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RESUMO 

DESENVOLVIMENTO DE IMUNOSSENSOR IMPEDIMÉTRICO PARA FOSFATASE 

ALCALINA VISANDO A AVALIAÇÃO DE DOENÇAS CORONARIANAS 

A fosfatase alcalina (ALP) é uma enzima utilizada clinicamente como indicador de algumas 

patologias como a osteomalácia, doença de Paget, tumores, doenças coronarianas. ALP tem um 

importante papel nos processos de calcificação no organismo humano, tendo em vista que ela 

auxilia a mineralização óssea com a deposição de cálcio e na formação dos cristais de 

hidroxiapatita. No presente estudo foi possível desenvolver um imunossensor impedimétrico na 

detecção da fosfatase alcalina sorológica em pacientes portadores de doenças coronarianas. O 

imunossensor foi obtido pela adsorção de cisteína (Cys) sobre a superfície do eletrodo de trabalho 

seguida da imobilização de nanotubos de carbono decorados com nanopartículas de ouro 

modificadas com cisteamina (AuCNT-cisteamina) via 1-[3-(dimetilamino) propil]-3-

etilcarbodiimida (EDC) e N-hidroxissuccinimida (NHS) utilizado como elementos ativadores. Em 

seguida, o anticorpo anti-fosfatase alcalina (AntiALP) foi imobilizado, obtendo-se o sensor Cys- 

AuCNT-cisteamina-AntiALP.  Para caracterização de cada etapa de desenvolvimento do 

imunossensor e avaliação de seu reconhecimento específico foram utilizadas as técnicas de 

voltametria cíclica (VC) e espectroscopia de impedância eletroquímica (EIE). Em adição, a 

microscopia de força atômica (AFM) possibilitou a análise topográfica do sistema. Devido às 

propriedades físico-químicas e biocompatibilidade dos nanomateriais avaliados foi possível obter 

uma plataforma nanoestruturada biocompatível com amplificação da área superficial e eficiente 

atividade eletroquímica. A interação do imunossensor com diferentes concentrações de ALP 

resultou em alterações nos valores das correntes de pico (anódicas e catódicas) e de resistência à 

transferência de carga (RCT), indicando o processo de bioreconhecimento com o antígeno. O 

imunossensor apresentou elevada sensibilidade, seletividade e uma faixa de detecção de 0.5 a 600 

UI/L de ALP, além de demonstrar sensibilidade para a biodetecção em amostras sorológicas de 

pacientes ateromatosos. O biossensor desenvolvido foi capaz de detectar diferentes concentrações 

de ALP, superando os métodos analíticos convencionais para dosagem dessa enzima. O 

imunossensor desenvolvido apresentou uma boa sensibilidade e especificidade para a dosagem da 

ALP, podendo ser aplicado no monitoramento de pacientes portadores de doenças coronarianas. 

 

 

Palavras-chave: Eletroquímica. Imunossensor. Fosfatase alcalina. Nanotubos de carbono. 
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ABSTRACT 

DEVELOPMENT OF AN IMPEDIMETRIC IMMUNOSENSOR FOR ALKALINE 

PHOSPHATASE FOR THE ASSESSMENT OF CORONARY DISEASES.   

Alkaline phosphatase (ALP) is an enzyme used clinically as an indicator of some pathologies such 

as osteomalacia, Paget's disease, tumors, coronary diseases. ALP has an important role in the 

processes of calcification in the human organism, since it aids bone mineralization with the 

deposition of calcium and in the formation of the crystals of hydroxyapatite. In the present study, it 

was possible to develop an impedimetric immunosensor in the detection of serum alkaline 

phosphatase in patients with coronary diseases. The immunosensor was obtained by the adsorption 

of cysteine (Cys) on the surface of the working electrode followed by the immobilization of carbon 

nanotubes decorated with cysteamine-modified gold nanoparticles (AuCNT-cysteamine) via 1- [3- 

(dimethylamino) propyl] - 3-ethylcarbodiimide (EDC) and N-hydroxysuccinimide (NHS) used as 

activator elements. Then, the anti-alkaline phosphatase antibody (AntiALP) was immobilized, 

obtaining the Cys-AuCNT-cysteamine-AntiALP sensor. For characterization of each step of 

development of the immunosensor and evaluation of its specific recognition, the techniques of 

cyclic voltammetry (VC) and electrochemical impedance spectroscopy (EIS) were used. In 

addition, the atomic force microscopy (AFM) made possible the topographic analysis of the system. 

Due to the physico-chemical properties and biocompatibility of the evaluated nanomaterials, it was 

possible to obtain a biocompatible nanostructured platform with surface area amplification and 

efficient electrochemical activity. The interaction of the immunosensor with different 

concentrations of ALP resulted in alterations in the values of the peak currents (anodic and 

cathodic) and resistance to the transfer of charge (RCT), indicating the bioreacquisition process 

with the antigen. The immunosensor showed high sensitivity, selectivity and a detection range of 

0.5 to 600 IU / L of ALP, besides demonstrating sensitivity for the biosensing in serological 

samples of atheromatous patients. The developed biosensor was able to detect different 

concentrations of ALP, surpassing the conventional analytical methods for the determination of this 

enzyme. The developed immunosensor presented a good sensitivity and specificity for the dosage of 

ALP, and it can be applied in the monitoring of patients with coronary diseases. 

 

Keywords: Electrochemistry. Immunosensor. Alkaline phosphatase. Carbon nanotubes. 
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1 INTRODUÇÃO 

As enzimas sorológicas são importantes sinalizadores de alterações no organismo humano. 

Dentre elas, a fosfatase alcalina (ALP) é de grande importância para o diagnóstico preditivo de 

diversas doenças como a osteomalácia, Doença de Paget, tumores e processos de calcificações em 

vasos sanguíneos de pacientes portadores de doenças cardíacas (GYURCSÁNYI et al., 2002). 

A calcificação vascular é a deposição de fosfato de cálcio com a formação de cristais de 

hidroxiapatita nos vasos sanguíneos após o desenvolvimento de lesões ateroscleróticas, que 

favorecem o aumento da ALP (NARISAWA et al., 2007). A calcificação contribui tanto para a 

morbidade quanto para mortalidade dos pacientes, além de determinar alterações fisiopatológicas 

importantes que causam o envelhecimento vascular (LIBERMAN et al., 2013). 

 A ALP é um dos marcadores fenotípicos dos osteoblastos, sendo assim considerada 

essencial no processo de mineralização óssea (SCHOPPET; SHANAHAN, 2008). Essa enzima está 

presente nas células musculares lisas das artérias, participando ativamente da calcificação dos vasos 

sanguíneos em casos de doença arterial coronariana (NARISAWA et al., 2007). 

 A quantificação desta enzima é de extrema importância para identificar a presença de 

calcificação vascular em pacientes que são acometidos da doença arterial coronariana, pois pode 

levar a uma diminuição do tempo de vida destes pacientes. Diante da importância da dosagem dessa 

enzima, métodos de quantificação foram desenvolvidos a fim de monitorar os níveis de fosfatase 

alcalina.  

Atualmente existem alguns métodos para identificação e quantificação da fosfatase alcalina 

humana, como espectrofotometria, fluorescência, quimioluminescência, eletroquímica e 

imunoensaios enzimáticos, porém a padrão ouro é a espectrofotometria (KIM; KWAK, 2005; ZHU; 

JIANG, 2007). Esses métodos apresentam algumas desvantagens como a utilização de várias etapas 

de processamento da amostra além da necessidade do uso de kits analíticos. Tendo em vista as 

desvantagens do método padrão atual, a utilização de uma nova tecnologia, como a utilização de 

biossensores eletroquímicos, se faz necessário para baratear e encurtar o tempo de análise da ALP. 

A vantagem da utilização de biossensores eletroquímicos para detecção da ALP, em relação 

aos métodos tradicionais de análises, advém da capacidade de detecção da enzima em baixas 

concentrações (ALVARADO-GÁMEZ et al., 2014; WANG et al., 2009). Desta forma, um sistema 

de detecção ideal deve envolver instrumentos simples e que acople o uso de biomoléculas por meio 

de sistemas eletrônicos (voltamétricos e/ou impedimétricos) para o desenvolvimento de 

biossensores portáteis e descartáveis (BRYAN et al., 2013; CHEN et al., 2013; JIANG et al., 2013). 
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Os biossensores são dispositivos analíticos de baixo custo, de fácil operação e rapidez nas 

respostas. Nestes dispositivos, materiais de origem biológica, tais como enzimas, antígenos, 

anticorpos, ácidos nucléicos, dentre outros, podem ser imobilizados junto a um transdutor, seja 

eletroquímico, óptico, acústico, piezoelétrico. Nos imunossensores eletroquímicos a biomolécula 

utilizada é o anticorpo, que quando imobilizado ao transdutor eletroquímico pode ser utilizado para 

detecção de proteínas, biomarcadores, toxinas biológicas, análise de alimentos, meio ambiente e/ou 

diagnóstico clínico (LI; ZHANG; ZHANG, 2009). Para o desenvolvimento de um imunossensor 

sensível, compacto e estável, os anticorpos estudados podem ser orientados na superfície do 

eletrodo. Em adição, podem ser utilizados também algumas nanoestruturas que proporcionam um 

melhor desempenho dos imunossensores.  

A associação entre nanoestruturas e biomoléculas é de grande interesse na biotecnologia e 

química bioanalítica. A utilização de nanopartículas metálicas, como as nanopartículas de ouro 

(AuNps) associadas a outra nanoestrutura como os nanotubos de carbono (CNT), por exemplo, 

podem melhorar o desempenho dos biossensores pelo aumento da área de superfície específica e 

excelente biocompatibilidade.  

Os biossensores eletroquímicos utilizam das técnicas de espectroscopia de impedância 

eletroquímica (EIE) e a voltametria cíclica (VC), que têm sido amplamente aplicadas com o 

propósito de complementar os estudos na bioeletroquímica para desenvolvimento de 

biodispositivos, além de proporcionar um estudo da cinética de eletrodo e estudos da dupla camada 

elétrica (TRAN, 2016; HU; ZUO; YE, 2013; RUSHWORTH et al., 2014). Estas técnicas podem ser 

aplicadas a obtenção de informações referentes à interação entre o anticorpo e o antígeno de 

interesse. 

Desta forma, o presente trabalho apresenta uma nova proposta para a detecção sensível da 

fosfatase alcalina sorológica humana utilizando um imunossensor eletroquímico baseado em uma 

camada automontada do aminoácido cisteína (Cys), para ligação química de nanotubos de carbono 

decorados com nanopartículas de ouro modificadas com cisteamina (AuCNT-cisteamina). Esta 

camada serviu de suporte para a imobilização do anticorpo anti-ALP. A utilização do imunossensor 

desenvolvido fornece suporte ao estudo de sistemas de biodetecção da ALP com aplicações em 

laboratórios médicos. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo Geral 

Desenvolvimento de imunossensor impedimétrico para ALP visando a avaliação de doenças 

coronarianas. 

2.2 Objetivos Específicos 

 Sintetizar as AuNps; 

 Fisissorção das AuNps aos CNT; 

 Caracterização dos parâmetros fisico-químicos das etapas de modificação da superfície do 

eletrodo; 

 Avaliação das características eletroquímicas e piezoelétricas da nanoestrutura formado por 

AuCNT; 

 Estudo das propriedades interfaciais da deposição de AuCNT sobre superfície de eletrodo 

sólido modificado com Cys (espectroscopia de EIE e VC); 

 Determinação das correntes de pico anódicas e catódicas dos voltamogramas cíclicos; 

 Análise topográfica do sistema sensor e das interações com o analito através da microscopia 

de força atômica; 

 Utilização de técnicas de EIE para caracterização da interação de soro de pacientes contendo 

ALP. 

