
 1

UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLÂNDIA 

Instituto de Química 

Programa de Pós-Graduação em Química 

Laboratório de Filmes Poliméricos e Nanotecnologia 
 
 
 

 

 

 
 
 

DESENVOLVIMENTO, CARACTERIZAÇÃO E APLICAÇÃO DA MATRIZ 

FTO/POLI(3-AMINOFENOL) NA DETECÇÃO DE MARCADOR DE 

LESÃO CARDÍACA POR FOTOLUMINESCÊNCIA DE QUANTUM DOTS 

 

 

 

 

 

 

Mestrando: Luciano Pereira Rodrigues 

Orientador: Prof. Dr. João Marcos Madurro 

Co-orientadora: Profa. Dra. Ana Graci Brito-Madurro 

 

 
 

 

 

 

                                                2011 

Fevereiro 

  
 

 
 

 



 2

UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLÂNDIA 

Instituto de Química 

Programa de Pós-Graduação em Química 

Laboratório de Filmes Poliméricos e Nanotecnologia 
 

 
 

 

DESENVOLVIMENTO, CARACTERIZAÇÃO E APLICAÇÃO DA MATRIZ 

FTO/POLI(3-AMINOFENOL) NA DETECÇÃO DE MARCADOR DE 

LESÃO CARDÍACA POR  FOTOLUMINESCÊNCIA DE QUANTUM DOTS 

 

 

                                                                

 

                                                   

 

                                               

                                                     

Dissertação de mestrado 

apresentada à Comissão de Pós- 

Graduação do Instituto de Química 

da Universidade Federal de 

Uberlândia, como requisito para 

obtenção do título de Mestre em 

Química. 

 

 

Mestrando: Luciano Pereira Rodrigues 

Orientador: Prof. Dr. João Marcos Madurro 

Co-orientadora: Profa. Dra. Ana Graci Brito-Madurro 

Área de concentração: Química 

 

 

 

                                                2011 

Fevereiro 

 

 



 i

Agradecimentos 
 
A Jesus Cristo, meu orientador pessoal, meu referencial particular, único 

digno de ser chamado “Mestre”; 
 
Ao meu pastor, Balmir Rodrigues da Cunha, instrumento nas mãos do Pai 

há aproximadamente uma década orientando-me pelo Espírito Santo a viver 
com segurança nos verdadeiros preceitos de Deus; 

 
A minha esposa Rosilene, mulher sábia e idônea, que gerou mais duas 

bênçãos, meus filhos Luís Felipe e Samuel, dia após dia aprendemos em 
unidade a romper em fé; 

 
A meus pais, Moacir e Abigail e minha irmã Letícia e aos demais familiares 

pelos sinceros votos, em especial ao meu cunhado José Antônio. 
 
A meus irmãos em Cristo da Igreja Batista do Evangelho Pleno e da 

Primeira Igreja Batista de Itumbiara, família espiritual em crescimento 
quantitativo e qualitativo; 

 
Ao Prof. Dr. Ivo Hümmelgen (UFPR) pelas informações cedidas e pelas 

“prompt replies” acerca do óxido de estanho dopado com flúor; 
 
A Profa. Dra. Alessandra Berton (FTT) pelas discussões relacionadas à 

eletropolimerização de aminofenóis em vidros condutores; 
 
A mestranda Lívia Viol e Prof. Dr. Marco Schiavon (UFSJ) e ao doutorando 

Diogo Almeida (UNICAMP) pelas informações e discussões sobre os quantum 
dots; 

 
Aos Profs. Dr. Sinésio, Dr. José Daniel, Ms. Rafael Ariza e José Lucio e aos 

técnicos Flávio Alves e Ângela Maria (FEMEC-UFU) pela colaboração nas 
caracterizações FE-SEM e IL; 

 
Ao Prof. Dr. Adamo Monte (INFIS-UFU) pela atenção e tempo 

disponibilizado apoiando na caracterização elétrica e consecutivamente nas 
medidas de fotoluminescência; 

