SAUDE 4

Avancos nos
diagnosticos

Novos sensores desenvolvidos no Brasil
fazem andlises clinicas mais sensiveis
e deteccao precoce da dengue

Evanildo da Silveira

e o o o o o

ois sensores desenvolvidos recentemente podem

levar a métodos de analises clinicas e a diagndsticos

de doencgas mais rapidos e baratos. Em Séo Carlos,

uma equipe da Universidade de Sdo Paulo (USP)
aperfeicoou um tipo de transdutor quimico, chamado sistema
de deteccfio condutométrica sem contato (C*D), tornando-o 10
mil vezes mais sensivel. O avanco o deixa equiparavel aos me-
lhores métodos existentes para analises clinicas ou quimicas
em sistemas microfluidicos que utilizam microchips. No Rio
de Janeiro, pesquisadores da Pontificia Universidade Catdlica 6
(PUC-Rio0), em parceria com pesquisadores da Universidade
Federal de Pernambuco (UFPE), criaram um sensor de fibra
Optica para diagnosticar a dengue.

O quimico Renato Souza Lima, do Instituto de Quimica de
Séo Carlos (IQSC) da USP e do Laboratério Nacional de Na- 6
notecnologia (LNNano) do Centro Nacional de Pesquisa em
Energia e Materiais, de Campinas, diz que na tltima década
dispositivos microfluidicos tém sido muito usados como fer-
ramenta analitica em dreas diversas como a analise de metais
pesados, controle de qualidade de bebidas e alimentos e em
aplicacdes bioldgicas na drea de medicina. Os microchips
com o sistema C*D tém outras vantagens, como a facilidade
de miniaturizacfo e o seu carater universal como detector.
“Isso faz dessa técnica uma alternativa ideal para uma varie-
dade enorme de andlises quimicas e bioquimicas”, diz Lima.
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Apesar de suas vantagens, a C*D apre-
sentava, no entanto, uma limitacéo im-
portante quando comparada a técnicas
eletroquimicas classicas como a ampe-
rometria e a voltametria: a sua baixa sen-
sibilidade. “Esses dois tipos de andlises
sdo milhares de vezes mais sensiveis que
a deteccdo sem contato (C*D)”, explica
Emanuel Carrilho, professor do IQSC da
USP e orientador do doutorado de Lima.
“Por isso, nosso objetivo foi aumentar a
eficiéncia do dispositivo com a expanséo
da 4rea de cobertura dos eletrodos (res-
ponsaveis pela deteccfio das substancias
em andlise) e a reducfio da espessura
do dielétrico (isolante elétrico que os
cobre). Ou seja, 0 que fizemos foi trans-
formar o dispositivo para diagndstico,
que era pouco sensivel, em um sistema
10 mil vezes mais eficiente.”

Para chegar a esse resultado, os pes-
quisadores de Sdo Carlos modificaram
a arquitetura do equipamento, trocando
os eletrodos de lugar. Normalmente, os
microchips com C*D sdo compostos por

uma ldmina de vidro com microcanais,
pelos quais corre o fluido que se quer
analisar, e uma outra, plana, que serve
como “tampa” e na qual estfo instala-
dos dois eletrodos. Nessa configuragéo,
eles ficam fora dos microcanais, grava-
dos em outra ldmina de vidro. Assim, a
Unica forma de elevar a sensibilidade
do dispositivo seria aumentar a area de
deteccéo dos eletrodos, o que é pouco
pratico. “Nossa solucéo foi colocd-los
dentro dos microcanais, como um anel
concéntrico”, conta Carrilho. Para evitar
que o eletrodo entre em contato com a
substincia a ser analisada, caracteristica
do detector C*D, ele é isolado por meio
de uma cobertura fina, feita com uma
camada de 200 nandémetros de didxido
de silicio.

Para fazer a analise clinica de sangue
ou urina, por exemplo, uma gota do ma-
terial é induzida a passar pelos canais,
onde o eletrodo detecta a presenca das
substincias de interesse, sejam endd-
genas, como glicose ou 4cido urico, por
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A diferenca entre os microchips

O sensor tem uma lamina de vidro com microcanais em que corre o fluido a ser analisado. Os pesquisadores
aumentaram a area dos eletrodos e os colocaram dentro do canal, isolados por uma camada fina de silica
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exemplo, ou exdgenas, como farmacos
e poluentes. Isso é feito de forma indi-
reta, porque o sensor (microchip) mede
a condutividade elétrica da amostra de
microfluido. “Essa condutividade muda
de substéncia para substincia e de con-
centracdo para concentracio de uma
mesma substincia”, explica Carrilho.
“Qualquer uma que alterar a conduti-
vidade da solucéo preenchendo o canal
pode ser detectada.”