 Determinação da capacitância da dupla camada elétrica através de cálculos teóricos a partir 

de resultados experimentais e da resistência à transferência de carga (Zre); 
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3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

3.1 Fosfatase Alcalina 

A ALP é uma enzima presente em mamíferos caracterizada por ser uma glicoproteína 

dimérica dependente de Zn
+
 (figura 1), inespecífica devido à capacidade de hidrolisar monoésteres 

de fosfato, pirofosfato, diéstres de fosfato, além de catalisar reações de transfoforilação 

(CATHALA et al., 1975). Em humanos essa enzima é essencial no processo de mineralização 

auxiliando na calcificação (SCHOPPET; SHANAHAN, 2008). 

 

Figura 1: Fosfatase alcalina proveniente de E.coli. 

 

Fonte: http://www2.bioqmed.ufrj.br/enzimas/fosfatase.htm 

 

A ALP sorológica humana pode estar presente em células musculares lisas das artérias e em 

outros tipos de células como nos osteoblastos, pois esta enzima participa do processo de 

mineralização óssea auxiliando na deposição do fosfato de cálcio no processo de formação dos 

cristais de hidroxiapatita (SHIOI, 2002).  

A fosfatase alcalina participa dos processos de calcificações ectópicas por ser uma enzima 

que se encontra ancorada nas membranas celulares, como nas células vasculares, ela pode ser 

estimulada pela vitamina D e pela morfogenética óssea. A principal função desta enzima é de 

catalisar a hidrólise de pirofosfato inorgânico (PPi), que tem como função se ligar aos cristais de 

hidroxiapatita prevenindo a incorporação de íons fosfatos a esses cristais. O aumento dessa enzima 
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provoca uma alteração da homeostase das células, provocando um aumento da hidrólise do PPi, 

uma maior incorporação de íons fosfatos aos cristais de hidoxiapatita, que acaba por favorecer a 

osteogênese com posterior formação de calcificações nos vasos sanguíneos, como exposto na figura 

2 (SCHOPPET; SHANAHAN, 2008). 

 

Figura 2- Fisiopatologia do processo da calcificação óssea decorrente da alteração da homeostase da 

ALP. 

 

Fonte: (SCHOPPET; SHANAHAN, 2008) 

 

Alguns estudos demonstram a relação entre o aumento da fosfatase alcalina e o processo de 

calcificação intravascular, os quais supõem que a inflamação vascular causada por agentes 

mecânicos ou o aumento do colesterol LDL com a formação de placas ateroscleróticas, pode 

provocar um estímulo a calcificação localizada nos vasos (JONO et al., 2000; LIBERMAN et al., 

2013; SHANTOUF et al., 2009). Esse tipo de calcificação é comum em pacientes portadores de 

aterosclerose, inflamação vascular e doenças cardíacas (NARISAWA et al., 2007; SHIOI, 2002). 

Os níveis séricos de ALP variam normalmente entre 56 e 156 UI/L em adultos entre 13 e 43 UI/L 

em crianças (LI et al., 2013a). Alterações nos níveis séricos dessa enzima podem ser indicadores de 

diversas patologias como a Doença de Paget, osteomalacia, uremia, doença renal, tumores, doenças 

hepáticas, processos de calcificações vasculares em pacientes portadores de doenças cardíacas 

(KIM; KWAK, 2005; SHIOI, 2002; ZHU; JIANG, 2007). 
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3.1.1 Doença Arterial Coronariana 

 A doença arterial coronariana (DAC) é uma doença multifatorial que está relacionada a 

alguns fatores de risco como obesidade e pode acometer, dependendo do estilo de vida e hábitos 

alimentares, desde jovens a idosos. É caracterizada por uma deficiência na irrigação do coração 

causada pela diminuição do fluxo sanguíneo que passa pelas artérias carótidas (PINHO et al., 2010). 

A forma sintomática mais comum da doença geralmente é proveniente de processos ateroscleróticos 

que são responsáveis pela formação de barreiras que influenciam no fluxo sanguíneo arterial como 

demonstrado na figura 3 (ROMALDINI et al., 2004).  

 

Figura 3: Representação fisiopatológica da doença arterial coronariana, demostrando a formação da 

placa aterosclerótica na artéria coronária. 

 

Fonte: http://www.medicinageriatrica.com.br/wp-content/uploads/2007/11/infarto.JPG 

 

 Alguns estudos apontam os principais fatores de risco para a doença arterial coronariana, 

entre eles estão hipertensão; diabetes; dislipidemia; histórico familiar; tabagismo; fatores 

hematológicos, como os níveis do fator VII; aumento dos níveis de marcadores de inflamação como 

a proteína C reativa (CHEQUER et al., 2006; LIMA et al., 2007). Diante da quatidade de fatores de 

risco predisponetes a DAC, está doença se tornou uma preocupação para a saúde pública. 

Nos dias atuais a doença arterial coronariana é reconhecida como um dos principais fatores 

de aumento da mortalidade e morbidade em países desenvolvidos ou em desenvolvimento 

industrial. Estudos concluem que quanto maior os fatores de risco predisponente a doença arterial 
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coronariana, maior e mais precoce é o risco de morbidade e mortalidade (CHEQUER et al., 2006; 

PINHO et al., 2010). 

Uma das complicações que podem ocorrer durante a evolução doença é a formação de 

processos de calcificações vasculares (SHANTOUF et al., 2009). A calcificação vascular é 

diretamente relacionada com o nível de inflamação vascular, os fatores inflamatórios gerados 

durante o processo de formação das placas ateroscleróticas, como a libração de radicais livres que 

induzem na parede endotelial da artéria a deposição de cálcio por meio dos osteoblastos, iniciando o 

processo de calcificação vascular (LIBERMAN et al., 2013; LIMA et al., 2007). 

 

3.1.1.1 Diagnóstico Clínico e Laboratorial 

 O diagnóstico clínico da doença arterial coronariana baseia-se principalmente na 

identificação da obstrução arterial pela formação de placa aterosclerótica. No passado a forma 

assintomática da doença era diagnosticada por testes não invasivos, pouco específicos e sensíveis 

onde só permitiam identificar a doença arterial coronariana obstrutiva em casos de isquemia 

miocárdica. Com o avanço da tecnologia, alguns testes atuais, como a angiografia realizada pela 

tomografia computadorizada, cintilografia aliada ao eletrocardiograma são capazes de avaliar toda 

extensão da anatomia coronariana, de forma específica, sensível e não invasiva possibilitando o 

acompanhamento da extensão e gravidade da aterosclerose coronariana (MUHLESTEIN et al., 

2014). 

 A predisposição ao desenvolvimento da doença arterial crônica pode estar associada a 

obesidade, diabetes mellitus, insuficiência renal crônica, infarto do miocárdio, angina, hipertensão 

arterial e cardiopatias que aumentam os fatores de risco, morbidade e mortalidade. A associação das 

patologias com os exames laboratoriais e de imagem indicando a presença de obstrução nas artérias 

coronarianas, são indicativos da doença. (GUS et al., 2015; IZAR, 2016). 

  O diagnóstico laboratorial da DAC se assemelha aos diagnósticos de doenças 

cardiovasculares, com as dosagens de colesterol total, LDL, HDL, VLDL e triglicerídeos que estão 

associados a formação das placas ateroscleróticas, quantificação de alguns marcadores plasmáticos 

de inflamação como, proteína C reativa de alta sensibilidade, albumina amilóide sérica e 

fibrinogênio, além de outros marcadores sinalizadores de processos de calcificação vascular, como 

a fosfatase alcalina. As alterações desses parâmetros laboratoriais resultam em distúrbios 

metabólicos que quando associados a outras doenças, aumentam a gravidade dos aspectos clínicos 
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do pacientes acometidos por DAC. (LIBERMAN et al., 2013; PINHO et al., 2010; VIEIRA et al., 

2011). 

 O diagnóstico laboratorial por meio das dosagens dos marcadores sorológicos requerem 

algumas etapas de processamento da amostra e uso de pelo menos dois reagentes para realização 

dos testes de quantificação. Para diminuir os custos e o tempo dessas quantificações se faz 

necessário o desenvolvimento de novas ferramentas para auxiliarem no diagnóstico das doenças 

cardiovasculares. 

 

3.2 Biossensores 

Os biossensores são instrumentos biotecnológicos desenvolvidos com a finalidade de 

facilitar os procedimentos analíticos. Esses dispositivos são compostos, como ilustrado na figura 4, 

por um transdutor e um receptor de origem biológica, capazes de fornecer informações analíticas 

quantitativas ou semi-quantitativas específicas a respeito de um analito de interesse (THÉVENOT 

et al., 2001).  

 

Figura 4: Estrutura de um biossensor. 

 

Fonte: (MONOŠÍK; STREĎANSKÝ; ŠTURDÍK, 2012) (adaptada). 

 

Ao transdutor é possível imobilizar um biorreceptor, esta imobilização pode ocorrer 

fisicamente ou até mesmo quimicamente. Os receptores biológicos utilizados em biossensores são 

em sua maioria biocatalíticos (enzimas, microorganismos) ou bioligantes (lectinas, proteínas, DNA, 



23 
 

RNA) que interagem especificamente com a molécula alvo, essa interação é capaz de provocar uma 

reação bioquímica traduzida em um sinal mensurável (MONOŠÍK; STREĎANSKÝ; ŠTURDÍK, 

2012; SCHELLER; SCHUBERT, 1992). Os sinais resultantes da reação podem ser ópticos, 

magnéticos, acústicos, piezoelétricos, elétricos, eletroquímicos (amperométricos e 

potenciométricos) que irá depender do transdutor utilizado.  

Esses dispositivos podem ser aplicados na indústria de alimentos como no controle de 

toxinas alimentares (GUO et al., 2014; VASILESCU et al., 2016), diagnóstico clinico na 

identificação de diversas doenças (CORTINA et al., 2016; CUNG et al., 2015; LUO et al., 2015), 

proteção ao meio ambiente através da identificação de contaminantes (BIDMANOVA et al., 2016; 

RAMNANI; SAUCEDO; MULCHANDANI, 2016), desenvolvimento de drogas e na área forense 

(POLO; TOFFOLI, 2016; WANG et al., 2015).  

 

3.2.1 Imunossensores Piezoelétricos 

 O efeito piezoelétrico é foi descoberto pelos físicos Jacques Curie e Pierre Curie em 1880. 

Baseia-se principalmente na pressão e na eletricidade sobre um cristal resultando no efeito 

pieozelétrico. O cristal piezoelétrico é a base na qual existe uma lâmina de ouro onde poderão ser 

imobilizadas algumas moléculas, como anticorpos no caso de desenvolvimento de imunossensores, 

como demonstrado na figura 5. A aplicação de uma corrente na superfície do cristal piezoelétrico é 

capaz promover uma frequência de oscilação mecânica que se propaga no cristal, resultando no 

efeito piezoelétrico (POHANKA, 2017; SAAD et al., 2014). 

  

Figura 5: Cristal do sensor QCM com superfície de ouro. 

