; Lin, 

2005). Além disso, na literatura é relatado um caráter mais hidrofílico para filmes de 

PPy obtidos na presença de tampão fosfato e KCl (Azioune et al., 2002; Schweiger et 

al., 2015).  

As superfícies dos filmes demonstram uma maior propensão à hidrofobicidade 

após a lavagem com HAc 10% (v/v) e SDS 0,2% (m/v). Possivelmente, durante o 

processo de remoção, íons cloretos e fosfatos presentes são eliminados, reduzindo a 

hidrofilicidade da superfície dos sensores. A remoção desses íons permitem uma 

maior exposição do  sistema π-conjugado, característico de polímeros condutores, o 

que também contribui para a maior tendência hidrofóbica (Okuzaki; Kondo; Kunugi, 

1999). Além disso, o aumento das propriedades hidrofóbicas de uma superfície pode 

ocorrer com o aumento da rugosidade. Superfícies mais rugosas possuem uma área 

de interface sólido-líquido maior, o que resulta em maior energia líquida, podendo 
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levar ao aumento do ângulo de contato (Burton; Bhushan, 2005). Os valores de 

rugosidade obtidos por meio da análise de AFM indicam um aumento da rugosidade 

após a remoção da proteína S do filme polimérico, corroborando com o aumento do 

ângulo de contato após essa etapa. Mesmo assim, o caráter hidrofílico é mantido (θ < 

90˚), uma vez que o par solitário de elétrons de valência no nitrogênio poderia induzir 

ligações de hidrogênio entre o pirrol heterocíclico e as moléculas de água, o que 

auxilia no umedecimento do PPy (Teh; Lin, 2005).  

 

Figura 31 – Fotografias da gota de água estática sobre superfície dos eletrodos e 

seus respectivos valores dos ângulos de contato obtidos após cada etapa de 

fabricação dos sensores MIP/PPy e NIP/PPy.  

 
Fonte: a própria autora. 

 

Após a religação com 10 ng mL−1 de proteína S, a redução do ângulo de 

contato foi mais acentuada no sensor MIP/PPy. A proteína S possui em sua estrutura 

uma distribuição variada de aminoácidos hidrofílicos e hidrofóbicos (Mori et al., 2021). 

Dessa forma, pode-se inferir que o caráter mais hidrofílico pode estar relacionado à 

orientação preferencial dos locais com maior tendência hidrofóbica da proteína em 

direção aos sítios de reconhecimento na superfície do sensor MIP/PPy, deixando seus 

locais mais hidrofílicos na interface da proteína adsorvida (Pandey, 2020; Sahihi; 

Faraudo, 2022). No sensor NIP/PPy uma pequena redução no ângulo de contato foi 

observada (∆θ = 10), provavelmente relacionado às ligações não específicas. 

Portanto, com os resultados da análise de ângulo de contato é possível inferir que 

interações hidrofóbicas contribuem para a interação entre o filme polimérico e a 
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proteína S, e a maior variação do ângulo evidencia a presença de impressão química 

no sensor MIP/PPy. 

 

5.7 OTIMIZAÇÃO DA PRÉ-CONCENTRAÇÃO CONTROLADA ELETROQUIMICAMENTE DA PROTEÍNA 

S NO SENSOR MIP/PPY 

 

Os resultados obtidos até o momento demonstram que o sensor MIP/PPy 

apresenta melhor resposta analítica à proteína S, quando comparado ao sensor 

NIP/PPy, o que é atribuído às cavidades impressas. No entanto, a detectabilidade do 

sensor sob condições otimizadas (na faixa de ng mL−1) não é suficiente para detectar 

a proteína S em amostras de saliva, a qual encontra-se na faixa de fg mL−1 a alguns 

pg mL−1 (Nascimento et al., 2022). Assim, a fim de superar essa desvantagem, foi 

aplicado uma etapa de pré-concentração eletroquímica controlada durante a religação 

da proteína S, para melhorar significativamente a detectabilidade do método proposto. 

Pensando no valor do pH usado nos ensaios de religação da proteína S, de 

7,3, provavelmente há uma grande contribuição de interações eletrostáticas entre o 

filme polimérico e a molécula de interesse. Essas interações provavelmente ocorrem 

pelas cargas positivas presente na superfície do filme PPy com os resíduos de 

aminoácidos carregados negativamente nas cadeias laterais da proteína S, levando 

em consideração o pKa do filme PPy que se encontra na faixa de 9-11 (Pei; Qian, 

1991) e o ponto isoelétrico da proteína S de ~5,9 (Areo et al., 2021; Pandey, 2020). 