 
Ao Prof. Dr. Carlos Ueira e as doutorandas Yara Cristina, Paula de Souza e 

Patrícia Tieme (INGEB-UFU), pelo apoio na biologia molecular e na concessão 
dos quantum dots; 

 



 ii

Ao Prof. Dr. Fábio Augusto (IQ-UFU) pela participação extremamente 
construtiva na banca de qualificação; 

 
Ao Prof. Dr. Jair Pereira (ICBIM-UFU) pelas orientações imprescindíveis na 

biotinilação dos anticorpos e também pelas sugestões na qualificação; 
 
Ao meu amigo doutorando André Santiago (DQ-UFSCar)  e ao Prof. Dr. 

Murilo Cabral (IQSC-USP) pelas discussões sobre a imobilização covalente; 
 
A doutoranda Nizamara Simenremis (UNB) pelas imagens e discussões de 

AFM e ao Prof. Dr. Lucas Franco (UFVJM) pelo apoio e discussões sobre EIE; 
 
Aos Profs. Drs. responsáveis pela minha formação teórica nesta etapa, 

Antônio Eduardo, Francisco Aquino, Nívea Coelho, Reinaldo Ruggiero, Sandra 
Terezinha, Sérgio Lemos, Waldomiro Borges, Wellington Cruz (IQ-UFU), 
Wendell Coltro (IQ-UFG) e Luísa Maria Abrantes (DQB-FCUL - Lisboa); 

 
A colaboração nos estudos destas disciplinas resultando em amizades 

recíprocas, Flaysner Magayver, Nilson Roberto, Edmilson de Oliveira, David, 
Kelly Cristina, Roberto, Alexandre Faria, Alexandre Dias, Douglas Eduardo, 
Douglas Queiroz, Maria Thereza, Tatielli Gonçalves, Denise Tofanelo e Joyce; 

 
À amiga Mayta Peixoto, secretária do Programa de Pós-Graduação em 

Química pela prestatividade e excelente trabalho junto á coordenação; 
 
A todos os amigos do laboratório, Alex, Ana Consuelo, Ana Cristina, 

Deusmaque, Diego, Erick, Héden, Lara, Larissa, Letícia, Lucas de Paula, 
Miquéias, Natália, Pâmela e Sabrina pela colaboração direta ou indireta neste 
trabalho; 

 
Ao Prof. Dr. João Marcos Madurro e a Profa. Dra. Ana Graci Brito-Madurro 

pela orientação e co-orientação, respectivamente, no envolvimento constante 
que promoveu discussões e proporcionou todas as condições necessárias para 
execução deste trabalho; 

 
Aos membros da Banca pelo aceite na participação e as valiosas 

contribuições no aprimoramento deste trabalho;  
 
A CAPES pela concessão da bolsa de estudo; 
 

A todos estes, sinceramente, meu muito obrigado! 

 

 



 iii 

O homem tem ciência das coisas da terra,                                                   
mas a sabedoria é dom de Deus 

 
 
 

Na verdade, há veios de onde se extrai a prata, e lugar onde se refina o ouro. 

O ferro tira-se da terra, e da pedra se funde o cobre. 

Da terra procede o pão, mas por baixo é revolvida como por fogo. 

As suas pedras são o lugar da safira, e tem pó de ouro. 

Porém onde se achará a sabedoria, e onde está o lugar da inteligência? 

O homem não conhece o seu valor, e nem ela se acha na terra dos viventes. 

O abismo diz: Não está em mim; e o mar diz: Ela não está comigo. 

Não se dará por ela ouro fino, nem se pesará prata em troca dela. 

Nem se pode comprar por ouro fino de Ofir, nem pelo precioso ônix, nem pela safira. 

Com ela não se pode comparar o ouro e cristal; nem se trocará por jóia de ouro fino. 

Não se lhe igualará o topázio da Etiópia, nem se pode avaliar por ouro puro. 

Donde, pois, vem a sabedoria, e onde está o lugar da inteligência? 