 

Fonte: (POHANKA, 2017). 
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A técnica de QCM (Quartz Crystal Microbalance), ao qual é baseada no efeito piezoelétrico, 

é classificada como transdutor acústico capaz de detectar a alteração de densidade de massa. O 

QCM é uma técnica bastante útil no desenvolvimento de biossensores, sendo bastante eficiente no 

desempenho desses dispositivos, devido a alta precisão, apresentando a capacidade de detectar 

massas manométricas (CHAUHAN et al., 2016; ROCHA-SANTOS, 2014; SKLÁDAL, 2016). 

Os biossensores piezoelétricos são bastante utilizados para a determinação de diversos 

analitos, essa análise é possível através da resposta piezoelétrica determinada pela diminuição da 

frequência de oscilação do cristal resultante do processo de adsorção das moléculas a superfície do 

cristal (FARKA; KOVÁŘ; SKLÁDAL, 2015). O sinal obtido do sensor piezoelétrico é 

condicionado a funcionalização da superfície do cristal favorecendo a ligação de diversos 

biorreceptores (anticorpos, lectinas, DNA, aptâmeros, enzimas, microbiano), como ilustrado na 

figura 6 (KIM; CHOI, 2014; LIN; CHEN; CHEN, 2013; MORRIS et al., 2014; WANG et al., 

2017). 

 

Figura 6: Transdutor QCM. 

 

Fonte: (SAAD et al., 2014) (adaptado) 

 

Os anticorpos são moléculas biorreceptoras que apresentam uma boa resposta piezoelétrica 

devido a boa funcionalização dessa proteína na superfície sensora. Nos sensores piezoelétricos 

pode-se identificar a interação entre antígeno e anticorpos por meio da diminuição da frequência de 

oscilação do cristal, resultante do aumento da massa na superfície com a formação do 

imunocomplexo (figura 7). Os imunossensores piezoelétricos ganham destaque na literatura devido 

a boa sensibilidade e biocompatibilização (POHANKA, 2017; YUAN; CHEN; LI, 2016). 
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Figura 7: Demonstração do efeito da densidade de massa no desenvolvimento de imunossensores 

piezoelétricos. 

 

Fonte: (POHANKA, 2017) (adaptado). 

 

3.2.2 Imunossensores Eletroquímicos Nanoestruturados 

 Dentre a classe de biossensores, os imunossensores se destacam por serem dispositivos 

baseados em reações imunológicas onde é possível identificar a interações entre antígenos- 

anticorpos. Este tipo de imunoensaio está entre as mais importantes ferramentas utilizadas no 

diagnóstico clínico de doenças, análises ambientais e medicina forense nos últimos 30 anos (figura 

8) (KOKKINOS; ECONOMOU; PRODROMIDIS, 2016; WANG, 2001). 

 

Figura 8: Estrutura de um imunossensor. 

 

Fonte: FIGUEIREDO, 2013. 
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Os anticorpos são proteínas globulares complexas produzidas pelo organismo contra algum 

microorganismo ou agente estranho ao organismo (MONOŠÍK; STREĎANSKÝ; ŠTURDÍK, 

2012). Essas proteínas são formadas pela união de diversos aminoácidos em uma sequência 

específica, estruturadas em duas frações sendo elas Fab e Fc, como ilustrado na figura 9 (LIU; YU, 

2016; WANG, 2001).  

 

Figura 9: Ilustração de um anticorpo demonstrando a fração Fc e Fab da estrutura da molécula, 

destacando o sítio de ligação ao antígeno da fração Fab. 

 

Fonte: (LIU; YU, 2016) (adaptada). 

 

A fração Fab é capaz de se associar com uma molécula alvo específica de alta afinidade, já a 

porção Fc do anticorpo é geralmente utilizada para orientação das frações Fab facilitando a 

identificação do antígeno quando imobilizados em plataformas sensoras (figura 9). A figura “10A” 

representa a orientação aleatória do anticorpo na plataforma do biossensor e em “10B” observa-se a 

imobilização específica e direta, por meio de interações químicas ou físicas na plataforma do 

biossensor (LIU; YU, 2016; MAKARAVICIUTE; RAMANAVICIENE, 2013). 
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Figura 10: Imobilização de anticorpos em immunossensores. 

 

Fonte: (MAKARAVICIUTE; RAMANAVICIENE, 2013). 

 

Nos imunossensores eletroquímicos o processo de interação e biorreconhecimento entre 

anticorpos e antígenos são capazes de provocar alterações na corrente do sistema proporcionais a 

quantidade de interações entre antígeno- anticorpo, sendo assim uma boa ferramenta para análise 

deste tipo de interação (KAUSAITE-MINKSTIMIENE et al., 2010).  

Atualmente os imunossensores estão sendo utilizados como uma alternativa para melhorar a 

sensibilidade de processos analíticos, considerando que a associação de anticorpos e nanomaterias 

apresentam um eficiente melhoramento no desempenho de biossensores (LIM; AHMED, 2016). 

Os imunossensores nanoestruturados possuem em sua base estrutural os nanomateriais, entre 

eles estão as nanopartículas metálicas, nanopartículas condutoras como as nanopartículas de ouro, 

nanotubos de carbono, nanofolhas de grafeno que são capazes de aumentar a superfície de ligação 

dos receptores biológicos no biossensor (KOKKINOS; ECONOMOU; PRODROMIDIS, 2016; LI 

et al., 2013a; YOLA; ATAR, 2014).  

Os nanomaterias podem ser adsorvidos as plataformas dos sensoras por processos de 

quimissorção e fisiossorção. A quimissorção é caracterizada pela ligação química entre a plataforma 

do biossensor e o nanomaterial, essa ligação é baseada na troca ou transferência de carga entre uma 

molécula e outra. A fisissorção, diferente da quimissorção, não envolve nenhuma ligação química, 

pois a ligação nesse processo é baseada em dipolo e interações de Van der Waals entre o 

nanomaterial e a plataforma do sensora. Ambas as ligações podem provocar mudanças na 

resistividade de sensores eletroquímicos sinalizando a ligação do nanomaterial (CALVI et al., 2016; 

SCHMIDT et al., 2015).  
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Os imunossensores eletroquímicos são biossensores que possuem um transdutor 

eletroquímico revestido por filme iônico, material condutor ou semi-condutor capaz de imobilizar 

anticorpos a plataforma do biossensor, através da qual é possível se obter informações analíticas 

proveniente do reconhecimento de um elemento biológico ou não biológico (SEENIVASAN et al., 

2015; WANG; SHEN; YU, 2008). Os sensores eletroquímicos são uma subclasse dos sensores 

químicos, os quais utilizam um eletrodo como transdutor, onde será imobilizado o material de 

origem biológica capaz de reconhecer um analito específico e gerar um sinal potenciométrico ou 

amperométricos (WANG, 2001). 

Os sinais amperométricos são caracterizados de uma corrente resultante de um processo de 

oxidação ou redução eletroquímica de uma solução eletroativa, esse sinal é diretamente 

proporcional a concentração das espécies eletroativas acopladas ao transdutor. Os sinais 

potenciométricos são baseados na diferença de potencial existente entre três eletrodos sendo um 

eletrodo íons seletivo e dois eletrodos de (THÉVENOT et al., 2001; WANG, 2001). As técnicas de 

voltametria cíclica (amperométrica) e espectroscopia de impedância eletroquímica 

(potenciométrica) são têm sido amplamente aplicadas com o propósito de complementar os estudos 

na bioeletroquímica para desenvolvimento de biodispositivos (KOKKINOS; ECONOMOU; 

PRODROMIDIS, 2016; REZAEI NIYA; HOORFAR, 2013). 

 

3.2.3 Obtenção de Imunossensores por Automontagem e Modificação Covalente 

 Os imunossensores podem ser desenvolvidos por meio de camadas automontadas que são 

formadas por alguns tipos de moléculas, como cadeia de átomo de carbono, capazes de promover 

uma maior estabilidade à superfície do sensor, os aminoácidos como a cisteína e cisteamina são 

capazes de modificar a superfície do sensor fornecendo grupos carboxílicos para interagir com outra 

molécula como anticorpos através dos grupos aminos presentes nessa proteína 

(MAKARAVICIUTE; RAMANAVICIENE, 2013).  

 A interação entre os átomos de carbono e o grupos aminos só são possíveis por meio de um 

agentes ligantes como o 1-etil-3- (3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC)/ N- 

Hidroxisuccinimida (NHS) ou glurataldeído, capaz de ativar os grupos carboxílicos ou aminos 

respectivamente, presentes em camadas automontadas,  favorecendo uma ligação covalente entre as 

moléculas adsorvidas a superfície do eletrodo a outras que serão adicionadas posteriormente, como 

demosntrado na figura 11, onde foi possível ligar às nanopartículas de ouro modificadas 

quimicamente com ácido mercaptobenzóico a superfície de ouro do eletrodo, assim como após a 
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adsorção desse nanomaterial a superfície, foi possível ligar as enzimas por meio de um agente 

acoplador que foi o EDC:NHS (KAUSAITE-MINKSTIMIENE et al., 2010; LUNA et al., 2015; 

SIMÃO et al., 2016). 

 

Figura 11: Representação esquemática de uma metodologia de funcionalização de superfícies de 

ouro com monocamadas automontadas de ditióis e AuNPs, para a ligação covalente de enzimas. 

 

Fonte: (ALMEIDA, 2016) 

 As ligações covalentes proporcionam uma maior estabilidade entre as ligações existentes no 

sistema sensor quando comparada a ligações eletrostáticas por exemplo, possibilitando o processo 

de reutilização do biossensor (LIU; YU, 2016). 

  

3.2.3 Aplicação de Nanotubos de Carbono e Nanopartículas de Ouro em Imunossensores 

Os nanotubos de carbono (CNT) são nanomateriais compostos folhas de grafeno enroladas 

formando tubos ocos (figura 12), que possuem uma boa atividade eletrocatalítica, alta 

biocompatibilidade e uma rápida cinética de transferência de elétrons em comparação com outros 

nanomaterias utilizados em biossensores, essas características intrínsecas aos nanotubos são 

bastante favoráveis para a utilização desses materiais em imunossensores eletroquímicos (YANG et 

al., 2015). 

 Os CNT podem ser caracterizados como nanotubos de parede simples, compostos 

somente por uma folha de grafeno em formado de tubo (figura12a); ou de múltiplas paredes, 

formados por mais de uma folha de grafeno (figura 12c). A diferença entre as duas estruturas no 

âmbito da utilização para sensores eletroquímicos se dá pela maior condutibilidade de elétrons que é 

característico dos nanotubos de múltiplas paredes. Por isso essa classe de CNT são mais utilizadas 

principalmente em sensores eletroquímicos. 
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Figura 12: Demonstração da folha de grafeno (a), CNT parede simples (b), CNT múltiplas paredes 

(c). 

 

Fonte: (MACHADO et al., 2014). 

 

Outra característica dos CNT é a possibilidade de funcionalização química dessas 

nanoestruturas, como demonstrado na figura 13, essa vantagem possibilita uma alternativa para 

promover uma maior estabilidade no desenvolvimento de biossensores, pela possibilidade de 

correrem ligações covalentes entre as moléculas acopladas aos CNT do biossensor (CALVI et al., 

2016; LAMBERTI; GIOMO; ELVASSORE, 2011). 

  

Figura 13: Representação de nanotubos de carbono. 

 

Fonte: (LIM; AHMED, 2016; TARAWNEH; AHMAD; 2013). 

