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RESUMO 

A cistatina C (CysC) é um marcador precoce de disfunção renal, o qual é mais preciso na 

predição do risco de falha renal do que a creatinina, e tem se mostrado independente de 

sexo, idade, dieta e massa muscular. Assim, o desenvolvimento de testes diagnósticos 

rápidos, precisos e sem a necessidade de manipulação por pessoal especializado, como 

os imunossensores, é de grande importância para quantificação da CysC. Neste trabalho 

foram desenvolvidos ensaios imunossensores eletroquímicos para detectar a alteração nos 

perfis serológicos de CysC. Nanopartículas de silício (MCM-41) funcionalizadas foram 

utilizadas no desenvolvimento de plataforma sensora. Um eletrodo de ouro funcionalizado 

com monocamadas auto-organizadas (SAMs) de ácido mercaptopropiônico (MPA) foi 

utilizado para a imobilização do MCM-41 e as leituras feitas através da técnica de 

impedância eletroquímica. Além disso, buscando o melhoramento dos sensores 

eletroquímicos, foi desenvolvido um imunossensor utilizando nanocompósito de óxido de 

grafeno-aminoferroceno. Aqui, o ferroceno funciona como centro de atividade eletroquímica 

para leituras diretamente em sangue ou soro. Nos ensaios desenvolvidos, as 

monocamadas auto-organizadas de MPA permitiram a estável imobilização das 

nanopartículas de silício. Estas, por sua vez, foram funcionalizadas com sucesso através 

da adição de grupamentos amina, o que foi comprovado através da análise por 

Infravermelho por Transformada de Fourier (FT-IR). Além disso, as nanopartículas 

admitiram o aumento da capacitância na interface entre o eletrodo e a solução redox, a 

estável imobilização dos anticorpos e sensível detecção da CysC, com uma faixa de 

detecção linear de 0,2 a 1,0 µg/mL e limite de detecção de 0,06 µg/mL. No segundo 

trabalho, a funcionalização do grafeno com o aminoferroceno foi bem-sucedida, sendo 

comprovada através de análise de FT-IR. O imunossensor baseado em nanocompósito de 

grafeno-aminoferroceno permitiu um aumento da área eletroativa do eletrodo e da área 

para imobilização de biomoléculas, comprovada através da técnica de Microscopia de 

Força Atômica. A plataforma permitiu a detecção linear da CysC na faixa de 0,1 a 1000 

ng/mL e limite de detecção de 0,03 ng/mL com alta sensibilidade, sendo uma excelente 

alternativa para detecção eletroquímica da CysC em tempo real sem o uso de sondas 

redox. As vantagens deste imunossensor incluem testes rápidos com menos etapas pelo 

simples uso de uma superfície redox. Os métodos aqui descritos se mostraram estáveis e 

sensíveis na detecção de CysC e, por consequência, de grande importância para a 

prevenção e detecção precoce de doenças renais. 

Palavras-chave: Imunossensor. Nanopartículas silício. Aminoferroceno. Grafeno. Doenças 

renais. Cistatina C. 



 
 

ABSTRACT 

Cystatin C (CysC) is an early marker of renal dysfunction, which is more accurate in 

predicting the risk of renal failure than creatinine, and has been shown to be independent of 

gender, age, diet and muscle mass. Thus, the development of fast, accurate and no need 

for handling by skilled personnel, such as immunosensors, is of great importance for 

quantifying CysC. In this work, electrochemical immunosensor assays were developed to 

detect the change in CysC serological profiles. Functionalized silica nanoparticles (MCM-

41) were used in the development of sensor platform. A functionalized gold electrode with 

self-assembled monolayers (SAMs) of mercaptopropionic acid (MPA) was used for 

immobilization of the MCM-41 and readings made using the electrochemical impedance 

technique. In addition, seeking the improvement of electrochemical sensors, an 

immunosensor using graphene-aminoferrocene oxide nanocomposite was developed. 

Here, ferrocene acts as the center of electrochemical activity for readings directly in blood 

or serum. In the assays developed, the self-assembled monolayers of MPA allowed stable 

immobilization of silica nanoparticles. These, in turn, were successfully functionalized 

through the addition of amine groups, which was confirmed by Fourier Transform Infrared 

(FT-IR) analysis. In addition, the nanoparticles allowed for increased capacitance at the 

interface between the electrode and redox solution, stable immobilization of antibodies and 

sensitive CysC detection, with a linear detection range of 0.2 to 1.0 µg/mL and limit detection 

rate of 0.06 µg/mL. In the second work, the functionalization of graphene with 

aminoferrocene was successful, being confirmed by FT-IR analysis. The graphene-

aminoferrocene nanocomposite-based immunosensor allowed an increase in the electrode 

electroactive area and the area for immobilization of biomolecules, proven by the Atomic 

Force Microscopy technique. The platform allowed linear detection of CysC in the range 0.1 

to 1000 ng/mL and detection limit of 0.03 ng/mL with high sensitivity, making it an excellent 

alternative for real time electrochemical detection of CysC without the use of redox probes. 

Advantages of this immunosensor include rapid testing with fewer steps by simple use of a 

redox surface. The methods described herein have been shown to be stable and sensitive 

in detecting CysC and therefore of great importance for the prevention and early detection 

of kidney disease. 

Keywords: Immunosensor. Silica nanoparticles. Aminoferrocene. Graphene. Kidney 

diseases. Cystatin C. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A Cistatina C (CysC) é uma proteína de 13 kDa considerada um marcador 

precoce para diagnóstico de doenças renais e é relacionada à taxa de filtração 

glomerular (TFG) (LAU et al., 2017; TAO; ZHAO; ZENG, 2016). Evidências sugerem 

que o aumento dos níveis séricos de CysC pode detectar a disfunção renal mais 

precocemente do que a creatinina, que é atualmente o marcador diagnóstico mais 

utilizado (GAYGISIZ et al., 2016). Estudos recentes indicaram que a concentração 

sérica de CysC é mais estável e precisa na estimativa da TFG e é independente de 

sexo, dieta e massa muscular (FOX et al., 2014; MI et al., 2016; RAVN et al., 2017). 

Assim, este marcador pode indicar sinais precoces de doença renal, permitindo um 

diagnóstico precoce de Insuficiência Renal Aguda (IRA) e diminuição dos casos de 

Doença Renal Crônica (DRC), bem como o monitoramento desta condição em 

pacientes fazendo uso de diálise. Estudos recentes mostraram que a incidência de 

IRA é de até 20% nos EUA e muito similar em outros países, ao passo que a DRC 

tem uma alta prevalência global, estimada em 11 a 13%. Nesse sentido, a busca de 

métodos analíticos alternativos de menor custo que combinam a possibilidade de 

fornecer resultados de forma mais prática, imediata e sem a necessidade de pessoal 

especializado para monitoramento da CysC é imperativo. 

Até o momento, várias estratégias analíticas têm sido usadas para a detecção 

de CysC sérica, como ensaio imunoenzimático (ELISA do inglês Enzyme-Linked 

Immunosorbent Assay), imunoensaios turbidimétricos e nefelométricos (DELANAYE 

et al., 2014; FONSECA et al., 2015; JIANG et al., 2014). No entanto, estes são 

métodos demorados e exigem pessoal especializado para operar. Devido a isso e ao 

grande interesse na detecção rápida de CysC, foram feitas tentativas para 

desenvolver biossensores e imunossensores para CysC. YANG et al., (2016) foi capaz 

de desenvolver um genossensor eletroquímico usando nanopartículas de ouro e óxido 

de ferro para amplificar o sinal. Embora o limite de detecção tenha sido baixo para 

este trabalho, não é clinicamente relevante e o sensor requer muitos passos para a 

conversão do sinal. Alguns sensores ópticos também foram desenvolvidos, como o 

trabalho de GORODKIEWICZ & LUSZCZYN, (2011) e TAO et al. (2016), que 

utilizaram imagens de ressonância de plásmon de superfície e pontos quânticos de 
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infravermelho próximo, respectivamente, para detecção de CysC. O principal 

problema nos sistemas ópticos é a difícil miniaturização dos métodos. Neste contexto, 

os imunossensores amperométricos eletroquímicos têm a vantagem de detecção 

específica e sensível, e fácil miniaturização. 