Além disso, sabe-se que utilizando uma pré-concentração controlada 

eletroquimicamente é possível controlar os estados de oxidação do filme PPy e torná-

lo carregado positivamente, o que favoreceria ainda mais as interações eletrostáticas 

(De Lazzari et al., 2019). Ademais, o uso de pré-concentração controlada 

eletroquimicamente promove a polarização da superfície do filme e pode induzir 

interações dipolo-dipolo entre a proteína S adsorvida e a proteína S em solução. Esta 

hipótese foi observada na adsorção de albumina sérica bovina (BSA) em eletrodos de 

carbono opticamente transparentes (OTCE) (Benavidez; Garcia, 2013). 

Dessa forma, os estudos iniciais da etapa de pré-concentração foram 

realizados com intuito de avaliar a influência do potencial aplicado sobre o ganho de 

sensibilidade na religação do analito alvo. Assim, inicialmente, o potencial de +0,5 V 

foi escolhido devido o PPy estar totalmente oxidado neste potencial (De Lazzari et al., 

2019). O critério de escolha do volume da solução de proteína S utilizado na religação, 
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por essa abordagem, levou em consideração um volume mínimo que cobrisse os três 

eletrodos presentes no designer do eletrodo impresso. Portanto, foram depositando 

30 µL de solução contendo 100 fg mL−1 de proteína S preparada em PBS 50 mmol L−1 

e o potencial de +0,5 V foi aplicado durante 1 minuto (De Lazzari et al., 2019).  

Nesse primeiro teste, notou-se que ao diminuir substancialmente a 

concentração de proteína S, o branco analítico, isto é, o PBS na concentração de 50 

mmol L−1, apresentou uma contribuição significativa no sinal analítico obtido, conforme 

a variação de corrente observada após sua leitura. Sendo assim, a influência do 

branco analítico foi investigada de forma mais abrangente. As concentrações 

estudadas de PBS na solução de religação variaram de 50 a 0,5 mmol L−1 e conforme 

os resultados alcançados (Figura 32), a concentração de 0,5 mmol L−1 (pH = 7,3) 

apresentou a menor contribuição no sinal analítico, sendo esta escolhida para dar 

continuidade na otimização da pré-concentração. 

 

Figura 32 – A) Valores de delta de corrente em função da concentração do tampão 
usado na pré-concentração da proteína S no sensor MIP/PPy. Condições: +0,5 V por 
1 minuto (n = 3). B) Voltamogramas de pulso diferencial para sonda redox 
[Fe(CN)6]3−/4− após religação com tampão e da proteína S. Religação com PBS 0,5 
mmol L−1 e de 100 fg mL−1 de proteína S em PBS 0,5 mmol L−1 (n = 3). 
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Fonte: a própria autora. 

 

Dando continuidade à otimização da pré-concentração, o tempo e o potencial 

aplicado foram investigados de forma mais aprofundada, e os resultados obtidos estão 

apresentados na Figura 33.  

Em relação ao tempo de pré-concentração, observou-se que o intervalo de 

um minuto apresentou a melhor resposta (Figura 33A). Entretanto, tanto para tempos 

mais curtos quanto para tempos mais longos, a variação de corrente após a religação 

da proteína S foi menor. No caso de dois minutos, houve um aumento na resposta do 

branco analítico, resultando em uma redução na variação de corrente para a proteína 

S ao subtrair seu sinal da resposta obtida. 

Para avaliar adequadamente a influência do potencial aplicado na pré-

concentração da proteína S, foi realizado um experimento sem a aplicação de 

potencial, no qual 30 µL de uma solução contendo 100 fg mL−1 de proteína S também 

foram depositados. O objetivo foi determinar se o sensor MIP/PPy seria capaz de 

detectar essa concentração sem a aplicação do potencial. Os resultados confirmaram 

que o ganho de detectabilidade do sensor é atribuído à pré-concentração controlada 

eletroquimicamente (Figura 33B). 
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Figura 33 – Valores de delta de corrente em função do tempo de acumulação (A) 
e do potencial aplicado (B) na pré-concentração de 100 fg mL−1 de proteína S no 
sensor MIP/PPy (n = 4). Condições: sonda redox [Fe(CN)6]3−/4− 5,0 mmol L−1 em KCl 
1,0 mol L−1. 
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Fonte: a própria autora. 
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A maior variação de corrente de pico anódico foi obtida utilizando os potenciais 

de +0,6 V e +0,7 V. Entretanto, ao aplicar o potencial de +0,8 V, o branco analítico 

apresentou novamente uma contribuição significativa na resposta, o que reduziu a 

variação de corrente da proteína S ao descontá-lo do sinal analítico. Como o desvio 

padrão relativo (RSD, %) ao utilizar +0,6 V foi menor (8,6%) em comparação às 

medições com +0,7 V (14,5%), o potencial de +0,6 V foi considerado ideal para a 

religação. Resultados semelhantes foram relatados para a pré-concentração de outras 

biomoléculas, como a glicoproteína gp51 do vírus da leucemia bovina em eletrodos 

modificados com filme de PPy, utilizando detecção amperométrica pulsada com o 

mesmo potencial (Ramanaviciene; Ramanavicius, 2004). 