Pois está encoberta aos olhos de todo o vivente, e oculta às aves do céu. 

A perdição e a morte dizem: Ouvimos com os nossos ouvidos a sua fama. 

Deus entende o seu caminho, e Ele sabe o seu lugar. 

Porque Ele vê as extremidades da terra; e vê tudo o que há debaixo dos céus. 

Quando deu peso ao vento, e tomou a medida das águas; 

Quando prescreveu leis para a chuva e caminho para o relâmpago dos trovões; 

Então a viu e relatou; estabeleceu-a, e também a esquadrinhou. 

E disse ao homem:                                                                                          

Eis que o temor do Senhor é a sabedoria, e apartar-se do mal é a inteligência. 

 

Citações do Livro de Jó, capítulo 28 (1600 a.C.) 

Bíblia Sagrada, traduzida por João Ferreira de Almeida 

 Revista e Corrigida (Fiel ao Aramaico e Grego Koiné)  
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Resumo: O coração é um órgão vital propulsor de sangue, que transporta 
oxigênio e nutrientes para todo organismo, todavia quando estes componentes 
não chegam a ele devido à obstrução arterial, ocorre instabilidade elétrica no 
processo de contração deste músculo, causando arritmias que, normalmente 
em menos de uma hora, promovem o infarto agudo do miocárdio, que 
juntamente com os problemas vasculares cerebrais são os maiores 
responsáveis pela mortalidade em todo o mundo. O diagnóstico segundo a OMS 
tem 3 vertentes: clínico, eletrocardigráfico e bioquímico. Este último é muito 
lento e os dois primeiros apresentam muitas falhas, sendo necessário o 
desenvolvimento de técnicas analíticas que possam gerar resultados rápidos, 
específicos, sensíveis e de baixo custo. Polímeros como poli(aminofenóis) são 
plataformas interessantes para imobilização de biomoléculas em função dos 
substituintes no anel aromático e de suas características, tais como: excelente 
permeabilidade, seletividade, reprodutibilidade e tempo de resposta rápida. 
Para formação destes polímeros a síntese eletroquímica é a mais usual e 
quando o interesse é pela detecção óptica, substratos vítreos como o óxido de 
estanho dopado com flúor (FTO) tornam-se atrativos como transdutores, pelas 
suas excelentes características, tais como:  boa condutividade elétrica, alta 
transparência, inércia química, alta reprodutibilidade e aderência ao vidro. A 
detecção óptica indireta através de marcadores aumenta a sensibilidade do 
diagnóstico, sendo que os quantum dots têm se mostrado superiores aos 
fluoróforos convencionais, como a cianina, a rodamina e o alexa flúor, em 
função de suas propriedades fotofísicas extraordinárias como: amplo espectro 
de absorção, estreito espectro de emissão, elevada fotoestabilidade e tempo de 
decaimento. Neste trabalho foi eletropolimerizado em FTO através de 
voltametria cíclica o 3-aminofenol, cujo espectro de ultravioleta na região do 
visível mostrou absorção entre 300 e 350 nm, proporcional a quantidade de 
material formado. A troca iônica das sondas redox ferro/ferricianeto de potássio 
e cloreto de hexaminrutênio (II) demonstraram que o material tem atração por 
estruturas catiônicas e repulsão por estruturas aniônicas. As imagens de 
microscopia eletrônica de varredura com emissão de campo e de força atômica 
mostraram recobrimento polimérico rugoso quase total da superfície do FTO, 
cuja espessura máxima por interferometria a laser foi estimada em 375±75 
nm. A caracterização elétrica e a espectroscopia de impedância eletroquímica 
(EIE) demonstraram que o material tem um elevado caráter passivante, 
podendo ser aplicado como matriz na construção de uma plataforma de 
diagnóstico para lesão cardíaca através da formação de uma ligação amida 
estável entre os grupamentos NH2 do poli(3-aminfenol) e as carboxilas 
terminais (Fc) do anti-troponina T via EDC/NHS. Adicionalmente este anticorpo 
foi modificado com biotina, sendo sua afinidade a estreptavidina, assim como a 
especificidade entre anticorpo e antígeno exploradas no design deste sistema.  
A detecção seletiva do troponina T foi realizada qualitativamente (“dot blot”) e 