No desenvolvimento de imunossensores, os nanomateriais vêm sendo 

amplamente utilizados devido à constante busca por melhores, mais estáveis e 

sensíveis plataformas para a imobilização de antígenos e anticorpos. Dentre os 

nanomateriais recentemente utilizados, deve-se destacar o Material Cristalino Móvel 

(MCM-41), também conhecido como sílica mesoporosa ou nanopartícula de silício. 

Este vem sendo utilizado em variadas aplicações como liberação de drogas, imagem 

e biosensoriamento (KHALILZADEH et al., 2016). Estas muitas aplicações são 

possíveis devido à sua grande eficácia na imobilização de proteínas, bem como a 

presença de numerosos grupamentos silano na sua superfície, tornando possível a 

fácil modificação e funcionalização destes com várias funções orgânicas (OMIDFAR 

et al., 2012; SZEGEDI et al., 2011). O material mais comum para funcionalização da 

superfície das nanopartículas de silício é o Aminopropil-trietoxisilano (APTES), o qual 

tem a capacidade de formar uma camada funcionalizante em materiais de sílica, com 

grupamentos amina livres para ligação de biomoléculas. O MCM-41 funcionalizado 

com o APTES permite um melhoramento na área superficial e na imobilização 

organizada de biomoléculas e consequentemente, na sensibilidade do imunossensor. 

Outro nanomaterial que merece destaque é o Óxido de Grafeno (GO do inglês 

Graphene Oxide). Este atraiu grande atenção devido à sua alta área de superfície 

teórica, excelente condutividade elétrica, alta estabilidade química, forte resistência 

mecânica e o fato de que o carbono é um dos elementos mais baratos e abundantes 

(RODRIGUEZ et al., 2015). A excelente transferência de elétrons entre o GO e seus 

grupos funcionais é de grande importância para a aplicação em eletrônicos, sensores 

e biossensores, uma vez que facilita a deslocalização de elétrons (RABTI; RAOUAFI; 

MERKOÇI, 2016; RODRIGUEZ et al., 2015; SONG et al., 2016). Este, portanto, tem 

sido amplamente utilizado no desenvolvimento de imunossensores eletroquímicos. 

Entretanto, em imunossensores eletroquímicos “label-free”, as espécies redox são 

indispensáveis para a detecção eletroquímica e o método mais comum é adicionar as 

espécies redox nas soluções eletrolíticas (WANG; GAO; MA, 2017). Uma das 

desvantagens desse método é que ele exige lavagens e várias etapas que atrasam 
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uma detecção “point-of-care” real. Recentemente, grande foco tem sido dado a 

plataformas livres de sonda redox (ou redox probe-free) para aplicações em 

imunossensores (MOREIRA et al., 2011; TRINDADE; DUTRA, 2018). Nesse sentido, 

moléculas redox ativas, como unidades de ferroceno (Fc), podem ser conectadas à 

superfície do sensor como o centro da atividade eletroquímica, dispensando o uso de 

sonda redox externa, como usado no imunossensor convencional (YAMANAKA; 

VESTERGAARD; TAMIYA, 2016). Rápida taxa de transferência de elétrons e 

estabilidade redox de dois estados são outras características eletroquímicas atrativas 

exibidas por Fc e compostos derivados, tornando-os excelentes mediadores, 

principalmente quando usados em associação com diferentes nanomateriais (CHO et 

al., 2018; RABTI et al., 2016), como por exemplo o óxido de grafeno. 

Nesta tese, descreve-se o desenvolvimento de um imunossensor baseado em 

nanopartículas de silício visando ao desenvolvimento de um sensor eletroquímico 

impedimétrico para detecção direta de anti-CysC, com maior sensibilidade devido ao 

maior número de moléculas imobilizadas em sua ampla área superficial. Também foi 

desenvolvido um imunossensor eletroquímico baseado em grafeno e ferroceno para 

aumentar a área eletroativa e a superfície de imobilização para anticorpos anti-CysC, 

permitindo alternativa sem sonda redox para o monitoramento de doenças renais. 

Essas metodologias podem ser consideradas excelentes alternativas para 

complementar e auxiliar a detecção precoce de falha renal. Por fim foi realizado uma 

extensiva pesquisa do estado da arte em biossensores para Cistatina C, o qual foi 

abarcado em um artigo de revisão sobre o tema. 
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 2 FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

 

2.1 INSUFICIÊNCIA RENAL AGUDA E DOENÇA RENAL CRÔNICA 

 

Estudos têm demonstrado que a incidência de Insuficiência Renal Aguda (IRA) 

vem aumentando nas últimas décadas e pode muito provavelmente resultar em dano 

renal permanente (COCA; SINGANAMALA; PARIKH, 2012). A incidência de IRA tem 

sido relatada em até 20% nos EUA e muito similar em outros países (GHARAIBEH et 

al., 2018; HOSTE et al., 2015). Estima-se que a IRA ocorra em torno de 20 a 200 por 

milhão da população, 7 a 18% dos pacientes internados e aproximadamente 50% dos 

pacientes em Unidade de Terapia Intensiva (UTI), sendo considerada uma 

preocupação crescente para a saúde em todo o mundo (CHAWLA et al., 2017; HOSTE 

et al., 2015). A IRA tem sido associada à alta morbimortalidade, matando cerca de 2 

milhões de pessoas todos os anos no mundo e as taxas de mortalidade hospitalar em 

pacientes hospitalizados com IRA são muito altas entre os pacientes que necessitam 

de diálise (CHAWLA et al., 2014, 2017; HOSTE et al., 2015). Uma vez que a IRA é 

um fator de risco independente para Doença Renal Crônica (DRC), Estágio Final de 

Doença Renal (EFDR), doenças cardíacas e morte, ela se configura como uma 

preocupação significativa de saúde pública em todo o mundo (COCA; 

SINGANAMALA; PARIKH, 2012). 

Atualmente, a DRC tem uma alta prevalência global, estimada em 11 a 13%, 

com maior prevalência dos estágios finais (estágios 3 a 5), e é uma causa significativa 

de morbidade e mortalidade (GIFFORD et al., 2017; HILL et al., 2016). Os países de 

baixa e média renda sofreram um aumento alarmante no número de DRC nos últimos 

20 anos, com uma significante associação com diabetes mellitus, hipertensão, 

doenças cardiovasculares, alto índice de massa corporal, entre outros (DE MOURA et 

al., 2014; GRAMS et al., 2013). Concordantemente, houve um aumento anual das 

despesas em programas de diálise em todo o mundo, que variou de 6% a 12% e 

continua a crescer (DE MOURA et al., 2014). Nos EUA, mais de 400 mil americanos 

apresentam doença renal terminal e mais de 300 mil desses pacientes necessitam de 

diálise. As taxas de mortalidade permanecem acima de 20%/ano com o uso de diálise, 

sendo que os custos médicos anuais diretos para doença renal terminal são quase 
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US $ 23 bilhões (GO et al., 2015). No Brasil, entre 2000 e 2012, a incidência aumentou 

20%, ou seja, 1,8% por ano em todas as regiões do país e particularmente em grupos 

etários mais velhos. Com isso, a incidência e a prevalência de pacientes com DRC 

que receberam tratamento de diálise financiado publicamente aumentaram 

significantemente (DE MOURA et al., 2014). Assim, o diagnóstico precoce e o 

acompanhamento da evolução da doença renal são de extrema importância para a 

saúde pública, e diversas pesquisas têm sido desenvolvidas neste sentido. 