Por fim, foi realizada a pré-concentração da proteína S no sensor NIP/PPy 

para verificar a contribuição das cavidades impressas no MIP/PPy. O perfil 

voltamétrico correspondente à pré-concentração de 100 fg mL−1 de proteína S em 0,5 

mmol L−1 PBS (pH = 7,3), aplicando um potencial de +0,6 V por um minuto para o 

MIP/PPy e o NIP/PPy, é apresentado na Figura 34.  

 

Figura 34 – Voltamogramas de pulso diferencial para sonda redox [Fe(CN)6]3−/4− em 
KCl 1 mol L−1 após a pré-concentração de 100 fg mL−1 de proteína S para o MIP/PPy 
e o NIP/PPy. 
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Fonte: a própria autora. 

 

Os resultados obtidos indicam que, mesmo após a pré-concentração, o 

NIP/PPy não apresentou variação de corrente significativa em resposta à religação do 

analito, o que reafirma a presença de sítios de ligação específicos no MIP/PPy. Dessa 

forma, a impressão química foi confirmada em ambas as condições, com e sem o 

procedimento de pré-concentração. 

 

 

5.8 DESEMPENHO ANALÍTICOS DO SENSOR MIP/PPY 

 

A curva analítica foi construída por meio da leitura de soluções contendo 

diferentes concentrações de proteína S. Para cada concentração foi usado um sensor 

MIP/PPy, previamente fabricado. A faixa de concentração do analito foi de 25 a 125 

fg mL−1, conforme ilustra a Figura 35. 

O sensor MIP/PPy apresentou uma resposta linear com o aumento da 

concentração de proteína S até 125 fg mL−1. A regressão linear pode ser descrita pela 

equação ΔI (µA) = 4,50x108(± 0,02) [proteína S SARS-CoV-2] (fg mL−1) – 4,2x10-8(± 

2,32) com coeficiente de determinação (R2) igual a 0,996. O ajuste do modelo linear 

aos dados foi avaliado por análise de variância (ANOVA) com nível de confiança de 

95% e obteve-se um Fcalculado (MSRegression/MSResidue) de 1038,42 superior ao F1,28 = 

4,20 tabelado, confirmando uma forte relação linear entre os dados e que o modelo 
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linear se ajusta aos resultados experimentais (Neto; Scarminio; Bruns, 2010). 

Também não foi observado falta de ajuste do modelo, uma vez que o Fcalculado = 1,22 

(MSLack of fit/MSPure error) foi menor que o valor tabelado de F8,20 = 2,45 (Neto; Scarminio; 

Bruns, 2010). O sensor proporcionou limites de detecção (LD) e quantificação (LQ) 

estimados em 6,8 fg mL–1 (0,1 fmol L–1) e 22,5 fg mL–1 (0,3 fmol L–1), respectivamente. 

 

Figura 35 – Voltamogramas de pulso diferencial (A) após religação de diferentes 
concentrações de proteína S (25, 30, 40, 50, 65, 80, 90, 100, 115, 125 fg mL−1). 
Curva analítica (B) para proteína S utilizando o sensor MIP/PPy (n = 3). Condições: 
sonda redox [Fe(CN)6]3−/4− 5 mmol L−1 em eletrólito suporte KCl 1 mol L−1. 
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Fonte: a própria autora. 

 

Como os métodos moleculares, em geral, apresentam seus LDs na unidade 

de cópias por mL, o valor de LD encontrado para o sensor fabricado foi convertido 

para esta unidade, utilizando a equação relatada por Tabrizi e colaboradores (2022). 

De acordo com a literatura, cada SARS-CoV-2 tem entre 25 e 40 proteínas spike em 

sua superfície (Laue et al., 2021), portanto, o LD do sensor MIP/PPy proposto foi 

encontrado como sendo 1,5–2,4 x 103 cópias por mL, usando a equação (1): 

 𝑐ó𝑝𝑖𝑎𝑠 𝑝𝑜𝑟 𝑚𝐿 = 𝑚𝑜𝑙𝑎𝑟𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒í𝑛𝑎 𝑆 𝑑𝑒 𝑆𝐴𝑅𝑆−𝐶𝑜𝑉−2𝑛ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑠𝑝𝑖𝑘𝑒𝑠 𝑛𝑜 𝑣í𝑟𝑢𝑠 + 𝑛ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑎𝑣𝑜𝑔𝑎𝑑𝑟𝑜   (1) 

 

O reconhecimento da proteína S pelo sensor MIP foi avaliado por meio da 

estimativa da constante de dissociação de equilíbrio (KD) com o número máximo 

correspondente de sítios de ligação presentes no filme (BMAX) conforme descrito por 

Karimian (2014).  