  

As nanopartículas de ouro (AuNps) são esferas de ouro (figura 14) com grande densidade de 

elétrons na superfície, facilmente sintetizadas, capazes de promover  uma amplificação do sinal 
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eletroquímico, e dispõem de área superficial adequada para uma eficiente bioconjugação, 

biofuncionalização além de uma boa estabilidade no desenvolvimento de biossensores 

eletroquímicos (LIM; AHMED, 2016; YOLA; ATAR, 2014). A associação de nanotubos de 

carbono à nanopartículas de ouro funcionalizadas apresentam ser uma boa alternativa no 

desenvolvimento de biossensores nanoestruturados, aumentando a área de superfície para os 

processos de modificação (LAMBERTI; GIOMO; ELVASSORE, 2011; LIU et al., 2008). 

 

Figura 14: Imagens de microscopia eletrônica de varredura de nanopartículas de ouro. 

 

Fonte: http://pharmagistral.blogspot.com.br/2013/05/o-perigo-das-nanoparticulas-de-ouro.html 

 

3.2.4 Técnicas Eletroquímicas na Caracterização de Imunossensores  

A voltametria cíclica e espectroscopia de impedância eletroquímica são técnicas muito úteis 

no desenvolvimento de imunossensores, devido a alta sensibilidade, baixo custo e possibilidade de 

miniaturização do instrumento (RANDVIIR et al., 2013; RONKAINEN; HALSALL; HEINEMAN, 

2010).  

A EIE baseia-se na aplicação de um pequeno potencial AC em função do tempo para medir 

a corrente gerada. Nesta técnica é possível avaliar a interação entre as biomoléculas no 

desenvolvimento de biossensores por meio da variação das correntes geradas durante as etapas de 

montagem e biointeração do biossensor e o analito alvo. É possível observar essas respostas através 

do Diagrama de Nyquist que é a forma mais habitual de representação do espectro de impedância, 

neste gráfico a componente imaginária (capacitiva) da impedância é graficamente representada 

versus a componente real (resistiva) como é possível observar na figura 15, esta técnica demonstra 



32 
 

por meio de variações no diâmetro dos semi-círculos a variação de frequência durante cada 

processo (REZAEI NIYA; HOORFAR, 2013). 

 O cálculo teórico da impedância é resultado da perturbação de um circuito elétrico, 

representado graficamente por duas componentes Z’ e Z”, resultantes da equação: 

 

Rresistência da solução);  (frequência angular), Cd (capacitância da dupla camada elétrica), Rct 

(resistência a transferência de carga) 

Por meio deste cálculo e possível avaliar o comportamento da resistência à transferência de carga 

(Rct) da interface eletrodo- solução em altas e baixas frequências (DAMOS; MENDES; KUBOTA, 

2004; LASIA, 1999). As componentes da impedância são apresentadas na forma de circuito para 

facilitar o entendimento dos componentes da impedância geral, onde também são utilizados para 

simulações computacionais de impedâncias de sistemas diversos. Nos experimentos eletroquímicos 

a impedância resultará das componentes de resistência da solução (Rs), capacitância da dupla 

camada elétrica (Cdl), resistência a transferência de carga (Rct) e o elemento de Warburg (Zw) 

como demostrado no circuito inserido na fig 15. A combinação desses elementos é chamado de 

circuito de Randles, um dos circuitos mais utilizados para simulações com EIE. 

 

Figura 15: Diagrama de Nyquist, (Z”) parte imaginária e (Z’) parte real da impedância. 

 

Fonte: (RANDVIIR; BANKS, 2013) (adaptado). 
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A VC é uma técnica útil que fornece informação da interface do eletrodo biologicamente 

modificado, permitindo a monitoração da taxa de transferência de carga entre o eletrodo e a 

solução, essa técnica é usada para adquirir informações qualitativas sobre os processos 

eletroquímicos, além de permitir avaliar a magnitude relativa da corrente gerada por transferência 

de elétrons durante o processo redox com a quantidade do analito presente na interface eletrodo-

solução (BARD et al., 1944). Nessa técnica o Voltamograma Cíclico é a representação gráfica da 

corrente versus potencial onde é possível identificar picos de oxidação (ipa) e redução (ipc) durante 

cada etapa de processamento do biossensor, esses picos irão representar o processo redox na 

interface eletrodo- solução (figura 16). 

 

Figura 16: Voltamograma Cíclico. 

 

Fonte: ANGEL, 2014. 

 

As técnicas eletroquímicas podem ser aplicadas para obtenção de informações referentes á 

interação entre camadas sensora e analito de interesse médico, isso se deve ao potencial dessa 

ferramenta de amplificar o sinal eletroquímico, possibilitando uma maior sensibilidade desses 

biodispositivos. Alguns biossensores aliam a utilização das técnicas eletroquímicas a nanomateriais, 

como nanopartículas de ouro, de óxido de zinco, grafeno, nanotubos de carbono, para otimizar o 

desempenho dos biossensores aumentando a superfície para imobilização de biomoléculas como 

anticorpos, lectinas, oligonucleotídeos.(BRYAN et al., 2013; GUPTA et al., 2016; HU; ZUO; YE, 

2013; KAVOSI et al., 2015; RUSHWORTH et al., 2014). 
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3.2.5 Avaliação de Superfícies Sensoras por Meio da Miscroscopia de Força Atômica 

 A microscopia de força atômica (AFM) é uma técnica útil para análise de superfície, 

proporcionando uma alta resolução de estruturas atômicas e nanomeéricas. A formação da imagens 

no AFM se dá pela interação de uma sonda sobre a superfície da amostra onde se detecta as forças 

mecânicas universais presentes entre a ponta da sonda (microcantiliveres) e a amostra (figura 17) 

(YAO; WANG, 2005). 

 

Figura 17: Microscopia de força atômica. 

 

Fonte: http://www.education.mrsec.wisc.edu/nanoquest/afm/index.html 

 

No desenvolvimento de biossensores,  são utilizados microcantiliveres que são capazes de 

varrer a superfície do biossensor identificando por exemplo, a ligação específica de biomoléculas 

para detecção analítica, isso ocorre pois os microcantiliveres podem mudar a sua frequência 

vibratória ou sofrer deformação sobre moléculas na sua superfície do sensor, essa mudança na 

frequência é detectada e pode ser utilizada para medir viscosidade, densidade e fluxo de vários 

sistemas (STEFFENS et al., 2012).  

A AFM é uma ferramenta útil na caracterização durante do desenvolvimento de sensores, 

pois, por meio desta técnica é possível observar modificações no relevo da superfície do biossensor 

durante cada processo de montagem do sistema, comparados com os resultados obtidos com as 
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técnicas eletroquímicas. A microscopia é um complemento ao processo de caracterização de um 

biossensor, tendo em vista que as técnicas eletroquímicas podem fornecer informações a respeito da 

variação de resposta elétrica do sistema, durante todo o processo de desenvolvimento do sensor, a 

AFM pode auxiliar com caracterização morfológicada da superfície do sensor, tanto durante o 

processo de montagem como no biorreconhecimento do analito alvo, como demonstrado por Singh 

et al. (2014). (CANBAZ; SEZGINTÜRK, 2014; SINGH; SHARMA; JANG, 2014) 

 

3.2.6 Biossensores para detecção da fosfatase alcalina  

 Nos dias atuais os biossensores têm sido muito utilizados nas análises clínicas laboratoriais, 

no monitoramento e auxílio no diagnóstico de diversas doenças devido a praticidade e o baixo custo 

desse método analítico. 

 Alguns biossensores já foram relatados na literatura demostrando sensibilidade à fosfatase 

alcalina (tabela 1). Dentre eles se destacam os biossensores colorimétricos, eletroquímicos, 

amperométricos, fluorimétricos, porém só alguns deles apresentam nanomateriais em sua estrutura. 

Como demonstrado na tabela 1, o nanomaterial que se destaca no desenvolvimento de sensores para 

detecção da fosfatase alcalina são as nanopartículas de ouro, este fato se deve as propriedades 

condutoras desse material influenciando nos sinais eletroquímicos gerados nesses biossensores 

(LIM; AHMED, 2016)  

 

Tabela 1: Tabela analítica demonstrando os biossensores para detecção da fosfatase alcalina e o 

trabalho apresentado 

 

 

 

 

Detecção 

da fosfatase 

alcalina 

Plataforma Técnicas Referências 

Nanopartícula de ouro 

conjugada a adenosina 

trifosfato (AuNP / ATP) 

Colorimétrica (LI et al., 2013a) 

Substrato 8-Quinolyl 

phosphate (QP) 

Fluorimétrico (ZHU; JIANG, 2007) 

Monocamada auto-

montada de péptidos 

fosforilados (Cys-Pro-

pTyr-NH2) 

Eletroquímica (ZHANG; LIU; XIA, 

2013) 
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Hidrogel Amperométrica (GYURCSÁNYI et 

al., 2002) 

Nanopartículas de ouro e 

5-bromo-4- 

cloro-3-indolil fosfato 

(BCIP). 

Espalhamamento de 

Raman intensificado por 

superfícies (SERS) 

(RUAN; WANG; GU, 

2006) 

Nanotubos de carbono 

decorados com 

nanopartículas de ouro 

Eletroquímica Presente trabalho 

 

 O presente trabalho apresenta uma nova plataforma sensora baseada em nanotubos de 

carbono decorados com nanopartículas de ouro modificadas com cisteamina a qual se liga 

covalentemente a anticorpos anti-ALP para detecção da ALP. O nanocomplexo formado pelos 

AuCNT é capaz de aumentar o sinal eletroquímico do sistema, favorecendo a transferência de 

elétrons, proporcionando uma maior sensibilidade do imunossensor. O nanocomplexo é uma 

inovação na utilização em imunossensoes para detecção de ALP. 
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4 METODOLOGIA 

 

4.1 Materiais Utilizados 

Fosfatase alcalina (ALP), anticorpos para fosfatase alcalina (Anti-ALP), nanotubos de carbono 

(CNT), ferro-ferricianeto de potássio K4[ Fe (CN)6]/ K3[ Fe (CN)6], soro albumina bovina (BSA), 

cisteína, cisteamina, 1-etil-3- (3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC)/ N- Hidroxisuccinimida 

(NHS)foram adquiridos da Sigma Chemical. Todos os produtos químicos e solventes de grau 

analítico, foram utilizados como recebidos sem purificação adicional. 

 

4.2 Síntese das AuNPS 

A metodologia utilizada para síntese das nanopartículas foi descrita por Shi et al em 2009. 

Inicialmente, 0,5 mL de uma solução aquosa de 0,01 M HAuCl4•3H2O foi misturado com 0,5 mL de 

uma solução aquosa a 0,01 M de citrato trissódico e 18,4 mL de água deionizada. Essa mistura foi 

realizada sob refrigeração. Em seguida foi adicionado a mistura 0,6 mL de uma solução de NaBH4 a 

0,1 M sob agitação. Após a agitação foi possível observar a mudança da coloração da mistura se 

aproximando da cor rosa indicando a formação das nanopartículas de ouro. 