 

 

2.1.1 Cistatina C 

 

O conhecimento da taxa de filtração glomerular (TGF) é essencial para 

detecção e monitoramento de diminuição da função renal (GRUBB et al., 2014). Existe 

uma relação inversa entre risco de DRC e TGF que é independente da idade, sexo e 

outros fatores de risco. A função renal diminuída é um preditor de hospitalização, 

disfunção cognitiva e má qualidade de vida (HILL et al., 2016). A identificação e 

determinação do estágio da doença renal dependem da medida da TGF e da 

albuminúria (quantidade de albumina na urina). O cálculo da TGF real pela medição 

de marcadores de filtração externos é incômodo e impraticável (JHA et al., 2013), 

sendo esta, por muito tempo, estimada por equações envolvendo as concentrações 

séricas de creatinina (KHORGAMI et al., 2013). No entanto, a creatinina sérica é 

influenciada não apenas pela TGF, mas também por outros fatores, incluindo massa 

muscular, idade, gênero, medicamentos, estado catabólico, quantidade de carne 

ingerida e secreção tubular (GRUBB et al., 2014; KHORGAMI et al., 2013). 

A busca por um marcador alternativo de detecção precoce de doenças renais 

levou à cistatina C sérica (CysC). Cistatina C e creatinina são produtos de caminhos 

metabólicos muito diferentes e são medidos por ensaios independentes, sendo que a 

CysC é menos sensível a alterações fisiológicas (GRAMS et al., 2013). Estudos 

recentes indicam que a concentração sérica de CysC é um melhor marcador em casos 

de insuficiência renal leve (FOX et al., 2014), além de ser um biomarcador de TFG 

mais preciso em diferentes situações (DELANAYE et al., 2014), inclusive na predição 

do risco de DRC em crianças e idosos (MI et al., 2016). 
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A CysC é uma proteína glicosilada de baixo peso molecular (13kda) da classe 

das inibidoras de cisteíno-proteinases (Fig. 1). Esta é produzida num ritmo constante 

pelas células nucleadas e encontra-se presente nos líquidos biológicos. Ela foi 

sugerida como um marcador alternativo para a TGF em 1979, sendo que o primeiro 

procedimento automatizado para análise da cistatina C foi introduzido em 1994 

(GRUBB et al., 2014; LAU et al., 2017). A CysC é livremente filtrada pelos glomérulos, 

e a sua concentração sérica é independente de dieta, secreção tubular, massa 

muscular e peso corporal, não existindo diferenças significativas entre os valores de 

referência para o sexo feminino e o masculino. Devido a isso, esta é considerada um 

marcador precoce da disfunção renal relacionada à TGF (LAU et al., 2017; TAO; 

ZHAO; ZENG, 2016).  

 

Figura 1. Estrutura terciária da cistatina C. 

 

Fonte: KOLODZIEJCZYK et al., 2009. 

 

 

Além disso, a CysC é um marcador que vem sendo cada vez mais utilizado no 

monitoramento de pacientes em diálise (hemodiálise, diálise peritoneal, etc.), por ser 

mais preciso do que a creatinina e a correlação entre creatinina e ureia em urina de 

24 horas (HOEK et al., 2007; KHORGAMI et al., 2013). Assim, este marcador pode 

indicar sinais precoces de doença renal e diminuição dos casos de DRC, bem como 
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o monitoramento desta condição em pacientes fazendo uso de diálise. Até o momento, 

várias estratégias analíticas têm sido usadas para a detecção de CysC sérica, como 

ensaio imunoenzimático (ELISA), imunoensaios turbidimétricos (PETIA) e 

nefelométricos (PENIA) (DELANAYE et al., 2014; FONSECA et al., 2015; JIANG et 

al., 2014). No entanto, estes testes exigem unidades laboratoriais centralizadas e 

instrumentos manuseados por pessoal especializado. Devido a isso e ao grande 

interesse na detecção rápida de CysC, biossensores têm sido desenvolvidos para 

uma detecção precisa e direta, e uma tecnologia de fácil operação, buscando o 

diagnóstico precoce de falha renal. 

 

 

2.2 BIOSSENSORES 

 

Biossensores são dispositivos analíticos que utilizam componentes biológicos 

como elementos de reconhecimento para detecção de analitos-alvo (Fig. 2). Tais 

dispositivos combinam um sistema de detecção (receptor biológico que fará o 

reconhecimento do analito), transdução (que irá transformar essa ligação em um sinal 

que possa ser medido) e amplificação do sinal gerado nos processos de 

biorreconhecimento (que permitirão a visualização desse sinal) (CHOCARRO-RUIZ et 

al., 2017). Há vários tipos de biossensores, classificados de acordo com o transdutor 

(óptico, eletroquímico, piezelétrico, etc.), ou de acordo com a biomolécula imobilizada 

na superfície de detecção (biorreceptor), que podem ser enzimas, DNA, anticorpos, 

entre outros.  
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Figura 2. Esquema de funcionamento de um biossensor. 

 

Fonte: Elaborada pela autora (2019). 

 

 

Quando imunoglobulinas ou antígenos são utilizados como biorreceptor em 

biossensores, estes podem ser classificados como imunossensores (SHARMA; 

BYRNE; O’KENNEDY, 2016; WANG, 2006). Os imunossensores podem possuir 

inúmeras vantagens frente aos métodos tradicionais de diagnóstico, devido a serem 

dispositivos menores e facilmente manuseáveis, fornecendo a resposta em poucos 

minutos (AFKHAMI et al., 2017). Dentre os transdutores para imunossensores, os 

eletroquímicos são os mais comumente utilizados, visto que têm potencial para o 

diagnóstico rápido e preciso de doenças, com o objetivo de direcionar a um tratamento 

imediato e maior sobrevida dos pacientes (AFKHAMI et al., 2017; AHMED et al., 2015; 

ÇEVIK et al., 2016). Os imunossensores eletroquímicos são testes diagnósticos 

interessantes devido à sua facilidade (“user-friendly”) e relativo baixo custo, podendo 

alcançar menores limites de detecção com pequenos volumes de analito. Além disso, 

a instrumentação necessária é relativamente simples e pode ser facilmente 
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portabilizada, instigando o desenvolvimento de eletrodos descartáveis e metodologias 

para quantidades insignificantes de amostras (SHARMA; BYRNE; O’KENNEDY, 

2016).  

Os sinais biológicos dos imunossensores podem ser reconhecidos e 

transduzidos utilizando várias estratégias, como a utilização de biomoléculas ligadas 

a marcadores (por exemplo, enzimas ou moléculas fluorescentes, entre outros). No 

entanto, esses métodos quase sempre requerem mais passos para que a leitura final 

seja realizada. Devido a isso, ensaios sem marcadores ou “label-free” são 

amplamente utilizados em imunossensores para diminuir etapas e tornar o processo 

de detecção mais estável. Ensaios “label-free” buscam interações moleculares 

biologicamente ativas, fornecendo informações detalhadas sobre seletividade, 

afinidade e, em muitos casos, também a cinética de ligação e a termodinâmica (SANG 

et al., 2015; TURNER, 2013). A detecção das modificações ocorridas na superfície 

eletródica de imunossensores eletroquímicos “label-free” são detectadas devido a 

flutuações na barreira de difusão de íons induzidas pelas interações entre antígenos 

e anticorpos, sendo as técnicas eletroquímicas extremamente sensíveis para detectar 

essas alterações.  