O reconhecimento entre um receptor específico e um analito alvo fornece 

informações sobre a seletividade e saturabilidade em sistemas biológicos, sendo a 

ocupação do receptor quantificada de acordo com a Lei da Ação de Massa. Esse 

https://www-sciencedirect-com.ez78.periodicos.capes.gov.br/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/binding-site
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modelo estabelece a relação entre a concentração do ligante, ocupação do receptor 

e a constante de dissociação (Heuvel, 2018).  

Durante a captura do analito pelo receptor (fase de associação) interações 

não específicas causadas pela presença de impurezas na solução do analito também 

são muito prováveis de ocorrer. Portanto, a lavagem posterior é realizada com intuito 

de remover os analitos e componentes restantes que não estão fortemente ligados na 

superfície do sensor. Esta fase é chamada de fase de dissociação. Após esta fase ter 

sido concluída com sucesso, o sinal obtido mostrará um estado estável. O equilíbrio é 

alcançado quando as taxas de associação e dissociação são iguais. As constantes de 

equilíbrio de associação e dissociação representam a afinidade da interação entre 

receptor e analito (ligante) (Nurrohman; Chiu, 2024). 

A constante KD é fundamental na descrição de interações entre moléculas, 

como de ligantes e receptores, pois reflete a sua afinidade. Matematicamente, KD é 

definido como a concentração do ligante livre na qual metade dos sítios de ligação 

estão ocupados. Valores baixos de KD indicam uma alta afinidade, ou seja, as 

moléculas tendem a permanecer ligadas, enquanto valores altos indicam uma baixa 

afinidade, sugerindo que o complexo ligante-receptor é menos estável e se dissocia 

rapidamente. Uma faixa típica para os valores de KD em biossensores é de 10−5 a 

10−12. Dessa forma, um KD baixo significa que o sensor possui alta sensibilidade para 

detectar até concentrações mínimas do analito alvo (Nurrohman; Chiu, 2024). 

A isoterma de ligação do receptor sintético (sensor MIP/PPy) para a proteína 

S (Figura 36), foi ajustada usando a equação (2): 

 𝑖0−𝑖𝑖0 = 𝐵𝑀𝐴𝑋.𝑐𝐾𝐷+𝑐 + 𝑁𝑆 . 𝑐                                             (2) 

 

onde KD representa a dissociação de equilíbrio, BMAX o número máximo 

correspondente de sítios de ligação presentes no filme, c é a concentração do alvo, e 

NS a constante de ligação para a adsorção não específica. Esta equação refere-se a 

um modelo matemático baseado na isoterma de Langmuir para dois tipos de ligação 

simultânea: nos sítios de reconhecimento específico dentro do filme polimérico e na 

superfície do eletrodo devido à adsorção não específica (Karimian; Turner; Tiwari, 

2014). Para ajustar o modelo aos dados experimentais e determinar os valores finais 

dos parâmetros Bmax, KD e NS, foi necessário inicialmente atribuir valores estimativos 

https://www-sciencedirect-com.ez78.periodicos.capes.gov.br/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/binding-site
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para esses parâmetros. Os valores iniciais utilizados para a construção do modelo 

foram: Bmax = −0,01738, KD = 0,16282 e NS = 0,08221. Esses valores foram escolhidos 

com base em testes preliminares e na compreensão do comportamento experimental 

esperado. Com o modelo construído, o ajuste dos parâmetros foi realizado utilizando 

técnicas de regressão não linear, de modo a minimizar os desvios entre os valores 

teóricos previstos pelo modelo e os dados experimentais observados.  

 

Figura 36 – Isoterma de ligação do sensor MIP/PPy em diferentes concentrações 
de proteína S SARS-CoV-2 (0,32; 0,39; 0,52; 0,64; 0,84; 1,03; 1,16; 1,29; 1,48; 1,61 
fmol L−1). Condições: sonda redox [Fe(CN)6]3−/4− 5 mmol L−1 em eletrólito suporte KCl 
1 mol L−1. 
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Fonte: a própria autora. 