 

4.3 Preparação das AuCNT 

A formação do nanocomplexo formado pelos CNT e as AuNPs foi realizado segundo a 

metodologia utilizada por Shi et al em 2009.  Inicialmente, foi realizada a mistura de 9,3 mg de 

CNT e 10 mL da solução de nanopartículas de ouro sintetizada anteriormente. Após a mistura dos 

nanomateriais, foi adicionado a mistura 6 mL de etanol sob agitação vigorosa e posteriormente 

sonicada por 10 minutos. A adição do etanol foi capaz de diminuir a tensão superficial entre os 

nanotubos de carbono e a água favorecendo a adsorção física das nanopartículas de ouro aos 

nanotubos de carbono. A mistura foi agitada por 10 horas e logo em seguida foi submetida a 5 

ciclos de lavagem com água deionizada, a cada ciclo de lavagem a mistura foi centrifugada a 10.000 

rpm. Após as lavagens a amostra obtida secou a temperatura de 70ºC. 
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4.4 Preparação do Imunossensor Eletroquímico 

 O eletrodo de ouro foi polido em alumina por 1 minuto, enxaguado em água deionizada e 

secou-se em temperatura ambiente. Em seguida, foi adicionado a superfície do eletrodo 5L de 

cisteína a 70mM por 10 minutos para modificar a superfície do eletrodo. Posteriormente os 5L de 

AuCNT foi adicionada a superfície do eletrodo modificado por 30 minutos . Após a ligação do 

nanocomplexo, foi adicionado ao sistema 70mM de cisteamina que foi capaz de modificar 

quimicamente as nanopartículas de ouro para posterior ligação dos anticorpos. Para ativar os grupos 

carboxílicos da cisteamina e promover a ligação do anticorpo ao biossensor, foi adicionado 2mM de 

1-etil-3- (3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC)/ 5mM N- Hidroxisuccinimida (NHS) numa 

proporção de 1: 1 em tampão acetato (pH 5.0) por 2 horas. Após a ativação foi possível adicionar 

225g/mL de anticorpos monoclonais (Anti-ALP) ao sistema sensor que foi incubado por 10 

minutos. Após adicionar o anticorpo se fez necessário a adição de soro albumina bovina (BSA), 

para bloquear os sítios remanescentes ainda ativos (figura 1). Em adição, foi realizado um enxague 

com água deionizada a cada etapa de montagem do imunossensor 

 

Figura 1: Representação esquemática do biossensor desenvolvido. 
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4.5 Preparação do Imunossensor Piezoelétrico 

O disco de ouro do cristal de quartzo foi adicionado em uma solução de clorofórmio por 5 

minutos e enxaguado com água deionizada. Após o processo de limpeza, secou a temperatura 

ambiente e posteriormente foi aquecido na célula do QCM por 15 minutos. Após o aquecimento foi 

adicionado ao disco 30L de cisteína [70mM] por 20 minutos, posteriormente foi adicionado 30L 

AuCNT por 20 minutos, em seguida foi adicionado 30L de cisteamina [70mM]  por 10 minutos. 

Para promover a da ativação da cisteamina, para posterior imobilização dos anticorpos, foi 

adicionado o 30L de EDC:NHS por 10 minutos. O antiALP foi adsorvido ao sistema por 15 

minutos em seguida foi adicionado o BSA por 5 minutos. Em seguida o sensor foi exposto às 

concentrações de 0,5; 50; 100; 400; 600 UI/L, foi utilizado 60L de cada concentração de ALP por 

15 min. Após cada etapa de montagem foi realizado o enxague do disco com água deionizada para 

eliminar as moléculas não aderidas. 

 

4.6 Processo de Biointeração 

 O sensor foi exposto a diversas concentrações de ALP sintética e sorológica humana. As 

concentrações analisadas variaram de 0.5 a 600 UI/L. Os estudos das concentrações de ALP tiveram 

como base a necessidade de desenvolver um biossensor capaz de superar os limites de detecção de 

técnicas convencionais utilizadas para dosagens da enzima em amostras de soro humano, 

dispensando a diluição de amostras com concentrações acima de 400 UI/L. Todas as amostras 

utilizadas nesse estudo foram dosadas pelo método de espectrofotometria antes de serem 

submetidas a dosagem pelo imunossensor desenvolvido. 

 

4.7 Análise de Especificidade 

 O imunossensor desenvolvido neste estudo foi exposto a uma concentração de 20mg/dL de 

proteína C reativa (PCR) sorológica para realização do teste de especificidade. Nesse estudo é 

possível avaliar a interação específica do anticorpo Anti-ALP com a ALP frente à elevada 

concentração de outro marcador sorológico inflamatório. 
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4.8 Medidas Eletroquímicas 

Todas as medidas eletroquímicas foram realizadas no PGSTAT 128N 

potentiostato/galvanostatato (Autolab, The Netherlands) com três eletrodos e uma célula 

eletroquímica convencional contendo um eletrodo com fio de platina como eletrodo auxiliar, um 

eletrodo Ag/AgCl saturado com uma solução KCl como eletrodo de referência, um eletrodo de 

trabalho com disco de ouro com 2mm de diâmetro. Todos os experimentos foram realizados na 

presença de 10mM de uma solução eletrolítica de ferro-ferricianeto de potássio [1:1]. Os dados do 

Nyquist foram obtidos numa faixa de frequência entre 100 mHz a 100kHz com um potencial 

aplicado de 10 mV. A VC foi realizada em um potencial entre -0,2 e +0,7 V em uma velocidade de 

varredura de 50mVs
-1

. 

 

4.7 Análises Morfológicas 

 A análise morfológica do imunossensor desenvolvido foi realizada por meio da técnica de 

microscopia de força atômica (AFM). Foram utilizados um microscópio de força atômica (SPM-

9700, Shimadzu Corporation, Japão) e cantilevers de sílica como sonda para análise morfológica da 

superfície do imunossensor, realizada de modo não contato à temperatura ambiente. As imagens 

foram extraídas em uma faixa de varredura de 1,0 Hz em uma área de 5,0 × 5,0 μm e 

posteriormente analisadas usando o software AFM Gwyddion. 
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5 PATENTE 

 

 

 

 

 

 

 

O presente capítulo apresenta a patente titulada “DESENVOLVIMENTO DE 

IMUNOSSENSOR ELETROQUÍMICO BASEADO EM NANOTUBOS DE CARBONO E 

NANOPARTÍCULAS DE OURO PARA DETECÇÃO DA FOSFATASE ALCALINA” 

depositada dia 08/09/2016 sob o número de processo BR 10 2016 020702 9. 
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DESENVOLVIMENTO DE IMUNOSSENSOR ELETROQUÍMICO BASEADO EM 

NANOTUBOS DE CARBONO E NANOPARTÍCULAS DE OURO PARA DETECÇÃO DA 

FOSFATASE ALCALINA 

 

01. Campo da invenção 

A detecção de fosfatase alcalina (ALP) em amostras biológicas é de extrema importância 

como auxílio no diagnóstico de diversas doenças, porém os métodos utilizados atualmente para a 

identificação dessa enzima sorológica humana exigem várias etapas de processamento da amostra, 

além de uma escala de detecção limitada. Diante de algumas limitações para a detecção da fosfatase 

alcalina, os biossensores eletroquímicos são uma alternativa para o diagnóstico laboratorial devido a 

sua capacidade de miniaturização e baixo custo. Na presente invenção, foi desenvolvido um 

imunossensor eletroquímico nanoestruturado com nanotubos de carbono decorados com 

nanopartículas de ouro (AuCNT) acoplados quimicamente a anticorpos monoclonais (Anti-ALP) 

para a detecção eficaz de pequenas às mais altas concentrações de fosfatase alcalina. 

As nanopartículas de ouro são bastante utilizadas na biotecnologia e principalmente no 

desenvolvimento de biossensores, atuando como suporte para biomoléculas, sem alterar as suas 

propriedades biológicas e como adjuvantes em outros nanomateriais. Os nanotubos de carbono são 

nanomateriais muito utilizados no desenvolvimento de sensores, devido a sua elevada área 

especifica de ligação e condutividade elétrica, e quando acoplados a nanopartículas de ouro, 

potencializam o desempenho dos biodispositivos.  

A fosfatase alcalina (ALP) é uma enzima sorológica humana presente em células musculares 

lisas das artérias e em outros tipos de células. Esta enzima participa do processo de mineralização 

óssea auxiliando na deposição do fosfato de cálcio no processo de formação dos cristais de 

hidroxiapatita (ATSUSHI SHIOI, 2012). Alguns estudos demonstram a relação entre o aumento da 

fosfatase alcalina e o processo de calcificação intravascular, os quais supõem que a inflamação 

vascular causada por agentes mecânicos ou o aumento do LDL com a formação de placas 

ateroscleróticas, pode provocar um estímulo a calcificação localizada nos vasos. Esse tipo de 

calcificação é comum em pacientes portadores de aterosclerose, inflamação vascular e doenças 

cardíacas (SONOKO NARISAWA, 2007; ATSUSHI SHIOI, 2012). Os níveis séricos de ALP 

variam normalmente entre 56 e 156 UI/L em adultos entre 13 e 43 UI/L em crianças. Alterações nos 

níveis séricos dessa enzima podem ser indicadores de diversas patologias como a Doença de Paget, 

osteomalacia, uremia, doença renal, tumores, doenças hepáticas, processos de calcificações 
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vasculares em pacientes portadores de doenças cardíacas (HONG-JEONG KIM, 2005; XIAOJING 

ZHU, 2007; ATSUSHI SHIOI, 2012).  

A quantificação da ALP em líquidos biológicos é atualmente realizada por algumas técnicas 

como espectrofotometria, fluorescência, quimioluminescência, eletroquímica e imunoensaios 

enzimáticos, porém a padrão ouro é a espectrofotometria (HONG-JEONG KIM, 2005; XIAOJING 

ZHU, 2007). A identificação da fosfatase alcalina pelo método padrão apresenta algumas 

limitações, como uso de kits específicos e várias etapas de processamento da amostra até a 

identificação da enzima, que podem ser suprimidas com a utilização de biossensores 

nanoestruturados. A tendência do uso da nanotecnologia no desenvolvimento de sensores tem como 

objetivo principal promover uma maior sensibilidade e estabilidade ao biossensor. 

O nanocomplexo formando por AuCNT têm sido bastante utilizados no desenvolvimento de 

biossensores (YU SHI, 2009; MEHMET LÜTFI YOLA, 2014). Alguns trabalhos presentes na 

literatura demonstram a eficiência deste nanomaterial no desempenho de diversos tipos de sensores 

como os eletroquimioluminescentes, amperométricos e eletroquímicos (BEHZAD HAGHIGHI, 

2011; SHIHONG CHEN, 2007). 

 

2. Objetivos da Invenção 

O presente invento tem como objetivo desenvolver um biossensor eletroquímico sensível, 

específico, de baixo custo e pequeno volume de amostra utilizada para auxiliar no diagnóstico de 

diversas doenças, além de monitorar o processo de calcificação vascular em pacientes portadores de 

doenças arteriais, através da identificação e quantificação da fosfatase alcalina sorológica humana. 

O principal objetivo do imunossensor baseado em AuCNT é promover uma maior 

sensibilidade na detecção de concentrações de fosfatase alcalina sorológica quando comparada aos 

testes de quantificação convencionais. 

3. Vantagens 

O imunossensor apresenta algumas vantagens comparadas aos métodos até então 

desenvolvidos para a detecção da fosfatase alcalina sorológica, uma das vantagens é o melhor 

desempenho do sistema apresentado baseado na utilização dos nanomateriais como plataforma 

estrutural do biossensor. Maior estabilidade se deve a plataforma sensora desenvolvida através do 

uso dos AuCNT ligados covalentemente a um suporte sólido. Em adição, os anticorpos são 

fortemente acoplados às nanopartículas de ouro favorecendo o aumento da estabilidade, e um maior 
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número de ligações de anticorpos a plataforma desenvolvida. Essa nova estratégica provoca uma 

maior sensibilidade e estabilidade do biossensor. 