 

 

2.2.1 Métodos de detecção e caracterização eletroquímica 

 

No desenvolvimento de imunossensores eletroquímicos, as técnicas aplicadas 

utilizam potencial, corrente ou carga em uma célula eletroquímica, as quais são 

dependentes das espécies presentes na interface entre um eletrodo e a solução em 

que ele se encontra (HARVEY, 2019). A Voltametria Cíclica (VC) é considerada uma 

das técnicas mais importantes para medições eletroquímicas, na qual é registrada a 

resposta de corrente em diferentes voltagens aplicadas (potencial) (YANG; ROGACH, 

2019). A VC oferece informações sobre a interação do eletrodo com a solução em que 

está em contato, realizando uma varredura de potencial em vários ciclos sucessivos 

e em ambas as direções (oxidação e redução), explorando o comportamento 

eletroquímico das espécies geradas no eletrodo (HARVEY, 2019; PACHECO et al., 

2013). O voltamograma tem picos separados para a reação de oxidação (Ipc) e de 
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redução (Ipa) (Fig. 3), cada qual caracterizado por um potencial de pico e uma corrente 

de pico (HARVEY, 2019). A razão entre as correntes de pico e a diferença de pico de 

potencial nos segmentos catódico (oxidação) e anódico (redução) podem ser usadas 

para julgar se o sistema eletroquímico é reversível (YANG; ROGACH, 2019). Com 

isso, a VC se torna uma técnica indispensável na análise de superfícies e das reações 

ocorrendo através delas. 

 

Figura 3. Voltamograma cíclico demonstrando as correntes catódica (Ipc) e anódica 

(Ipa). 

 

Fonte: TRINDADE, 2015. 

 

 

Outra técnica de análise eletroquímica é a Voltametria de Onda Quadrada 

(VOQ), a qual é considerada a mais avançada e mais sofisticada técnica dentre as 

voltametrias (GULABOSKI; PEREIRA, 2008; MIRCESKI et al., 2013). Esta é uma 

técnica eletroquímica adequada para aplicação analítica, estudo mecanístico de 

processos de eletrodos e medições eletrocinéticas (MIRCESKI et al., 2013). A 

corrente de pico obtida na VOQ depende de vários parâmetros inter-relacionados, 

como a frequência e a amplitude, por exemplo, os quais têm uma influência combinada 
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na resposta da corrente de pico (AMMAR et al., 2016). A VOQ envolve a aplicação de 

repetidos pulsos de potencial simétricos sobrepostos em uma varredura de potencial 

em escada, a qual permite a discriminação efetiva de processos faradáicos de 

correntes (DAUPHIN-DUCHARME et al., 2017; GULABOSKI; PEREIRA, 2008). Isso 

é obtido impondo dois pulsos opostos de onda quadrada da mesma altura em cada 

degrau em potencial da escada e medindo a corrente resultante no final de cada pulso 

(Fig. 4) (DAUPHIN-DUCHARME et al., 2017). Desta forma, a VOQ é considerada uma 

das técnicas de voltametria mais sensíveis, sendo capaz de observar pequenas 

variações de corrente na superfície eletródica. 

 

Figura 4. Representação do funcionamento de uma voltametria de onda quadrada. 

 

Fonte: Adaptado de MIRCESKI et al., (2013). 

 

 

Também há de se falar na Espectroscopia de Impedância Eletroquímica (EIS – 

do inglês Electrochemical Impedance Spectroscopy), a qual é mais uma técnica de 

caracterização eletroquímica, considerada extremamente sensível (LASIA, 2017). Em 

eletroquímica, a EIS é aplicada na caracterização de eletrodos e interfaces 

complexas, e a resposta do sistema permite informações sobre a interface eletrodo-

meio e as reações nele contidas (BARDINI, 2015). A EIS estuda a resposta do sistema 

em relação à aplicação de uma corrente alternada de pequena amplitude, e as 

medições são feitas em diferentes frequências (LASIA, 2017). Esse método é 
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dependente da resistência de transferência de carga (Rct), que ocorre na interface 

eletrodo-meio, sendo que a natureza isolante de certos materiais e biomoléculas 

tendem a aumentar a resistência (Fig. 5) (MESSINA; FITZGERALD; MOORE, 2016; 

WANG et al., 2017). Do ponto de vista experimental, um potencial é aplicado e uma 

corrente variando de forma similar é registrada. No entanto, a resposta do sistema a 

uma mudança no potencial não é instantânea, isso faz com que a corrente se atrase. 

Isso se deve à contribuição capacitiva que ocorre na célula eletroquímica: a carga e a 

descarga de um capacitor relativas às mudanças de potenciais não são um processo 

instantâneo, ocorrendo um atraso na corrente resultante (BARDINI, 2015). Deve-se 

notar que a impedância de uma série de conexões de resistência e capacitância é 

uma soma das contribuições desses dois elementos (LASIA, 2017), tornando essa 

técnica mais sensível a pequenas variações nas concentrações de antígenos e 

anticorpos ocorridas na superfície eletródica. Imunossensores usando EIS mostraram 

vantagens sobre outros métodos de detecção de biomoléculas, permitindo alta 

sensibilidade, detecção rápida, baixo custo relativo e facilidade de miniaturização 

(WANG et al., 2017).  

 

Figura 5. Gráfico de impedância mostrando menor (a) e maior (b) Rct. 
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Fonte: Elaborada pela autora (2019). 
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2.3 CARACTERIZAÇÃO DE SUPERFÍCIES 

 

A caracterização morfológica e estrutural das superfícies modificadas utilizadas 

em imunossensores são complementos necessários às técnicas de caracterização e 

detecção eletroquímicas. Elas servem de confirmação aos dados obtidos por outros 

meios, sendo possível analisar cada etapa de modificação dos eletrodos após a 

adição de nanomateriais, polímeros ou outras moléculas funcionalizantes. Aqui, após 

a modificação das superfícies, foram realizadas análises de Infravermelho por 

transformada de Fourier (FT-IR) e Microscopia de Força Atômica (AFM). 

 

 

2.3.1 Infravermelho por Transformada de Fourier 

 

A espectroscopia de infravermelho ou Infravermelho por Transformada de 

Fourier (FT-IR do inglês Fourier-Transform Infrared spectroscopy) é atualmente uma 

das mais importantes técnicas analíticas disponíveis. Uma das maiores vantagens da 

espectroscopia de infravermelho é que praticamente qualquer amostra em qualquer 

estado pode ser analisada, por exemplo, líquidos, soluções, pastas, pós, filmes, fibras, 

gases e superfícies (FAN; DAI; HUANG, 2012). Esta técnica funciona através da 

aplicação de radiação com diferentes frequências de infravermelho uma de cada vez, 

através de uma amostra, observando quais frequências são absorvidas pelo 

composto. Um detector localizado do lado oposto da amostra analisa os sinais de 

frequências, sendo que algumas passam pelo composto quase sem perda, mas outras 

são fortemente absorvidas. Quanto de uma frequência particular passa pelo composto 

é medido como porcentagem de transmissão (CLARK, 2014). Amostras diferentes 

apresentam espectros específicos de FT-IR que permitem a sua precisa identificação 

(Fig. 6).  
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Figura 6. Demonstração de um espectro de FT-IR de Óxido de Grafeno. 