 

O valor de KD para o sensor MIP/PPy foi 0,14 fmol L−1, o que indica uma alta 

afinidade entre o sensor MIP e a proteína S, sendo superior às interações de 

anticorpos e ACE2 com a proteína S, conforme exemplificado a seguir.  

Velappan e colaboradores (2022), descreveram o isolamento de 18 anticorpos 

humanos de cadeia única anti-SARS-CoV-2, cujos valores de KD para RBD variaram 

de ~4 a 900 nmol L−1, determinados por ressonância plasmônica de superfície (SPR, 

do inglês Surface plasmon resonance), técnica que permite o monitoramento em 
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tempo real dos eventos de ligação (Bognár, 2022). Pinto e colaboradores (2020) 

investigaram diversos anticorpos monoclonais direcionados contra a proteína S do 

SARS-CoV-2 e estimaram os valores de KD usando um modelo de ajuste global 

(Octet), relatam afinidade com a proteína S com KD < 1 pmol L−1 para RBD e KD = 15 

pmol L−1 para proteína S. Bognár e colaboradores (2022) também avaliaram uma 

abordagem para a geração de microarrays baseado em MIP para reconhecimento do 

RBD da proteína S em chips de SPR. Eles estimaram os valores de KD em diferentes 

matrizes (PBS, saliva, tampão de extração), obtendo valores na faixa de 1,6 – 60 nmol 

L−1, que excedem a afinidade de RBD para seu alvo natural, a ACE2, cujas constantes 

de dissociação variaram de 4,7 nmol L−1 a 15 nmol L−1. 

Uma comparação das características do sensor proposto com outros 

sensores e biossensores eletroquímicos desenvolvidos para detecção de proteína S 

de SARS-CoV-2 é apresentada na Tabela 4. É possível destacar, de modo geral, a 

maior simplicidade na preparação do sensor, menor tempo de resposta e baixo LD 

comparado à maioria dos sensores relatados na literatura.  

Essas vantagens estão atreladas ao sucesso na impressão química da 

protepina S empregando uma eletrossíntese em apenas uma única etapa, sem a 

necessidade de funcionalizações adicionais usando nanomateriais, levando a um 

processo de fabricação mais rápido, simples e com menor custo quando comparado 

com outros sensores. A estratégia de pré-concentração eletroquímica utilizada 

permitiu um tempo de resposta rápido, sendo viável a aplicação do sensor em análises 

de point-of-care, além de conferir uma melhora significativa na detectabilidade do 

sensor eletroquímico.
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Tabela 4 – Comparação do sensor MIP/PPy com outros sensores e biossensores eletroquímicos para detecção da proteína S do 
SARS-CoV-2. 

 Eletrodo Técnica 
Tempo de 
síntese1 LQ 

Tempo de 
incubação2 Ref. 

Sensores-MIP       

PPy SPCE DPV 
2 h 52 min 
(4 etapas) 

22,5 fg mL−1 1 min Este trabalho 

PAPBA Au-TFME SWV 
~ 3 h 

(7 etapas) 
3,8 pg mL−1 15 min (Ayankojo et al., 2022)  

P[Bvim]Br/ 
rGO/AuNPs 

AN SWV 
3 h 30 min* 
(7 etapas) 

100 pg mL−1 30 min (Yang et al., 2023) 

PAPBA SPCE DPV 
~ 13 h  

(10 etapas) 
5,0 pg mL−1 30 min (Yin et al., 2023) 

PPy Pt 
Ampero-
metria 

1 h 20 min 
(6 etapas) 

5,0 µg mL−1** > 1 min 
(Ratautaite et al., 

2022) 
Biossensores       

Anticorpo IgM  GO-ePAD SWV 
~ 3 h 

(6 etapas) 1,0 ng mL−1** 45 min (Yakoh et al., 2021) 

MOFs/ 
ACE2 

SPCE EIS 
- 

(4 etapas)* 
100 fg mL−1 5 min 

(Mehmandoust et al., 
2022) 

MBs-ACE2/ 
ACE2-AuNPs 

SPCE DPV 
~ 1 h* 

(3 etapas) 
0,9 ag mL−1** 1 h 

(Nascimento et al., 
2022) 

MBs/Mab e Pab anti-
proteína N/Pab anti-rabbit-

AP 
SPCE DPV 

1h 30 min* 
(4 etapas) 

40 ng mL−1** 30 min (Fabiani et al., 2021) 