 A ligação específica entre o anticorpo monoclonal e a fosfatase alcalina ocorre através de 

interações químicas ou físicas, entre elas as pontes de hidrogênio, eletrostática, Van der Waals. A 

interação da fosfatase alcalina e o anticorpo monoclonal é mensurada por alteração de corrente 

gerada no invento proposto. 

4.  A novidade e o efeito técnico alcançado 

 O imunossensor eletroquímico nanoestruturado capaz de detectar a fosfatase alcalina em 

amostra sorológica humana e monitorar processos de calcificação vascular, é a novidade proposta. 

Em adição, a sensibilidade do novo sistema é capaz de superar as técnicas utilizadas atualmente. 

 O biodispositivo desenvolvido é inovador, pois nenhum outro semelhante foi descrito na 

literatura para a identificação e quantificação da fosfatase alcalina sorológica. 

 

5. Caracterização do imunossensor para detecção da fosfatase alcalina 

O imunossensor eletroquímico desenvolvido foi caracterizado através das técnicas 

eletroquímicas amperométricas e potenciométricas. Todas as medidas eletroquímicas foram 

realizadas no PGSTAT 128N potentiostato/galvanostatato (Autolab, Netherlands) com três 

eletrodos e uma célula eletroquímica convencional, sendo um eletrodo de trabalho de ouro, outro 

auxiliar de platina, e um de referência Ag/AgCl saturado com KCl. Todos os experimentos foram 

realizados na presença de 10mM de uma solução eletrolítica de ferro-ferricianeto de potássio. A 

voltametria cíclica (VC) foi realizada em um potencial entre -0,2 e +0,7V em uma velocidade de 

varredura de 50m.Vs
-1

. A espectroscopia de impedância eletroquímica foi realizada a frequência de 

100 mHz e 100 kHz com um potencial aplicado de 10mV. 

 

Características do imunossensor para detecção da fosfatase alcalina 

Durante todas as etapas de desenvolvimento do imunossensor foram realizadas análises 

eletroquímicas para avaliar e acompanhar todo o processo de montagem do biossensor. 

Na Fig 1 e 2 obtivemos o voltamograma cíclico e o diagrama de Nyquist respectivamente, 

de toda a caracterização eletroquímica do biossensor. Inicialmente, foi demonstrado o eletrodo 
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limpo, em seguida a cisteína foi adsorvida, provocando uma diminuição das correntes de picos 

anódicas e catódicas no voltamograma e um aumento no diâmetro no semicírculo do diagrama de 

Nyquist, demonstrando a modificação da superfície do eletrodo. Em seguida, com a ligação dos 

AuCNT ao sistema foi observado um aumento na resistência a transferência de elétrons. 

Posteriormente, a cisteamina foi adicionada ao sensor, resultando em uma mudança nas correntes de 

pico e no diagrama de Nyquist promovendo em uma maior condutividade do sistema. Para 

contribuir com uma maior estabilidade ao sensor, o EDC:NHS foi adicionado, e por ser um agente 

ativador houve aumento adicional na resistência elétrica do sistema e possibilitando a ligação do 

anticorpo à plataforma nanoestruturada. Após a ligação do anticorpo foi adicionado o BSA que 

provocou uma discreta diminuição das correntes de pico e um aumento no semi-círculo do diagrama 

de Nyquist, demonstrando que ocorreu a inativação dos sítios ativos remanescentes. 

Na Fig 3 e 4 representa o voltamograma cíclico e o diagrama de Nyquist respectivamente, 

na detecção da fosfatase alcalina sintética. Foi possível detectar a enzima sorológica humana em 

uma escala de concentração de varia de 0.5 a 600 UI/L. Obtivemos uma diminuição gradativa das 

correntes de picos e um aumento gradativo no semicírculo do diagrama de Nyquist com o aumento 

da concentração da fosfatase alcalina. Obtivemos resultados semelhantes nas análises de fosfatase 

alcalina em amostras reais (figura 5 e 6). Esses resultados demonstram que o sensor desenvolvido 

apresenta sensibilidade para a fosfatase alcalina, além de apresentar uma boa escala de detecção, 

tendo em vista que os testes convencionais só apresentam linearidade até a concentração de 400 a 

500 UI/L. 

Na figura 7 e 8 demonstra o teste de seletividade. Observamos que o invento apresentado 

não demonstrou resposta significante a outro marcador sorológico que geralmente se apresenta 

aumentando juntamente com fosfatase alcalina. A elevada concentração de proteína C reativa 

(PCR) não provocou mudança relevante nos padrões eletroquímicos do imunossensor. Podemos 

concluir que o invento apresentado demonstrou ser um dispositivo nanoestrurado inovador para a 

detecção sensível e específica da fosfatase alcalina sorológica humana.  
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Figura 3 
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Figura 5 
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Figura 7 
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Figura 8 
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Abstract 

Alkaline phosphatase (ALP) is an enzyme that serologic levels plays an important role in 

calcification processes in the human body. It is used clinically as an indicator of certain diseases 

such as osteomalacia, Paget's disease, arterial tumors and calcifications. In this study it was possible 

to develop a impedimetric immunosensor for alkaline phosphatase. The immunosensor was 

obtained by adsorption of cysteine (Cys) on the working electrode surface after the immobilization 

of carbon nanotubes decorated with gold nanoparticles modified with cysteamine (CistAuCNT) via 

1- [3- (dimethylamino) propyl] -3- ethylcarbodiimide hydrochloride (EDC) and N-

hydroxysuccinimide (NHS) used as activators elements. Then the anti-alkaline phosphatase 

antibody (antiALP) was immobilized to obtained the Cys-CistAuCNT-AntiALP sensor. To 

characterize each development stage of the immunosensor and evaluation of their specific 

recognition were used cyclic voltammetry (CV) and electrochemical impedance spectroscopy (EIS) 

techniques. In addition, the atomic force microscopy (AFM) allowed the morphological analysis of 

the system. The interaction of the immunosensor with different ALP concentrations resulted in 

changes in peak values of the currents (anodic and cathodic) and charge transfer resistance (Rct), 

indicating the process of biorecognition with the antigen. The immunosensor showed high 

sensitivity, selectivity and a detection range of 0.5 to 600 IU.L
-1

 ALP. The biosensor was designed 

capable of detecting a wide range of ALP concentrations exceeding the conventional analytical 

methods for determination of this enzyme. The immunosensor developed showed good sensitivity 

and specificity for the determination of ALP. 

 

Keywords: Electrochemistry. Immunosensor. Alkaline phosphatase. Carbon nanotubes. 

Introduction 
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Serological enzymes are important signaling of changes in the human body such as 

metabolic disorders, diseases, calcification processes. Alkaline phosphatase (ALP) is of great 

importance for the predictive diagnosis of various diseases such as osteomalacia, Paget's disease, 

tumors, thyroid disorders, liver diseases, biliary obstructions and calcification processes in blood 

vessels of patients with heart disease  [1–5]. ALP is one of the phenotypic markers of osteoblasts 

and is therefore considered essential in the bone mineralization process [6]. This enzyme is present 

in smooth muscle cells of the arteries, actively participating in the calcification of blood vessels in 

cases of coronary artery disease [7,8].  

Serum levels of ALP usually varies between 56 and 156 IU / L in adults and 13 and 43 IU / 

L in children. The quantification of this enzyme is extremely important for the diagnosis of several 

pathologies. Some research associated ALP as an indicator of the presence of vascular calcification 

mainly in patients who are affected by coronary artery disease [9]. Given the importance of the 

dosage of this enzyme, quantification methods were developed in order to monitor the levels of 

alkaline phosphatase [8,10].  

Some methods are used for identification and quantification of human alkaline phosphatase, 

such as spectrophotometry, fluorescence, chemiluminescence, electrochemistry, enzyme 

immunoassays and spectrophotometry [3,4]. These methods have some disadvantages such as steps 

of sample processing that increase the time and cost of analysis. Therefore, given the disadvantages 

of the traditional methods, the use of new technologies as electrochemical bioassays, is useful to 

reduce and shorten the ALP detection analysis. 

In addition, electrochemical biodevices are low cost, easy to operate and involves low time 

consume bioanalytical response when enzymes, antigens, antibodies, nucleic acids, among others, 

are immobilized together with a transducer.  

Among electrochemical devices the immunosensors are platforms used to detect proteins, 

biomarkers, biological toxins, food analysis, environment and clinical diagnosis [11–13].  
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The electrochemical detection of ALP compared to traditional methods of analysis presents 

some advantages such as the detection capacity of the enzyme in low concentrations [14,15]. Thus, 

an ideal detection system should involve simple instruments and that couple the use of biomolecules 

means of electronic systems (voltammetric and / or impedimetric) for the development of portable 

and disposable biosensors [16,17]. 

Nanomaterials are a useful tool in the development of electrochemical biosensors due the 

excelent physical-chemistry properties [18]. In addition, the association between nanostructures and 

biomolecules to biosensitive systems is of great interest in biotechnology and bioanalytical 

chemistry. Metallic nanoparticles such as gold nanoparticles (AuNps) associated with another 

nanostructure such as carbon nanotubes (CNT) can improve the performance of biosensors by 

increased surface area and excellent biocompatibility [12,18,19].  

Electrochemical impedance spectroscopy (EIS) and cyclic voltammetry (CV) have been 

widely applied in bioelectrochemistry for the biodevices development and in study of electrode 

kinetics and double electrical layer properties study [20]. Furthermore, these techniques can be 

applied to obtain information regarding the interaction between the antibody and the antigen of 

interest [21]. 

The present study presents a new proposal for the sensitive detection of human serological 

alkaline phosphatase using an electrochemical immunosensor based on an adsorption of cysteine 

(Cys) on the working electrode surface after the immobilization of carbon nanotubes decorated with 

gold nanoparticles modified with cysteamine (AuCNT-cysteamine) via 1- [3- (dimethylamino) 

propyl] -3- ethylcarbodiimide hydrochloride (EDC) and N-hydroxysuccinimide (NHS) used as 

activators elements for after the anti-alkaline phosphatase antibody (AntiALP) was immobilized to 

obtained the Cys-AuCNT-cysteamine- AntiALP sensor. The aim of this work was to provide a label 

free and highly sensible monitoring biosensor that could help to identify altered levels of ALP in 

diverses syndroms like coronary artery disease. 



56 
 

2. Materials and methods 

2.1 Materials 

Alkaline phosphatase (ALP), antibodies to alkaline phosphatase (AntiALP), carbon 

nanotubes (CNT), ferrocyanide/ferricyanide redox couple (K4[Fe(CN)6]
4-

/K3[Fe(CN)6]
3-

), bovine 

serum albumin BSA), cysteine, cysteamine, 1-ethyl-3- (3-dimethylaminopropyl) carbodiimide 

(EDC) / N-hydroxysuccinimide (NHS) were purchased from Sigma Chemical. All chemicals and 

analytical grade solvents were used as received without further purification. 