 

Fonte: VALENCIA et al., (2018). 

 

 

O equipamento de FT-IR possui diversos acessórios para melhor se adequar 

aos vários tipos de amostras existentes. O módulo de Reflexão Atenuada Total (ATR) 

opera medindo as mudanças que ocorrem em um feixe infravermelho (IV) quando o 

feixe entra em contato com uma amostra. Em regiões do espectro de infravermelho 

onde a amostra absorve energia, a onda evanescente será atenuada e o feixe 

atenuado é direcionado ao detector no espectrômetro de IV (BRADLEY, 2002). O 

detector registra o feixe IV atenuado que pode então ser usado para gerar um espectro 

IV. O ATR é ideal para amostras fortemente absorventes ou espessas, que 

geralmente produzem picos intensos quando medidos por transmitância e funciona 

bem para estas amostras porque a intensidade das ondas evanescentes decai 

exponencialmente com a distância da superfície do cristal ATR, tornando a técnica 

geralmente insensível à espessura da amostra (BRADLEY, 2002).  
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 2.3.2 Microscopia de Força Atômica 

 

A Microscopia de Força Atômica (AFM – do inglês Atomic Force Microscopy) 

foi inventada em 1986 e desde então tem sido amplamente utilizada na área de 

nanotecnologia, criando novas oportunidades em física, química, biologia e medicina 

(DUFRÊNE et al., 2017). O AFM pode realizar o contorno de superfícies não-

condutoras de estado sólido em resolução atômica, sem necessidade de um 

tratamento prévio da amostra e em condições ambientes, podendo ser usado para 

quantificar e mapear simultaneamente suas propriedades físicas, químicas ou 

biológicas (ALSTEENS et al., 2017; GIESSIBL, 2003). Na microscopia de força 

atômica, uma ponta afiada (“tip” sensora) é arrastada por uma superfície usando um 

sistema de deflexão de feixe de laser onde este laser é refletido da parte de trás da 

alavanca da “tip” para um detector sensível à posição (Fig. 7). Ao contrário de outras 

técnicas semelhantes, o AFM não precisa de uma amostra condutora, forças atômicas 

são usadas para mapear a interação do “tip” com a amostra (NANOSCIENCE 

INSTRUMENTS, 2019). 

 

Figura 7. Mecanismo de funcionamento de um microscópio de força atômica. 

 

Fonte: Adaptado de NANOSCIENCE INSTRUMENTS, (2019). 

 

 

 

Amostra 
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2.4 BIOSSENSORES PARA CISTATINA C 

 

Nos últimos anos, o número de pesquisas em biossensores vem crescendo de 

forma impressionante. Esta é uma área que vem aumentando exponencialmente nas 

últimas décadas, com o desenvolvimento de novos materiais e métodos de 

funcionalização de superfícies, ampliando as possibilidades de crescimento em 

diversas áreas, como saúde, meio ambiente, medicina, agricultura/veterinária e 

alimentação (RODRIGUEZ et al., 2015). A maioria dos biossensores desenvolvidos 

em pesquisa, na atualidade, é baseada em reações imunológicas ou hibridização de 

DNA, e os testes garantem resultados rápidos com grande sensibilidade (TURNER, 

2013). 

A detecção da cistatina C pode ser feita de maneira direta (através da ligação 

entre antígeno-anticorpo) ou de maneira indireta (via observação da atividade da 

enzima papaína ou através de ensaios imunológicos na conformação “sanduíche”). A 

papaína é uma proteína de 23 kDa, pertencente à família das cisteíno-proteinases 

(GORODKIEWICZ; LUSZCZYN, 2011). Sendo a CysC uma inibidora de cisteíno-

proteinases, sua detecção é feita indiretamente através da observação da diminuição 

na atividade da papaína (DESAI et al., 2018; LIN et al., 2013). A detecção direta da 

cistatina C, entretanto, é feita através da ligação entre cistatina C e o anticorpo 

específico anti-cistatina C. Para a detecção da cistatina C sérica, biossensores, 

imunoensaios e imunossensores envolvendo as maneiras de detecção direta e 

indireta foram encontrados na literatura, como visto adiante, observando-se as 

vantagens e desvantagens de cada método. (Quadro 1).  
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Quadro 1. Comparação de métodos analíticos para detecção de CysC. 

 

Fonte: Adaptada de TRINDADE; SILVA; DUTRA, 2019. 

 

 

MÉTODO DE DETECÇÃO MANEIRA 

DE 

DETECÇÃ

O 

REFERÊNCIA 

ESPECTROSCOPIA RAMAN 

AMPLIFICADA POR SUPERFÍCIE 

(ÓPTICO)/ VOLTAMETRIA DE PULSO 

DIFERENCIAL(ELETROQUÍMICO) 

Direta (HASSANAIN; IZAKE; 

AYOKO, 2018) 

FOTOELETROQUÍMICA Direta (MI et al., 2016) 

VOLTAMETRIA 

CÍCLICA/VOLTAMETRIA DE PULSO 

DIFERENCIAL (ELETROQUÍMICO) 

Indireta   (DESAI et al., 2018) 

VOLTAMETRIA DE VARREDURA 

LINEAR (ELETROQUÍMICO) 

Indireta (LOPES et al., 2019) 

ELETROQUIMIOLUMINESCÊNCIA 

(ÓPTICO) 

Indireta (ZHAO et al., 2018) 

RESSONÂNCIA DE PLÁSMON DE 

SUPERFÍCIE (ÓPTICO) 

Indireta (GORODKIEWICZ; 

LUSZCZYN, 2011) 

FLUORESCÊNCIA (ÓPTICO) Indireta (LIN et al., 2013) 

QUANTUM DOTS NO 

INFRAVERMELHO PRÓXIMO 

(ÓPTICO) 

Indireta (TAO; ZHAO; ZENG, 2016) 

VOLTAMETRIA DE PULSO 

DIFERENCIAL (ELETROQUÍMICO) 

Indireta (YANG et al., 2016) 
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Em um dos trabalhos, YANG et al., (2016) realizaram a detecção via 

deslocamento da fita de DNA induzida por uma imunorreação e amplificação 

enzimática cíclica da proteína T7 Exonuclease. Este método, porém envolve diversos 

passos para leitura do analito, tornando-se um ensaio demorado. DESAI et al., (2018), 

por sua vez, desenvolveu um ensaio empregando o eletrodo impresso baseado em 

K3[Fe(CN)6] como indicador. Embora ambos tenham atingido um alcance ótimo e um 

baixo limite de detecção, o uso de papaína como elemento de biorreconhecimento 

torna os biossensores limitados para o uso somente na urina. Assim, medidas em 

amostras com contaminantes proteicos como o soro são restritivas. No seu trabalho, 

LOPES et al., (2019) usaram eletrodos impressos para desenvolver um imunossensor 

eletroquímico usando um ensaio do tipo sanduíche para a cistatina C. Nanopartículas 

de ouro foram eletrodepositadas no eletrodo e usadas para imobilizar o anticorpo de 

captura, que foi então acoplado à CysC. A detecção foi realizada por anti-CysC 

biotinilado utilizando uma enzima marcada com estreptavidina. Esta abordagem 

requer diversos passos para alcançar a detecção da CysC, o que a torna muito 

demorada. Abordagens ópticas utilizando ressonância de plásmon de superfície 

(SPR) também foram aplicadas, como no trabalho de GORODKIEWICZ e LUSZCZYN 

(2011), entretanto, este também tem a desvantagem de utilizar a papaína. LIN et al., 