quantitativamente por (EIE) e fotoluminescência de quantum dots (PL) na 
concentração de 0,5 µM, sendo estes resultados promissores no 
desenvolvimento de imunossensor para marcador de lesão cardíaca.  
Palavras-chave: lesão cardíaca, poli(3-aminfenol), FTO, biotinilação, quantum 
dots. 
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Abstract: The heart is a vital organ propelling blood, that carries oxygen and 
nutrients throughout the body, but whenever these components do not reach it 
due to arterial obstruction, there is an electrical instability in the process of 
contraction of the muscle, causing arrhythmias that often, in less than an hour, 
causes acute myocardial infarction. The problem and cerebrovascular accident 
are the major cause of mortality worldwide. The diagnosis according to WHO 
meet three possibilities: clinical exam, electrocardiograph, and biochemistry. 
The former is slower while the others are inaccurate. Thus, there is much room 
for the development of analytical techniques that can generate quick results, 
specific, sensitive, and inexpensive. Polymers such as poly(aminophenols) are 
interesting platforms for these systems for the immobilization of biomolecules 
due the substituents on the benzene ring and its characteristics such as 
excellent permeability, selectivity, reproducibility and fast response time. To 
form these polymers the electrochemical synthesis is the most common 
procedure and where the interest is for the optical detection, vitreous 
substrates like tin fluorine doped tin oxide (FTO) become attractive as 
transducers for their excellent features such as: good electrical conductivity, 
high transparency, chemical inertness, high reproducibility and adherence to 
glass. The optical detection via indirect markers increases the sensitivity of 
diagnosis, and the quantum dots have been shown to be superior to 
conventional fluorophores such as cyanine, rhodamine and alexa fluor, based on 
their outstanding photophysical properties such as broad absorption spectrum, 
narrow emission spectrum, high photostability and decay time. 
In this work was electropolymerized on FTO by cyclic voltammetry in 3-
aminophenol, whose ultra-violet spectrum in the visible region showed between 
300 and 350 nm, proportional to the amount of material formed. Ion exchange 
of iron redox probes / ferricyanide of potassium and hexaammineruthenium (II) 
chloride showed that the material attracts cationic structures and repels anionic 
structures. Scanning electron microscopy with field emission and atomic force 
microscopy showed almost total polymer coating rough FTO surface whose 
thickness by laser interferometry was estimated at 375 ± 75 nm. Electrical 
characterization and electrochemical impedance spectroscopy (EIE) showed that 
the material has a high passivating character. That can be applied as matrix for 
building the diagnostic platform for cardiac injury through stable amide bonds 
among the NH2 groups of poly(3-aminophenol) and end carboxyls (Fc) of anti-
troponin T via EDC/NHS. Addionaly, this antibody was modified with biotin being 
strepavidin its affinity, such as the specificity between antibody and antigen 
investigated in the design of this system. Selective detection of troponin T was 
performed qualitatively (dot blot) and quantitatively by (EIE); and quantum dot 
photoluminescence (PL), at 0.5 µM. The results are promising to develop 
immunosensors for marker cardiac injuries. 
Keywords: cardiac injury, poly(3-aminophenol), FTO, biotinylation, quantum 
dots.
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1 - Introdução 

 

1.1 Infarto agudo do miocárdio 

 

Infarto agudo do miocárdio (IAM), popularmente conhecido como ataque 

cardíaco é um processo que pode levar à necrose de parte do músculo cardíaco 

por falta de aporte adequado de nutrientes e oxigênio. O IAM é causado pela 

redução do fluxo sanguíneo coronariano de magnitude e duração suficiente para 

não ser compensado pelas reservas orgânicas [1]. 