OPTICA NA DENGUE

O sensor desenvolvido pelas equipes da
PUC-Rio e UFPE, por sua vez, é baseado
na ressonancia de plasmon de superficie
localizado (LSPR, na sigla em inglés),
um fenémeno dptico que ocorre quando
a luz interage com nanoparticulas me-
talicas, induzindo a uma excitacéo co-
letiva de elétrons. A LSPR permite que
determinados comprimentos de onda
(cores) possam ser absorvidos. A fisica
Isabel Cristina Carvalho, responsavel
pelo Laboratério de Optoeletronica do
Departamento de Fisica da PUC-Rio e
uma das coordenadoras do trabalho, ex-
plica que o dispositivo é feito com um
fino filme de ouro com 6 nandémetros de
espessura depositado na ponta de uma
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fibra 6ptica e depois aquecido por quatro
minutos a 600°C, o que o transforma em
nanoparticulas de ouro.

“Em uma ponta da fibra, sobre as na-
noparticulas de ouro, é fixado o anti-
corpo NS1 da proteina de mesmo nome
excretado pelo virus”, diz Rosa Dutra,
professora da PUC-Rio. “A outra ponta é
conectada a um acoplador, do qual saem
duas outras fibras opticas, uma que se-
ra ligada a uma fonte de luz branca e a

COMO E FEITO O TESTE
Passando pelo eletrodo, o fluido recebe
carga elétrica e, com isso, mede-se
a condutividade das substancias nele
presentes. A condutividade varia
de acordo com o tipo de substancia
e concentragdo na amostra
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outra a um espectrometro que detecta o
sinal refletido na ponta da fibra contendo
as nanoparticulas e os anticorpos anti-
-NS17, diz Isabel. No teste, se a solucéo
ndo contiver o antigeno, 0 comprimento
de onda medido pelo espectrometro ndo
sofre modificacdo. Caso contrario, o sinal
medido sofrera varia¢des na cor, o que
determinara as diferentes concentracdes
do antigeno NS1.

Alexandre Camara, aluno de doutora-
do de Isabel, explica como esse conjunto
funciona. “O efeito LSPR devido as na-
noparticulas imobilizadas com anticor-
pos anti-NS1 na ponta da fibra 6ptica é
afetado pelo ambiente externo, ou seja,
com a presenca ou néo de antigeno NSI.
A resposta do sensor é altamente depen-
dente desse ambiente externo e qualquer
mudanca nesse fator faz com que a cor
absorvida pelo meio mude e o sinal mo-
nitorado se modifique. “Néo detectamos
diretamente o virus da dengue, mas sim
uma proteina (NS1) que o virus excreta.
Em uma fase aguda da doenca essa pro-
teina tem o seu valor aumentado, o que
é um indicativo precoce da gravidade
da doenca”

A fisica Paula Gouvéa, do Laborato-
rio de Sensores a Fibra Optica (LSFO)
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da PUC-Rio e também uma das lide-
res do trabalho, conta que o sensor de
dengue teve origem em outro, criado
anteriormente por seu grupo. “Este é
uma adaptacdo do que comecamos a de-
senvolver em 2007”7, lembra. “Naquela
época iniciamos uma colaboracdo entre
0 LSFO, o Laboratdrio de Optoeletroni-
ca e o Instituto Real de Tecnologia, da
Suécia, para desenvolver um sensor de
fibra 6ptica utilizando nanoparticulas
de ouro.” Em 2011, Renato Araujo, da
UFPE, viu uma apresentagio de Pau-
la sobre o dispositivo e teve a ideia de
adapta-lo para detectar dengue.
Comecou assim, em 2012, a colabo-
racdo entre os grupos da PUC-Rio e da
UFPE. “Ela teve inicio com o trabalho
experimental realizado pelos alunos Ale-
xandre Camara e Ana Carolina Dias”,
conta Paula. Nessa etapa de adaptacéo
do sensor para a detec¢éo da dengue, o
trabalho foi desenvolvido nas duas uni-
versidades. “O Alexandre aprendeu a
técnica na UFPE em Recife e a trouxe
para o Rio.” Por enquanto, os testes fo-
ram realizados apenas em solucdes feitas
em laboratério com os antigenos da den-