(2013) realizaram uma detecção óptica com nanopartículas usando também a 

detecção indireta. TAO; ZHAO; ZENG, (2016), por sua vez, utilizaram pontos 

quânticos de infravermelho próximo para detecção de CysC através da papaína. Outra 

abordagem de detecção óptica foi realizada por HASSANAIN et al. (2018), que 

usaram Espectroscopia Raman Amplificada por Superfície e Voltametria de Pulso 

Diferencial para a detecção de CysC. MI et al., (2016) utilizou “nanocorpos” 

específicos de CysC e alcançaram baixos limites de detecção em uma transdução 

óptica baseada na redução da fotocorrente usando uma estação de trabalho 

eletroquímica para medir a fotocorrente sob irradiação de luz visível com uma lâmpada 

de 150W Xe. Entretanto, a SPR e outros biossensores ópticos em geral têm a 

desvantagem de serem de mais difícil miniaturização para utilização como verdadeiro 

dispositivo “point-of-care” em imunossensores (HUNT; ARMANI, 2010; KIRSCH et al., 

2013).  

Este campo de detecção “point-of-care”, especialmente no que trata da 

detecção “label-free”, está passando por um grande progresso nos últimos anos. Parte 
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deste progresso envolve o desenvolvimento de novos métodos de detecção e 

nanomateriais, e o uso de novas técnicas de modificação eletródica, bem como o uso 

de polímeros, facilitando a modificação eletródica com moléculas e materiais (via 

ligações covalentes, camadas auto-organizadas, entre outros) (REVERTÉ; PRIETO-

SIMÓN; CAMPÀS, 2016; SHRIVASTAVA; JADON; JAIN, 2016).  
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2.5 NANOMATERIAIS 

 

Nanomateriais são materiais funcionais com características únicas 

relacionadas à sua forma, estrutura e tamanho (na ordem de 1 a 100 nm). Estes vêm 

sendo aplicados em diversas áreas, entre elas eletrônica, optoeletrônica e biologia. A 

contribuição dos nanomateriais permitiu o desenvolvimento de imunossensores 

robustos, levando a plataformas com um limite de detecção cada vez menor 

(RODRIGUEZ et al., 2015). Os nanomateriais também contribuíram para aumentar a 

sensibilidade dos biossensores, devido às suas propriedades elétricas, ópticas, 

acústicas e outras, que são capazes de produzir dispositivos com resultados mais 

reprodutíveis (CABRAL et al., 2018). Logo, vários nanomateriais têm sido utilizados 

no desenvolvimento de imunossensores nas últimas décadas, ocasionando diversas 

variações nas combinações com polímeros e outras moléculas funcionalizantes. 

 

 

2.5.1 Nanopartículas de silício 

 

As nanopartículas de sílica mesoporosa (MSNs – do inglês Mesoporous Silica 

Nanoparticles) foram descobertas nos anos 90 e muito estudadas devido a suas 

características especiais, como alta estabilidade mecânica e térmica, grande área de 

superfície e flexibilidade para modificações em sua superfície (KHALILZADEH et al., 

2016; MEHMOOD, 2017). A primeira MSN desenvolvida, o material cristalino móvel 

(MCM-41) (Fig. 8), tem sido utilizado em muitas aplicações desde então, como 

liberação de drogas, imagem e biosensoriamento (KHALILZADEH et al., 2016). Estas 

muitas aplicações são possíveis devido à sua grande eficácia na imobilização de 

proteínas e excelente transferência de elétrons (OMIDFAR et al., 2012). 

 

 

 

 

Figura 8. Representação de material cristalino móvel (MCM-41). 
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Fonte: HOFFMANN et al., 2010. 

 

 

O MCM-41 possui poros cilíndricos regulares que formam um sistema de poros 

unidimensional bem definido, com o tamanho dos poros variando de 2 a 10 nm e com 

formatos 2D hexagonais e 3D cúbicos (KHALILZADEH et al., 2016; MEHMOOD, 

2017). A presença de numerosos grupamentos silano na superfície do MCM-41 torna 

possível a fácil modificação e funcionalização destes com muitas funções orgânicas 

(SZEGEDI et al., 2011). As rotas mais usuais para modificação de superfície de MSNs 

usam a ligação entre esses grupamentos silano superficiais e agentes de acoplamento 

de silano, sendo o mais comum o aminopropil-trietoxisilano (APTES) (ENACHE et al., 

2018), o qual possui funções amina em seus terminais. Isso permite a formação de 

ligações amida (ligação covalente forte) com moléculas biológicas, outros 

nanomateriais ou polímeros que possuam grupos carboxila em suas extremidades. 

 

 

2.5.2 Óxido de grafeno 

 

O óxido de grafeno (GO do inglês Graphene Oxide) é uma folha planar de 

carbono com átomos densamente empacotados em um padrão hexagonal com 

ligações sp2 regulares (Fig. 9), que foi produzido em laboratório pela primeira vez em 

2004 (NOVOSELOV et al., 2004; YAO et al., 2012). Apesar de o óxido de grafeno 
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reduzido (RGO) ter uma melhor resposta eletrocatalítica, o GO em sua forma não-

reduzida ainda é amplamente utilizado devido à presença de grupos funcionais e 

maior facilidade de produção (RODRIGUEZ et al., 2015). A síntese de GO é simples 

e rápida, e tem sido uma alternativa à produção em massa de grafeno. O GO é 

produzido a partir da oxidação do grafite e tem grupos funcionais de oxigênio polar, 

rico em ácidos carboxílicos nas suas bordas, e grupos epóxi e hidroxilo em seus 

planos basais, o que concede muitas rotas de funcionalização e boa dispersão na 

água (RODRIGUEZ et al., 2015; ZHU et al., 2010). Além disso, os grupos funcionais 

são responsáveis pela esfoliação do grafite, visto que aumentam a distância 

interplanar devido à formação de ligações de hidrogênio entre as folhas de grafite. As 

ligações de hidrogênio são fracas e podem ser facilmente quebradas por banho de 

ultrassom, resultando em monocamadas ou algumas folhas de carbono, que ficaram 

conhecidas como GO (RODRIGUEZ et al., 2015; ZHU et al., 2010). 

 

Figura 9. Representação de uma folha de grafeno. 

 

Fonte: YAN; BARRON, 2010. 

 

 

O GO atraiu atenção incomum devido à sua alta área de superfície teórica, 

excelente condutividade elétrica, alta estabilidade química, forte resistência mecânica 

e o fato de que o carbono é um dos elementos mais baratos e abundantes. A excelente 

transferência de elétrons entre grafeno e grupos funcionais é importante para a 



36 
 

 

aplicação de materiais à base de grafeno em eletrônicos, sensores e biossensores, 

uma vez que facilita a deslocalização de elétrons (RABTI; RAOUAFI; MERKOÇI, 

2016; RODRIGUEZ et al., 2015; SONG et al., 2016). Este é um excelente material 

para aplicações biológicas atribuídas aos grupos funcionais que interagem 

prontamente com ácidos nucleicos, proteínas, células e outras moléculas orgânicas 

(SHRIVASTAVA; JADON; JAIN, 2016). No entanto, o GO não é um bom condutor 

elétrico devido à ruptura de sua ligação de sp2 à medida que os grupos funcionais 

aumentam. Assim, por vezes é feita a funcionalização do óxido de grafeno com 

diferentes moléculas e polímeros (RODRIGUEZ et al., 2015; SHRIVASTAVA; JADON; 

JAIN, 2016; ZHU et al., 2010). 