 

2.2 Synthesis of AuNPs and AuCNT 

Initially, trisodium citrate (0.5mL) was used reduce 0.01 M HAuCl4 • 3H2O (1:1) and the 

solution was  completed with water deionized 18.4 mL. This mixture was prepared under 

refrigeration. Thereafter, a stirred mixture of 0.1 M NaBH4 was added. After stirring the mixture, a 

change in coloration to a pink color is observed indicating a formation of gold nanoparticles [22]. 

AuNpCNT system was obtained with mixture of 9.3 mg of CNT and 10 mL of AuNp 

previously synthesized. After mixing the nanomaterials, 6 mL of ethanol was added to the mixture 

under vigorous stirring for 10 minutes. The addition of ethanol was able to reduce the surface 

tension between the carbon nanotubes and the water favoring the physical adsorption of the gold 

nanoparticles to the carbon nanotubes. The mixture was stirred for 10 hours and then subjected to 5 

washing cycles with deionized water and centrifuged at 10,000 rpm. Furthemore, the obtained 

sample dried at 70 ° C [22]. 

2.4 Preparation of the Immunosensor 

The gold electrode was polished in alumina, rinsed in deionized water and dried at room 

temperature. Subsequently, 5L of cysteine (70 mM) was immobilized on the electrode surface for 
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10 minutes. After, AuCNT (5L) were physically adsorbed to the surface of the Cys-modified 

electrode for 30 minutes. After adsorption of the nanocomplex, 70mM of cysteamine was added to 

the system, which was able to modify by chemical adsorption of the gold nanoparticles for 

subsequent binding of the antibodies. To activate the cysteamine carboxylic groups and to promote 

binding of the antibody to the biosensor, 2mM of 1-ethyl-3- (3-dimethylaminopropyl) carbodiimide 

(EDC) and 5mM N-hydroxysuccinimide (NHS) were added in a ratio of 1:1 in acetate buffer (pH 

5.0) for 2 hours. After activation it was possible to add 225 μg.mL
-1

 of monoclonal antibodies 

(AntiALP) to the sensor system and incubated for 10 minutes. Subsequently, the addition of bovine 

serum albumin (BSA) was necessary to block remaining sites still active.  

 

2.5 Process of biointeraction 

The sensor was exposed to various concentrations of human and synthetic ALP. The 

concentrations analyzed ranged from 0.5 to 600 IU.L
-1

. Studies of ALP concentrations were based 

on the need to develop a biosensor capable of exceeding the detection limits of conventional 

techniques used for enzyme dosages in human serum samples, dispensing dilution of samples with 

concentrations above 400 IU.L
-1

. All samples used in this study were dosed by the 

spectrophotometric method before being dosed by the developed immunosensor. 

 

 

 

2.6 Specificity analysis 

C-reactive serological protein (CRP) is an inflammatory marker such as ALP that is found to 

be quite elevated in patients suffering from cardiovascular diseases, tumors, rheumatic diseases, 
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bacterial infections. In addition, developed immunosensor was exposed to the CRP sample at 

20mg.dL
-1

 to evaluate the specificity of the immunosensor. 

 

2.7 Electrochemical measures 

All electrochemical measurements were performed on the PGSTAT 128N potentiostat / 

galvanostato (Autolab, The Netherlands) with three electrodes and a conventional electrochemical 

cell containing a platinum wire electrode as auxiliary electrode, Ag/AgCl electrode saturated with a 

KCl solution as the electrode reference, and a gold disc as working electrode (2mm). All 

experiments were performed in the presence of 10mM of redox pair K4[Fe(CN)6]
4-

/K3[Fe(CN)6]
3-

 

[1:1]. The Nyquist data were obtained in a frequency range between 100 mHz and 100 kHz with an 

applied potential of 10 mV. The CV was performed at a potential between -0.2 and +0.7 V and scan 

rate of 50mVs
-1

. 

2.8 Atomic Force Microscopy 

AFM analysis of the system were performed through an atomic force microscope (SPM-

9700, Shimadzu Corporation, Japan) in a noncontact mode in air at room temperature  [23].  

Cantilevers with a silicon AFM probe (Nanoworld, Japan, resonant frequency = 300 kHz, spring 

constant = 42 N.m−1) were used. The images (512 points per line) were collected with a scan rate 

of 1.0 Hz in a scan area of 5.0 × 5.0 µm. Furthermore, images were collected and analyzed using 

AFM Gwyddion software [24]. 

 

3. Results and discussion 

3.1 Morphological characterization of immunosensor 
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Atomic force microscopy was used to evaluate the modification process of the 

immunosensor obtained and investigate the changes of the surface morphology of the sensor system 

before and after antibody-antigen complex formation. After the adsorption of the Cys molecules, 

the smooth surface morphology was modified (Fig. 2a). It was observed the complete and 

homogeneous layer with Cys height about 37 nm. In addition, Cys surface has not revealed 

presence of aggregates or blemish. After obtaining the Cys-AuCNT-Cysteamine system, it is noted 

an increase in the surface rugosity (Figure 2b). Cys- AuCNT -Cysteamine system showed a surface 

rugosity of 63 ± 3 nm. After anti-ALP immobilization was obtained the Cys-AuCNT-Cysteamine-

AntiALP sensor system (Figure 2c) with roughness of 75 nm ± 2 nm. As decribed in previous work 

we found a typical height for antibody layer ranging from 6 to 12 nm [25–27] . Additionaly, the 

specific interaction with ALP sample resulted in good coverage and change in the morphology 

indicating that the ALP was successfully recognized on the sensor surface (Fig. 2d). On the other 

hand, Fig. 2e shows the morphology for a non-specific antigen where there were no significant 

changes on the sensor surface when compared with the image of the antibody-antigen complex. 

  

3.2 Electrochemical characterization  

Figure 3a shows the cyclic voltammograms of the immunosensor assembly process. The 

cleaned gold electrode presents well-defined peak currents demonstrating the oxidation and 

reduction process of the redox probe related with the diffusion limited process. After cysteine 

adsorption was observed a decrease in the amperometric current caused by the repulsion of 

potassium ferro-ferricyanide due to the negative characteristic of the cysteine. This process have 

demonstrated the interaction of this molecule with the gold electrode surface through the thiol group 

(SH) [25,28]. 

The AuCNTs were physically adsorbed to the cysteine, causing a new decrease in the peak 

currents and a blockage of the electron transfer (Figure 3a). In addition,  after adsorption of 
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cysteamine was verified an increase in the amperometric currents due to the positive charge of this 

molecule. This adsortion provokes the attraction of the redox probe which is negatively charged at 

pH 7.4 [29]. Furthermore, the EDC: NHS is coupled to the modified system to activate the 

cysteamine carboxyl groups favoring the covalent binding with the amine groups present in the 

AntiALP, causing a decrease in the electron transfer resistance of the system [30] (Fig 3a). To 

avoiding non-specific interactions, BSA was added to the sensor system [31]. 

Figure 3b shows the impedimetric characteristics of the electrode modifications. Impedance 

data reveals a semicircle portion observed at high frequencies. This part corresponds to the electron 

transfer limited process and its diameter is equal to the electron transfer resistance (Rct), which 

reflects the electron transfer of the redox pair at the electrode interface. EIE analysis of gold 

electrode showed a lower charge transfer resistance (Rct = 579 when compared with others steps 

Table 1). Cysteine adsorption revealed an increase in the impedimetric response (Rct =4.40 

kdemonstrating the formation of the Cys monolayer at sensing surface. The Cys molecules 

obstructed the charge transfer of the electrochemical probe and contributed to the increase in the 

semicircle diameter. AuNpCys adsorption provoked an increase in the Rct (10.2 k due the 

blockage of the electron transfer. 

The addition of cysteamine to the sensor system causes a decrease in the impedimetric 

response (Rct = 0.237 k), which may be ascribed to the attraction between the positive charge of 

amino group in cysteamine and negative charge of [Fe(CN)6]
3−/4−

, leading to the accumulation of 

[Fe(CN)6]
3−/4−

 on the electrode surface [29]. After being modified with the Cys- AuCNT- 

cysteamine -AntiALP system, the EIS of this modified electrode shows a higher interfacial charge 

transfer resistance (Rct = 3.77 k. When BSA was added in electrochemical surface, Rct 

incresased again, which indicated the formation of the sensor layer and the subsequent this 

introduction hindering the electron transfer. 
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3.2 Electrochemical detection of ALP 

The biorecognition process of the Cys-AuCNT-cysteamine-AntiALP system, was observed 

by the EIS technique. An increase in the impedimetric response was observed after interaction 

between antiALP and ALP. It can be observed that, the gradual increment in diameter of Nyquist 

semicircle was related to the synthetic and serological enzyme concentrations (Fig. 4a e b). This 

behavior revealed the formation of an immunocomplex resulting from the binding of the antibody to 

the specific antigen [32].  

The good efficiency of the immunosensor was proved by means of theoretical calculations 

obtained from the electrochemical experimental results. By using the EIS technique it is possible to 

extract analytical results for the data obtained through the Randles circuit (insert Fig. 3b), where it 

is possible to extract the Rct (Table 1) and Rct% according to the equation below: 

 

(Eq.1) 

Where Rct (immunosensor + ALP) is the value of the charge transfer resistance of the immunosensor 

recognition, after the interaction of the immunosensor with the ALP and Rct (immunosensor) is 

corresponding to the resistance value of charge transfer of the sensor system before interaction with 

ALP. The Rct% reflects the affinity of the immunosensor to ALP, varying the values after 

exposure of enzyme concentrations. 

 Fig. 5 shows a linear increase of Rct% as function of synthetic and serological ALP 

concentrations (5.0 to 600 IU.L
-1

), confirming the identification of ALP by the immunosensor. 

showing a good linearity in the range of clinical importance. 
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The Rct values can inform the surface coating of the immunosensor by means of the 

theoretical calculation of 

 

(Eq.2) 

The degree of surface coating () is based on the ratio between the Rct of the sensor system 

(Cys-AuCNT-cysteamine-AntiALP) and Rct the detection of different ALP concentrations. The  of 

the immunosensor in the ALP is directly proportional to the increase in the concentration of the 

detected enzyme. Fig. 6 shows a plot of Ө as a function of concentration of ALP  bound to the 

sensor. The value of Ө increases with increasing ALP concentration and is found to be ~0.75 (75%) 

to synthetic sample (Fig. 6a) and ~0.95 (95%) to ALP (Fig. 6b) from serum at 600 IU.L
-1

. 

 It is important to highlight that the biosensors presented in the literature for the detection of 

ALP non-show detection range as exposed in the present work, which stands out for presenting a 

larger range than the conventional tests, dispensing preanalytical preparations or step of dilutions 

for analysis of the clinical sample (Table 2). In addition, the use of nanostructures in 

electrochemical techniques are important in the development of biosensors, by increasing of the 

surface area for the molecules immobilization providing a higher performance of the sensor, as 

demonstrated in the present work. 

 

 

3.3 Immunosensor selectivity 

The selectivity of the immunosensor was evaluated with another marker that is important in 

some inflammatory processes such as ALP. C-reactive protein is a protein that the plasmatic levels 
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are elevated in patients with disorders that triggers inflammation. It is a protein that is usually 

synergistic to serological ALP [33,34]. In view of the relationship of these two proteins, we exposed 

the sensor to a concentration of CRP at 20 mg. dL
-1

.  