1Tempo estimado e número de etapas de preparo para obtenção do sensor, conforme relatado pelos autores na seção experimental.  
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2Tempo de incubação do sensor com amostra antes da medição eletroquímica.  
*Tempo estimado e número de etapas de síntese apenas para fabricação do sensor, não considerando a síntese dos materiais 
utilizados na modificação do eletrodo.  
** Concentração do primeiro ponto da curva usado como referência, uma vez que os autores não relataram o LQ. 
PAPBA: ácido poli(3-aminofenilborônico); P[Bvim]Br: brometo de poli(1-vinil-3-butilimidazolio); APTMS: (3-
Aminopropil)trimetoxissilano; PPy: polipirrol; MBS: esferas magnéticas; rGO: óxido de grafeno reduzido; GO: óxido de grafeno; MOF: 
estruturas organometálicas; ACE2: enzima conversora de angiotensina 2; AP: fosfato alcalino; Pab: anticorpo policlonal.; Mab: 
anticorpo monoclonal; ePAD: dispositivo analítico eletroquímico baseado em papel; Au-TFME: eletrodo metálico de película fina de 
ouro; AN: agulha de acupuntura; Pt: platina; SPCE: eletrodos de carbono serigrafados; BDD: eletrodo de diamante dobado com boro. 
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A capacidade do MIP/PPy de reconhecer seletivamente a proteína S foi 

avaliada pela exposição do sensor a outras proteínas (antitripsina, HAS, transferrina, 

HigG e lisozima). A escolha dessas proteínas foi baseada no ponto isoelétrico, peso 

molecular e possível presença em amostras clínicas. Na Figura 37, observa-se que a 

resposta para a proteína S foi muito maior do que para as outras proteínas analisadas, 

demonstrando que o sensor MIP/PPy apresenta boa seletividade. Mesmo para a 

transferrina, que possui ponto isoelétrico e massa molecular próximos ao da proteína 

S, o sensor MIP/PPy apresentou resposta superior para o analito de interesse. A 

transferrina consiste em duas subunidades idênticas que diferem da estrutura 

trimerizada da proteína S do SARS-CoV-2, o que sugere que as cavidades impressas 

apresentam interação não apenas em tamanho, mas também pelo arranjo dos grupos 

funcionais (Pandey, 2020; Silva et al., 2021). 

 

Figura 37 – Valores de delta de corrente obtidos para diferentes proteínas em 
comparação a proteína S no estudo de seletividade do sensor MIP/PPy (n = 3). 
Condições: sonda redox [Fe(CN)6]3−/4− 5 mmol L−1 em eletrólito suporte KCl 1 mol L−1. 
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Fonte: a própria autora. 

 

A repetibilidade da preparação do sensor foi avaliada utilizando dez sensores 

MIP/PPy na determinação de proteína S na concentração de 100 fg mL−1. As medidas 
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apresentaram perfil voltamétrico e correntes similares, com RSD de 2,8% no processo 

de religação, o que indica boa repetibilidade. 

Figura 38 – Voltamogramas cíclicos e valores de delta de corrente de 10 sensores 
MIP/PPy após a religação de 100 fg mL−1 de proteína S. Condições: sonda redox 
[Fe(CN)6]3−/4− 5 mmol L−1 em eletrólito suporte KCl 1 mol L−1. 
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Fonte: a própria autora. 

 

A estabilidade do armazenamento do sensor MIP/PPy também foi investigada. 

O termo "estabilidade" refere-se à variação nos sinais de detecção durante o 

armazenamento de longo prazo (Sari et al., 2022). Assim, para este estudo vários 

sensores foram preparados e armazenados sob refrigeração (4 ºC) por 14 dias.  As 

medidas (n = 3) para detecção de 100 fg mL−1 de proteína S, foram realizadas em 5 

períodos diferentes (1, 3, 7, 10 e 14 dias), sendo a leitura do dia 1 realizada no mesmo 

dia em que o sensor foi fabricado. Conforme observado na Figura 39, durante o tempo 

de armazenamento estudado, o sensor MIP/PPy apresentou uma eficiência de 85% 

após 14 dias, em relação a resposta obtida no primeiro dia, o que representa uma 

redução de apenas 15% no sinal de corrente. 
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Figura 39 – Valores das porcentagens obtidas no estudo de estabilidade do sensor 

MIP/PPy (n = 3) por 14 dias. Condições: religação com 100 fg mL-1 de proteína S; 

medidas em sonda redox [Fe(CN)6]3−/4− 5 mmol L−1 em eletrólito suporte KCl 1 mol 

L−1. 
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Fonte: a própria autora. 