 

 

2.6 AGENTES FUNCIONALIZANTES E POLÍMEROS 

 

Os passos de imobilização de biomoléculas são considerados cruciais no 

desenvolvimento de biossensores estáveis e reprodutíveis (TRINDADE; DUTRA, 

2018). A imobilização orientada e não-aleatória de antígenos ou anticorpos é de 

extrema importância, visto que a porção de ligação deve permanecer exposta para 

que ocorra o fenômeno de biorreconhecimento. Por isso, agentes funcionalizantes de 

superfícies e polímeros têm sido amplamente empregados em imunossensores para 

garantir o ancoramento orientado e estável de biomoléculas. Por outro lado, esses 

polímeros e funcionalizantes podem oferecer outras vantagens, como aumento da 

transferência de elétrons, da área superficial ou atividade catalítica inerente. 

 

 

2.6.1 Agentes de funcionalização espaçadores 

 

Uma ligação estável entre a superfície do eletrodo e nanomateriais pode ser 

alcançada através da funcionalização do eletrodo via tratamentos químicos. 

Espaçadores químicos são moléculas flexíveis comumente imobilizadas como 

intermediárias entre a superfície sensora e a biomolécula ou o nanomaterial, 
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oferecendo mobilidade e liberdade de orientação estrutural (RÓZ et al., 2015). Um tipo 

de espaçador químico são as monocamadas auto-organizadas (SAMs – do inglês 

Self-assembled Monolayers). Estas têm sido utilizadas há bastante tempo para esse 

fim no desenvolvimento de imunossensores eletroquímicos (DUFFY; MOORE, 2017). 

As SAMs têm sido intensivamente estudadas para técnicas de nanofabricação, pois 

podem ser adaptadas para promover ou resistir à adesão de substâncias específicas 

em nível molecular (HARNETT; SATYALAKSHMI; CRAIGHEAD, 2001). Elas são 

formadas por interações entre moléculas que se organizam em um arranjo estável e 

bem definido em diferentes substratos (Fig. 10), sendo que a ordem superficial e a 

estabilidade das SAMs (REYES-CUELLAR, 2017) as tornam úteis para garantir a 

imobilização orientada de materiais e biomoléculas.  

 

Figura 10. Representação básica de uma monocamada auto-organizada. 

 

Fonte: Elaborada pela autora (2019). 

Vários compostos podem ser utilizados na obtenção de SAMs, podendo-se citar 

os alquil-trietoxisilanos, os quais têm sido usados para formar SAMs em superfícies 

de sílica, metal e vidro (REYES-CUELLAR, 2017). O aminopropil-trietoxisilano 

(APTES) é um material composto por grupamentos silano em uma ponta, os quais 

reagem facilmente com outros grupamentos silano, e uma terminação amina livre na 

outra. Isso faz do APTES um dos compostos mais utilizados na funcionalização de 
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superfícies de sílica e vidro (DE MORAES; KUBOTA, 2016; ENACHE et al., 2018), 

podendo inclusive ser usado para funcionalizar superfícies de nanomateriais de sílica 

(como por exemplo nanopartículas de silício). As SAMs de APTES apresentam alta 

estabilidade e resistência ao aumento da temperatura, e o material funcionalizado 

exibe um grupo amino terminal de acoplamento direto (REYES-CUELLAR, 2017).  

Outros compostos que podem ser utilizados na formação de SAMs são os tióis 

de cadeia curta como o ácido mercaptopropiônico (MPA – do inglês Mercaptopropionic 

Acid), que têm sido altamente utilizados para aplicações em imunossensores, devido 

à forte ligação covalente formada em superfícies de ouro (ligação S-Au), permitindo a 

fixação bem orientada nas superfícies dos eletrodos e deixando grupos carboxílicos 

funcionais livres para ligações com outros compostos, materiais ou anticorpos, 

oferecendo a possibilidade de uma plataforma mais estável e com espaçamento 

bastante regular (DUFFY; MOORE, 2017; SINGH et al., 2014). No desenvolvimento 

de biossensores, a presença de grupamentos funcionais livres pode permitir a ligação 

de nanomateriais ou anticorpos, os quais podem possuir grupamentos amina ou 

carboxílicos em suas extremidades. A ligação da amina com o grupamento carboxil 

permite uma ligação covalente amida (SILVA et al., 2013), a qual é considerada 

extremamente estável. Outras formas de funcionalização de superfície que permitem 

a obtenção de grupamentos funcionais livres envolvem a utilização de polímeros ou 

materiais que sejam aminados ou carboxilados. 

 

 

 

 

 

 

2.6.2 Ferroceno 

 

Uma desvantagem da detecção amperométrica para biossensores em geral é 

que requer um indicador redox para obter a leitura, causando dificuldades para 

medições em amostras reais, isto é, sangue ou soro. Para contornar essas 
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dificuldades, moléculas redox ativas, como unidades de ferroceno (Fc), podem ser 

ligadas a nanomateriais como centro de atividade eletroquímica sem sonda redox 

externa (YAMANAKA; VESTERGAARD; TAMIYA, 2016). O ferroceno 

(diciclopentadienil-ferro) foi o primeiro derivado de hidrocarboneto puro de ferro a ser 

preparado pela química moderna, e o crescimento rápido da química organometálica 

é muitas vezes atribuído ao excitamento vindo da descoberta do ferroceno e seus 

análogos. Desde a sua descoberta acidental em 1951, muitos derivados foram 

sintetizados e caracterizados. A química do ferroceno e seus derivados é agora bem 

conhecida, e são apreciados pela excelente estabilidade. Eles são de interesse 

considerável em várias áreas, como a eletroquímica, devido à oxidação quase 

reversível do ferro II. No ferroceno, dois anéis ciclopentadienil estão presos a lados 

opostos de um átomo de ferro intercalado no centro, sendo também conhecidos com 

compostos sanduíche (Fig. 11 (a)). O plano de cada anel é perpendicular à ligação 

metal-ligando com os cinco átomos de carbono aproximadamente equidistantes do 

metal (FERY-FORGUES; DELAVAUX-NICOT, 2000; LU et al., 2015).  

 

Figura 11. Representação de (a) ferroceno e (b) aminoferroceno. 

 

Fonte: Adaptado de SIGMA-ALDRICH, 2017. 

 

As características eletroquímicas atrativas exibidas pelo ferroceno, isto é, taxa 

de transferência de elétrons rápida, baixo potencial de oxidação e estabilidade de dois 

estados redox faz com que o ferroceno e seus derivados sejam conhecidos como 

substâncias mediadoras. E assim, a fração ferro é geralmente usada como uma 

molécula redox para caracterizar a efetividade da modificação de nanomateriais de 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Qu%C3%ADmica_organomet%C3%A1lica
https://pt.wikipedia.org/wiki/An%C3%A1logo_(qu%C3%ADmico)
https://pt.wikipedia.org/wiki/Complexo_ciclopentadienil
https://pt.wikipedia.org/wiki/Compostos_sandu%C3%ADche
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carbono, pois tem estabilidade química e eletroquímica (RABTI; RAOUAFI; 

MERKOÇI, 2016). 