gue. O proximo passo sera a realizacdo
de medic¢des in vivo, com amostras de
sangue de pacientes infectados. “O que
fizemos até agora consiste em uma pro-
va de conceito do novo sensor, que ain-
da nfo é um protdtipo”, explica Araujo.
“Como 0 nosso, existem alguns poucos
métodos demonstrados em laboratdrio
que poderiam ser utilizados no diagnds-
tico da dengue. A transformacéo de um
resultado como o que conseguimos em
um produto exige ainda a execucéo de
vAarios passos, como a avaliacdo economi-
ca de producéo das diferentes técnicas.”

SEM SINTOMAS

Pelos resultados obtidos nos testes, o
novo dispositivo mostrou-se bem pro-
missor. Uma de suas maiores vantagens
é permitir a deteccdo da dengue desde o
primeiro dia de contaminacéo, quando o
paciente ainda ndo comecou a apresen-
tar os sintomas da doenga. Isso é muito
util, porque um diagndstico precoce po-
de evitar a morte de pacientes por no
receber tratamento adequado a tempo
de prevenir problemas mais graves como
os causados pela dengue hemorragica.

Sensor detecta dengue com fibra

Uso de luz acelera diagndstico da doenca e reduz uso de reagentes
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do antigeno da proteina NS1 produzida pelo virus da dengue

“Outra vantagem do nosso sensor é o
fato de que com ele é possivel realizar
as medi¢des com apenas uma gota de
amostra”, acrescenta Camara. “O pouco
tempo necessario para o teste (em 20
minutos é possivel ter um diagndstico)
e o esperado baixo custo de producéo
também o tornam atrativo.” Rosa Dutra
lembra que o sensor pode ser portatil e
usado também em laboratorios.

O trabalho foi financiado pela parceria
entre a Coordenacéo de Aperfeicoamen-
to de Pessoal de Nivel Superior (Capes)
e a Swedish Foundation for Internatio-
nal Cooperation in Researchand Higher
Education, que apoia estudos conjuntos
entre Brasil e Suécia. A pesquisa também
contou com recursos das duas univer-
sidades, do Conselho Nacional de De-
senvolvimento Cientifico e Tecnoldgi-
co (CNPq) e da Fundacéio de Amparo
a Pesquisa do Estado do Rio de Janeiro
(Faperj). Um artigo foi publicado na re-
vista Optics Express.

O sensor quimico para analises cli-
nicas desenvolvido pela equipe da USP
de Sdo Carlos também ainda néo esta
pronto. “Ele gerou patente, mas precisa
de desenvolvimento”, diz Carrilho. “Es-
ta no ponto de sair da universidade e ir
para uma empresa de base tecnolégica
para chegar ao mercado. Uma empre-
sa de Sdo Carlos chamada ParteCurae
Analysis demonstrou interesse na trans-
feréncia da tecnologia.” Segundo Carri-
lho, ha apenas dois pequenos fabricantes
de microchip com C*D no mercado, por
isso as melhorias que os pesquisadores
desenvolveram nesse tipo de sensor po-
deriam torna-lo mais competitivo. A pes-
quisa contou com apoio da FAPESP, por
meio de uma bolsa de doutorado a Lima,
da Financiadora de Estudos e Projetos
(Finep) e resultou em artigo publicado
na revista ChemComm, da Royal Society
of Chemistry.

Projeto

Sistemas microfluidicos eletroquimicos ultrassensiveis (n°
2010/08559-9); Modalidade Bolsa de Doutorado; Pes-
quisador responsavel Emanuel Carrilho —1Q-USP; Bolsista
Renato Souza Lima; Investimento R$ 88.808,87 (FAPESP).

Artigos cientificos

LIMA, R.S. et al. Highly sensitive contactless conducti-
vity microchips based on concentric electrodes for flow
analysis. Chemical Communications. Publicado on-line
em 9 out. 2013.

CAMARA, AR. et al. Dengue immunoassay with an LSPR
fiber optic sensor. Optics Express. v. 21,n. 22, p. 27023-
31. nov. 2013.

PESQUISA FAPESP 216 ¥ 65