 

5.9 APLICAÇÃO DO SENSOR EM AMOSTRAS DE SALIVA 

 

Foi avaliada a aplicação prática do sensor MIP/PPy para a análise de 

amostras de saliva. Inicialmente, investigou-se a influência da matriz na resposta 

análitica, uma vez que a saliva é composta por água, substâncias orgânicas, 

proteínas, enzimas e sais minerais, conferindo-lhe uma certa complexidade (Fini, 

2020). Para tanto, uma amostra negativa para COVID-19 foi diluída em diferentes 

proporções utilizando PBS 0,5 mmol L−1 (pH 7,3) e submetida ao processo de pré-

concentração. Conforme ilustrado na Figura 40, foi possível quantificar o SARS-CoV-

2 em amostras de saliva sem interferências da matriz apenas com a diluição da 

amostra (em 200 vezes). Esse resultado demonstra que, além da alta detectabilidade 

proporcionada pela pré-concentração e do reconhecimento específico pelo MIP/PPy, 

a simples diluição da saliva se mostrou uma solução eficaz para contornar o efeito de 

matriz, constituindo-se, portanto, um ponto forte deste estudo. 
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Figura 40 – Voltamogramas de pulso diferencial para sonda redox [Fe(CN)6]3−/4− 5 
mmol L−1 em solução KCl 1 mol L−1 para o sensor MIP/PPy após incubação de saliva 
diluída em 0,5 mmol L−1 PBS (n = 3). Diluições de A) 50 vezes, B) 100 vezes, C) 150 
vezes e D) 200 vezes. 
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Fonte: a própria autora. 

 
Posteriormente, o sensor MIP/PPy foi aplicado em dez amostras coletadas de 

pacientes saudáveis, que foram enriquecidas com concentrações de 65 e 100 fg mL−1 

de proteína S. De acordo com os resultados alcançados na Tabela 5, os valores de 

recuperação variaram de 91% e 103% e os baixos valores de RSD demonstram a 

viabilidade do sensor para análise livre de interferências de amostras de saliva 

diluídas.  
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Tabela 5 – Porcentagem de recuperação de proteína S em saliva de pacientes 

saudáveis em ensaios de adição e recuperação, em detecção voltamétrica 

empregando o sensor MIP/PPy (n = 2). 

Amostra 
Adicionado 
 (fg mL−1) 

Encontrado 
 (fg mL−1) 

RSD  
(%) 

Recuperação 
(%) 

 0 - - - 
S1 65 62 ± 3,7 4,4 96 

 100 102 ± 3,3 3,2 102 
 0 ND - - 

S2 65 60 ± 3,5 5,8 92 
 100 95 ± 2,4 2,5 95 
 0 ND - - 

S3 65 64 ± 2,7 4,2 98 
 100 103 ± 3,2 3,1 103 
 0 ND - - 

S4 65 59 ± 2,5 4,2 91 
 100 99 ± 3,0 3,0 99 
 0 ND - - 

S5 65 60 ± 3,1 5,2 92 
 100 98 ± 4,3 4,4 98 
 0 ND - - 

S6 65 63 ± 2,5 4,0 97 
 100 101 ± 2,9 2,9 101 
 0 ND - - 

S7 65 61 ± 2,2 3,5 94 
 100 97 ± 3,5 3,6 97 
 0 ND - - 

S8 65 62 ± 2,3 3,7 96 
 100 99 ± 4,2 4,2 99 
 0 ND - - 

S9 65 60 ± 3,2 5,3 92 
 100 101 ± 4,1 4,1 101 
 0 ND - - 

S10 65 60 ± 2,8 4,7 92 
 100 103 ± 2,8 2,7 103 

ND: não detectado.  

Fonte: a própria autora. 

 

Por fim, o sensor MIP/PPy foi aplicado em três amostras de saliva de 

pacientes infectados com SARS-CoV-2, previamente validadas por RT-PCR, 

utilizando amostras de swab nasofaríngeo. As concentrações encontras para proteína 
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S nas amostras positivas analisadas e as respectivas variações de correntes obtidas 

estão resumidas na Tabela 6.  

 

Tabela 6 – Concentração de proteína S encontrada em saliva de pacientes infectados 

com COVID-19 empregando o sensor MIP/PPy (n = 2). 

Paciente (Cta) 
Respostas 

(ΔI, µA) 

Concentração de 
proteína S  
(fg mL−1)* 

Concentração de 
proteína S 

(cópias por mL) 
S11 (27) 31 ± 3,5 13.600 ± 6,3 2,7–4,2 x 106

 

S12 (26) 34 ± 3,0 14.200 ± 8,7 2,9–4,7 x 106 
S13 (22) 38 ± 2,5 15.200 ± 7,9 3,2–5,1 x 106 

a Valores de cycle threshold determinado por RT-PCR. *Concentração após multiplicar pelo fator de 
diluição (200 vezes). 

Fonte: a própria autora. 