Os mediadores baseados em ferroceno são amplamente utilizados para 

construir biossensores amperométricos, uma vez que são excelentes na transferência 

de elétrons. A necessidade do desenvolvimento de métodos de funcionalização de 

materiais e polímeros para aplicações em biossensores é porque permite a 

incorporação de reagentes mediadores (DERVISEVIC et al., 2015; RABTI et al., 

2016). O aminoferroceno, derivado do ferroceno funcionalizado com um grupamento 

amina (Fig. 11 (b)), permite uma ligação covalente com nanomateriais (LU et al., 2015; 

RABTI; RAOUAFI; MERKOÇI, 2016), levando a uma maior estabilidade de ligação 

com a plataforma e desenvolvimento de nanocompósitos com atividade redox 

inerente, proporcionando um excelente avanço no campo de imunossensores 

eletroquímicos para detecção em tempo real. 

 

 

2.6.3 Polietilenimina 

 

As biomoléculas podem ser incorporadas na plataforma sensora por meio de 

várias estratégias, sendo que a ligação covalente é a abordagem mais utilizada para 

modificações na superfície do eletrodo, devido à necessidade de uma imobilização 

orientada da biomolécula, como mencionado anteriormente. Isto geralmente envolve 

a ativação da superfície ou da molécula e remoção daquelas que estão fracamente 

ligadas, formando superfícies muito mais estáveis (LI et al., 2017; LOJOU; BIANCO, 

2006; MENDES, 2006; SINGH et al., 2014). 

Os polímeros exercem um papel importante na estruturação das superfícies 

dos eletrodos imunossensores devido a atuar como âncoras verdadeiras para 

nanomateriais e/ou biomoléculas, resultando em resposta sensora mais regular 

devido a uma imobilização orientada (GOMES-FILHO et al., 2013; LOJOU; BIANCO, 

2006). A polietilenimina (PEI) é um polímero sintético policatiônico que consiste em 

apenas aminas primárias no caso do PEI de cadeia linear ou aminas primárias, 

secundárias e terciárias para PEI ramificado (Fig. 12) (SCHULZ; LUDWIG; GORTON, 

2014; TAVAHODI et al., 2016). 
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Figura 12. Estrutura molecular da polietilenimina de cadeia ramificada. 

 

Fonte: LI et al., 2012. 

 

 

O PEI de cadeia ramificada é constituído por uma alta densidade de 

grupamentos cátions e aminas, que tornam o PEI completamente miscível com água 

à temperatura ambiente. Este polímero é frequentemente usado no desenvolvimento 

de imunossensores devido a suas cargas positivas em pH neutro e suas propriedades 

adesivas (SCHULZ; LUDWIG; GORTON, 2014; TAVAHODI et al., 2016). Ademais, a 

presença de abundantes grupamentos amina nas extremidades do PEI facilita a 

imobilização de biomoléculas de forma orientada, permitindo uma maior sensibilidade 

do imunossensor (REVERTÉ; PRIETO-SIMÓN; CAMPÀS, 2016). 

No campo de biossensores eletroquímicos, busca-se cada vez mais por 

alternativas com alta estabilidade, maior área para imobilização de biomoléculas e 

sensibilidade na detecção de variações analíticas. Têm-se buscado o 

desenvolvimento de estratégias de detecção utilizando inúmeros nanomateriais, 

polímeros e moléculas funcionalizantes, que promovam o avanço no campo de 

detecção eletroquímica “point-of-care”, visando o diagnóstico diversas doenças. No 

caso das doenças renais, alguns biossensores foram desenvolvidos, porém esta ainda 

é uma área que deve ser bastante explorada nos próximos anos. Devido ao 

envelhecimento da população, com consequente aumento de doenças metabólicas 

como diabetes, hipertensão, doenças cardíacas e câncer, é esperado também o 

aumento no número de pacientes com falha renal decorrentes diretamente destas 

doenças ou como consequência de infecções, especialmente em pacientes 
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hospitalizados e em unidades de terapia intensiva. O monitoramento da função renal, 

portanto, se faz imprescindível para um melhor prognóstico e qualidade de vida 

desses pacientes. 

 



43 
 

 

3 OBJETIVOS 

 

3.1 GERAL 

 

Desenvolver plataformas eletroquímicas nanoestruturadas para a imobilização 

de anticorpos anti-CysC, visando à elaboração de nanoimunossensores para o 

diagnóstico e acompanhamento de doenças renais.  

 

3.2 ESPECÍFICOS 

 

a) Realizar o estudo do estado da arte para biossensores de cistatina C, 

observando os avanços obtidos até presente data; 

b) Realizar a funcionalização do MCM-41 com SAMs de APTES para posterior 

uso no desenvolvimento de plataforma sensora; 

c) Desenvolver eletrodo nanoestruturado com SAMs de MPA visando a 

imobilização do MCM-41 funcionalizado para detecção impedimétrica de 

analito; 

d) Estudar a funcionalização do GO com Fc para formação de nanocompósito 

redox-ativo; 

e)  Produzir superfície nanoestruturada com nanocompósito de GO-Fc no 

desenvolvimento de imunossensor para detecção de analito sem sonda redox; 

f) Otimizar os parâmetros experimentais, tais como velocidade de varredura, 

concentrações e estudos de estabilidade; 

g) Caracterizar as etapas de imobilização por técnicas eletroquímicas, 

microscópicas e estruturais; 

h) Realizar a imobilização dos anticorpos anti-CysC; 

i) Avaliar a resposta analítica dos imunossensores a diferentes concentrações de 

CysC e estabelecer as curvas analíticas de detecção. 
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CONCLUSÕES 

 

No presente trabalho, foi desenvolvido um imunossensor baseado em nanopartículas 

de silício, na busca pelo desenvolvimento de um sensor eletroquímico impedimétrico 

para detecção direta de anti-CysC. O MCM-41 teve sua superfície funcionalizada com 

APTES-SAMs, o que permitiu a presença de grupamentos amina na sua superfície 

para uma imobilização regular e estável das biomoléculas. O aumento da área 

superficial promovido por estas nanopartículas levou a um aumento da sensibilidade 

devido ao maior número de anticorpos imobilizados. A detecção eletroquímica 

impedimétrica se mostrou sensível para pequenas variações na concentração da 

Cistatina C, com uma faixa de detecção linear variando de 0,2 a 1,0 µg/mL, com limite 

de detecção (LOD) de 0,06 µg/mL. No segundo trabalho, o óxido de grafeno foi 

funcionalizado com êxito utilizando aminoferroceno, o que permitiu o desenvolvimento 

de uma plataforma de imobilização nanoestruturada para detecção CysC. Esta 

plataforma foi capaz de leituras sem sondas redox, devido à atividade redox inerente 

do Fc ligado covalentemente com os grupos carboxílicos presentes no GO. O filme de 

PEI depositado sobre o nanocompósito deixou suficientes grupos amina livres para 

ligar aos grupos carboxílicos presentes no final da cadeia pesada dos anticorpos, 

possibilitando uma imobilização orientada. Este imunossensor mostrou uma resposta 

linear de 0,1 a 1000 ng/mL e LOD de 0,03 ng/mL de CysC. Suas vantagens incluem 

teste rápido com etapas mínimas pelo simples uso de uma superfície redox com 

espécies eletroativas liberadas em potencial de redução, evitando potenciais 

interferentes na leitura em soro. Ambas as plataformas se encontram de acordo com 

os níveis clínicos de referência (0.51 a 1.02 µg/mL), sendo que estas metodologias 

podem ser consideradas excelentes alternativas para complementar e auxiliar a 

detecção precoce de falha renal. Por fim, foi realizada uma ampla revisão bibliográfica 

focada no estado da arte dos biossensores para Cistatina C, o qual foi abarcado em 

um artigo de revisão sobre o tema. 
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