It was observed an insignificant increase in charge transfer resistance when the biosystem 

was evaluated to CRP (Table 1). This behavior showed that there is no interaction between sensor 

platform and CRP, proving specificity of the developed immunosensor. In addition, this response 

reflects the biospecificity of the immunosensor to ALP, verified with electrochemical response with 

synthetic and serological ALP. As mentioned previously this process of biointeraction is due to the 

attraction between antigen and specific antibody guided by electrostatic interactions or hydrogen 

bonds, which, despite being weak bonds, reflect the specificity of immunoreaction [35]. 

 

4. Conclusions 

A nanostructured platform developed in this work is innovative and simple to be applied to 

ALP evaluation. CV and EIS were applied to evaluate the detection of ALP in the presence of the 

K4[Fe(CN)6]
4-

/K3[Fe(CN)6]
3-

 redox probe. In addition, electrochemical CV and EIS revealed be 

useful for monitoring each stage of sensor development. We were able to observe that antiALP 

retained its biological activities after contact with the electrode surface. The developed 

immunoassay showed a good sensitivity to alkaline phosphatase and was able to detect small 

concentrations of the serological enzyme. The present results are an important basis for the 

development of sensitive ALP sensor and a useful strategy for ateroclesrosis diagnosis and others 

inflammatory process using clinical samples.  
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Table Captions 

 

Table 1. Values referring to the analysis of the equivalent circuit of the immunosensor assembly 

and interaction of the immunosensor with an ALP extracted from the impedance. 

Table 2. Analytical comparison of the immunosensor developed to other biosensors for 

quantification of ALP. 
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Figure Captions 

 

Figure 1. Schematic representation of the immunosensor based on gold nanoparticles and carbon 

nanotubes demonstrating the biosensor assembly steps. 

Figure 2. 3D AFM images showing immunosensor assembly steps: a) cysteine monolayer, b) 

cysteine-AuCNT-cysteamine, c) cysteine-AuCNT-cysteamine-AntiALP d) sensor system-ALP, e) 

sensor system-negative control. 

Figure 3. Cyclic Voltammogram (a); Nyquist plots (b) of each step of the immunosensor assembly: 

()Au; ()Au-Cys; ()Au-Cys-AuCNT; ()Au-Cys- AuCNT-Cysteamine; ()Au-Cys-AuCNT-

Cysteamine-EDC:NHS; ()Au-Cys - AuCNT-Cysteamine-EDC:NHS-AntiALP; () Au-Cys-

AuCNT-Cysteamine-EDC:NHS-AntiALP-BSA. 

Figure 4. (a) Nyquist plots of synthetic interaction of alkaline phosphatase; (b) Nyquist plots of the 

serological alkaline phosphatase interaction with the immunosensor: ( ) Sensor system; () 0,5 

IU.L
-1

; ()1 IU.L
-1

; ()5 IU.L
-1

; ()10 IU.L
-1

; () 50 IU.L
-1

;   () 100 IU.L
-1

; () 200 IU.L
-1

; ()300 

IU.L
-1

; ()400 IU.L
-1

; ()500 IU.L
-1

; ()600 IU.L
-1

. 

Figure 5. Relative charge transfer (Rct%) of immunosensor versus concentrations of synthetic 

ALP (a) and serological (b) at different concentrations of ALP (0.5-600 IU.L
-1

). 

Figure 6. Surface of coverage of the immunosensor versus the concentrations of synthetic ALP (a) 

and serological (b) at different cocentrations of ALP. 

 

 

 

 

 

 

 

 



71 
 

Table 1 

 

 

Modified eletrode Rct (k Q
a*

 (F) n
b*

 

Au  11.3 0.647 

Cysteine (Cys)  3.08 0.822 

Cys – AuCNT  9.32 0.941 

Cys- AuCNT- cysteamine  4.78 0.397 

Cys - AuCNT- cysteamine -EDC:NHS  1.27 0.856 

Cys - AuCNT- cysteamine -AntiALP  7.46 0.912 

Cys - AuCNT- cysteamine-AntiALP-BSA  6.53 0.908 

Biosystem-ALP [0.5 IU.L
-1

]  6.35 0.911 

Biosystem-ALP [1 IU.L
-1

]  6.29 0.914 

Biosystem-ALP [5 IU.L
-1

]  6.10 0.917 

Biosystem-ALP [10 IU.L
-1

]  6.16 0.928 

Biosystem-ALP [50 IU.L
-1

]  6.31 0.926 

Biosystem-ALP [100 IU.L
-1

]  6.27 0.926 

Biosystem-ALP [200 IU.L
-1

]  6.62 0.916 

Biosystem-ALP [300 IU.L
-1

]  6.25 0.926 

Biosystem-ALP [400 IU.L
-1

]  6.05 0.931 

Biosystem-ALP [500 IU.L
-1

]  6.04 0.931 

Biosystem-ALP [600 IU.L
-1

]  6.06 0.930 



72 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

a*
Constant-phase elemento; 

b*
Indicates dispersion of relaxation time due to lack of surface 

homogeneity. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Biosystem-Serum [0.5 IU.L
-1

]  6.02 0.901 

Biosystem-Serum [1 IU.L
-1

]  5.61 0.909 

Biosystem-Serum [5 IU.L
-1

]  5.71 0.906 

Biosystem-Serum [10 IU.L
-1

]  5.88 0.9 

Biosystem-Serum [50 IU.L
-1

]  5.60 0.906 

Biosystem-Serum [100 IU.L
-1

]  5.57 0.905 

Biosystem-Serum [200 IU.L
-1

]  5.55 0.905 

Biosystem-Serum [300 IU.L
-1

]  5.37 0.908 

Biosystem-Serum [400 IU.L
-1

]  5.54 0.904 

Biosystem-Serum [500 IU.L
-1

]  5.68 0.927 

Biosystem-Serum [600 IU.L
-1

]  5.90 0.926 

Biosystem-Negative control  9.53 0.891 
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Table 2 

 

Technique Transducer Range of 

Detection 

References 

Eletrochemical Indium tin oxide (ITO) film 

on glass and p-nitrophenyl 

phosphate 

5-180 UI/L [3] 

Fluorimetric 8-Quinolyl phosphate 1.0–16.0 UI/L [4] 

Colorimetric Conjugated gold 

nanoparticle/adenosine 

triphosphate 

 [2] 

Eletrochemical MgCl2 and phenyl 

Phosphate 

0-300UI/L [14] 

Eletrochemical SAM of cisteine and AuCNT 

modified bound to an 

antibody   

0.5-600 UI/L Present work 
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7 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

  O imunossensor eletroquímico desenvolvido nesse trabalho, baseado em nanotubos de 

carbono decorados com nanopartículas de ouro foi sensível para uma larga faixa de concentrações 

de fosfatase alcalina sorológica variando de 0.5 a 600 UI.L
-1

, apresentando seletividade para esta 

enzima, pois não apresentou um resultado significativo quando exposto a proteína C reativa.  

As técnicas eletroquímicas de VC e EIE foram úteis para a determinação de cada etapa do 

desenvolvimento do biossensor, pois a partir das análises impedimétricas e voltamétricas foi 

possível acompanhar as modificações da superfície do eletrodo, por meio das alterações nos níveis 

de resistência a transferência de carga, que refletiu nos processos de adsorção a cada etapa de 

montagem do imunossensor, além da possibilidade de avaliar o biorreconhecimento da fostafatase 

alcalina sorológica demonstrando a interação efetiva entre os anticorpos com o analito de interesse. 

A técnica do QCM não apresentou uma boa resposta piezoelétrica devido as características 

químicas da plataforma nanoestruturada, o que não favoreceu a total adsorção das moléculas, porém 

foi possível identificar o processo de interação entre antígeno e anticorpo pela diminuição da 

frequência do sistema das concentrações 50- 400 UI.L
-1 

de ALP sorológica, demonstrando que o 

imunossensor piezoelétrico foi capaz de detectar a ALP na mesma escala de concentração dos testes 

convencionais. 

Diante do trabalho apresentado é possível concluir que o imunossensor desenvolvido pode 

ser uma ferramenta útil no diagnóstico e monitoramento de paciente portadores de doença arterial 

coronariana, assim como de outras patologias relacionadas a variação dos níveis sorológicos de 

fosfatase alcalina. 
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APÊNDICE A- IMUNOSSENSOR PIEZOELÉTRICO PARA DETECÇÃO DA ALP 

 

Os imunossensores piezoelétricos são caracterizados pela diminuição da frequência de 

oscilação do cristal de quartzo que está diretamente relacionado com o aumento da massa líquida 

adsorvida na superfície desse cristal compondo o sistema piezoelétrico, essas análises podem ser 

realizadas em tempo real e possuem baixo custo, sendo assim uma técnica útil no desenvolvimento 

de sensores (AKTER, 2015).  

8.1 Resultados e Discussão 

8.1.1 Immunosensor Piezoelétrico 

A adsorção de moléculas ao sistema piezoelétrico está vinculada a processos de 

funcionalização favorecendo assim a adesão de diversas partículas a superfície funcionalizada 

(WANG, 2017). Na figura 1 é demonstrado o desenvolvimento do imunossensor, primeiramente foi 

adsorvido a cisteína à superfície de ouro do cristal, formando um grupo tiol (S-H) favorecendo a 

formação de um filme ligado covalentemente ao ouro, este processo foi comprovado pela 

diminuição da frequência do cristal, demonstrando que ocorreu um aumento da massa líquida do 

sistema (SHA, 2012). Consecutivamente foi adicionado o AuCNT que provocou um diminuição 

considerável da frequência do sistema, demonstrando a fisissorção do nanomaterial ao filme 

anteriormente depositado (XIE, 2014). Posteriormente foi adsorvida a cisteamina que promoveu a 

funcionalização do nanomaterial depositado, seguido do agente ativador EDC:NHS. Em seguida, 

com a adição dos antiALP observou-se uma grande diminuição da frequência de oscilação do 

cristal, comprovando a ligação covalente dos anticorpos a superfície nanoestuturada desenvolvida 

(AKTER, 2015; YANG, 2015). Para bloquear os sítios remanescentes foi adicionado o BSA 

resultando em uma pequena diminuição da frequência de oscilação. 

 

8.1.2 Detecção piezoelétrica da ALP 

O imunossensor foi exposto às concentrações de ALP sorológica (0,5; 50; 100; 400; 600 

UI/L) onde foi possível observar uma diminuição gradativa da frequência do sistema piezoelétrico 

entre a concentração de 50 UI/L a 400UI/L (figura 1) comprovando a formação do imunocomplexo 

resultante do processo de biointeração entre o anticorpo e o analito de interesse, aumentando a 

massa líquida do sistema (LI, 2013). O imunossensor desenvolvido foi capaz de detectar a ALP 
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dentro da faixa clinica que varia entre 56-156 UI/L em adultos e 13-43 UI/L em crianças, sendo útil 

para o monitorando dessa enzima no soro humano.  

 

Figura 1: Sensorgrama da montagem do imunossensor para detecção da ALP sorológica. 
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PERSPECTIVAS  

 

 Otimizar o imunossensor piezolétrico, realizando modificações químicas na plataforma 

nanoestruturada do sensor, o que pode possibilitar uma maior adsorção das moléculas a 

plataforma; 

 Utilização de outras marcadores para avaliar a seletividade do imunossensor; 

 Avaliar a possibilidade de imobilização de outras biomoléculas a plataforma 

nanoestruturada desenvolvida; 

 Utilização de amostras de pacientes portadores de outras doenças inflamatórias, positivos e 

negativos para a confirmação da formação de processos de calcificação vascular. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