 

A variação observada na resposta do sensor pode estar relacionada à carga 

viral nas amostras, que pode variar dependendo do ciclo viral do paciente infectado 

pelo SARS-CoV-2 (Xavier et al., 2020). Os valores cycle threshold (Ct) obtidos no teste 

RT-PCR são indicativos da carga viral dos indivíduos. O Ct é uma medida 

semiquantitativa que indica a quantidade de ciclos necessários para que o sinal de 

fluorescência ultrapasse um determinado limite de detecção, indicando a presença do 

material genético viral. Quanto menor o valor de Ct, ou seja, menor o número de ciclos 

necessários para que o sinal de fluorescência ultrapasse o limite de detecção, maior 

é a quantidade de material genético presente na amostra. Assim, existe uma relação 

inversamente proporcional entre os valores de Ct e a carga viral (Sarkar; Sinha; 

Sarkar, 2020; Tom; Mina, 2020). Em geral, indivíduos com alta carga viral apresentam 

valores de Ct < 20, Ct de 33–35 está associado a baixa infecciosidade e Ct = 40 sendo 

o ponto de corte entre indivíduos positivamente e negativamente identificados 

(Szunerits et al., 2022).  

Os valores de concentração da proteína S presentes nas amostras de saliva 

analisadas neste trabalho são semelhantes aos resultados reportados na literatura. 

Nascimento e colaboradores (2022), por exemplo, identificaram uma faixa de 

concentração predominante entre 5.000 e 20.000 fg mL–1 em 16 amostras de saliva 

analisadas por um sensor eletroquímico desenvolvido. Da mesma forma, Ning e 

colaboradores (2021) analisaram 43 amostras de saliva, obtendo uma média de 3,8 x 

106 cópias por mL em uma nova abordagem de detecção baseada em CRISPR (do 
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inglês, Cluster of Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats), validada pela 

técnica de RT-PCR. 

Portanto, a detecção de SARS-CoV-2 foi realizada com sucesso em amostras 

de saliva. Os resultados obtidos ressaltam a eficiência do método analítico, 

demonstrando o potencial da utilização do sensor desenvolvido no diagnóstico da 

COVID-19. 
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6. CONCLUSÕES  

O presente trabalho descreve o desenvolvimento de um novo sensor 

biomimético utilizando tecnologia de impressão química baseada em filme de polipirrol 

para a detecção da proteína spike do SARS-CoV-2. A fabricação do sensor MIP/PPy 

envolveu um processo de eletrossíntese rápido, simples e reprodutível. 

As caracterizações eletroquímicas e morfológicas do eletrodo, realizadas por 

meio das técnicas de voltametria cíclica, espectroscopia de impedância eletroquímica, 

microscopia eletrônica de varredura, microscopia de força atômica e ângulo de 

contato, foram fundamentais para compreender a formação do filme de polipirrol, 

confirmar a criação dos sítios específicos, e avaliar a interação da proteína S com o 

filme polimérico sobre a superfície do eletrodo de trabalho. A pré-concentração 

controlada eletroquimicamente permitiu alcançar alta detectabilidade, tornando o 

sensor capaz de detectar concentrações no nível fg mL−1 em amostras de saliva, uma 

matriz que é facilmente coletada e mais fácil de manusear em comparação com 

espécimes nasofaríngeos coletados por meio de swabs. 

O diagnóstico de COVID-19 usando o sensor MIP/PPy em amostras de saliva 

foi viabilizado utilizando um pequeno volume de 30 µL, com preparo mínimo da 

amostra, envolvendo apenas diluição, com um tempo de resposta rápido facilitado 

pela pré-concentração por meio da aplicação de um potencial de +0,6V por 1 minuto. 

A seletividade do MIP/PPy em relação à proteína S em comparação ao polímero não 

impresso (NIP/PPy) foi destacada, demonstrando excelente seletividade para a 

proteína S em relação a outras proteínas, incluindo HSA, IgG, antitripsina, transferrina 

e lisozima. Além disso, o sensor foi capaz de quantificar a proteína S em três amostras 

de saliva positivas para COVID-19, previamente analisadas por RT-PCR, 

demostrando ser uma ferramenta promissora no diagnóstico do SARS-CoV-2. A 

análise de um volume maior de amostras permitiria a determinação de parâmetros 

clínicos como taxas de verdadeiro negativo e verdadeiro positivo, a curva Receiver 

Operating Characteristic (ROC) e o valor de corte. Não obstante, com os dados 

obtidos é possível demonstrar o potencial das estratégias empregadas no 

desenvolvimento do sensor MIP/PPy para o diagnóstico da COVID-19, que também 

podem ser exploradas para o diagnóstico de outras doenças. 
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