A causa habitual da morte celular é uma isquemia no músculo cardíaco, 

por oclusão de uma artéria coronária (Figura 1). A oclusão se dá em geral pela 

formação de um coágulo sobre uma área previamente comprometida por 

aterosclerose causando estreitamentos luminais de dimensões variadas. A falta 

de circulação impede a chegada de nutrientes e de oxigênio ao território 

arterial. 

 

Figura 1: Esquema ilustrativo de um coração com tecido cardíaco lesionado. 

 

A isquemia determina redução imediata e progressiva da contratilidade do 

miocárdio, que por sua vez é originada da dinâmica da movimentação normal 

de íons, em especial potássio, cálcio e sódio, isto ocasiona uma instabilidade 

elétrica que altera o ritmo cardíaco que é dependente do fluxo destes íons e de 

elétrons, o que leva ao aparecimento de arritmias já precocemente no infarto. A 
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partir de 20 minutos de oclusão, parcelas progressivamente maiores do 

miocárdio entram irreversivelmente em necrose, iniciando-se na região 

subendocárdica, metabolicamente mais ativa, estendendo-se para a epicárdica 

sob a forma de uma "onda de necrose", completando-se em cerca de 6 horas. 

Na ausência de adequada circulação colateral, 50 % da massa miocárdica em 

risco sofre necrose na primeira hora e 70 % em 3 a 4 horas. 

Nos Estados Unidos morrem anualmente em torno de um milhão e 

quinhentas mil pessoas, sendo que cerca de 25 % destas mortes são devidas a 

este problema. No Brasil, as doenças cardiovasculares, dentre elas o infarto 

agudo do miocárdio, também são as principais causas de morte. Cerca de 

66.000 pessoas morrem todos os anos devido ao infarto do coração em nosso 

país, segundo os dados do DATASUS. Cerca de 60 % destes óbitos por infarto 

acontecem na primeira hora após o início dos sintomas [2]. 

Segundo a organização mundial de saúde (OMS) o diagnóstico do IAM 

deve ser realizado em três vertentes, sendo elas: clínica, eletrocardiográfica e 

bioquímica. Pelo menos um de cada três IAM não são clinicamente 

reconhecidos, nem pelo paciente nem pelo médico, devido à dor torácica atípica 

ou a ausência da mesma. Segundo a Associação Americana de Cardiologia, 

cerca de 50 % dos IAM não são detectados pelo eletrocardiograma. Estes dados 

sugerem a necessidade de dispor de marcadores cardíacos no soro sanguíneo, 

capazes de detectar cada vez mais precocemente os danos causados no 

organismo pela necrose das células miocárdicas. 

Após a lesão cardíaca, substâncias intracelulares, como a 

creatinofosfoquinase (CK) e os troponinas T (cTnT) e I (cTnI), passam para a 

circulação e suas concentrações no sangue dependem do tempo, extensão, 

gravidade e caráter agudo das lesões celulares [3]. Os diagnósticos atuais para 

os marcadores do troponina são proporcionados por quimiluminescência no 

ensaio imunoenzimático (ELISA), em formato de microplacas. Esta técnica 

apresenta algumas desvantagens, por exemplo, os laboratórios convencionais 

retiram em torno de 4 mL de sangue do paciente, entregando os resultados em 

aproximadamente 2 dias, em contrapartida são muito sensíveis conseguindo 

detectar o troponina abaixo de 10-13 mol.L-1 [4].  
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Neste sentido o desenvolvimento de biossensores para detecção em 

tempo real dos níveis de concentração do troponina T cardíaca (cTnT) pode ser 

um guia valioso no diagnóstico das lesões de células do miocárdio [5]. 

 

1.2 Biossensores  

 

Um sensor é um dispositivo que responde de forma seletiva a um analito 

particular, tornando possível sua determinação qualitativa ou quantitativa. 

Nos biossensores (Figura 2), o analito (alvo) é reconhecido seletivamente 

por um material biológico (sonda), que está imobilizado em um transdutor, 

produzindo um sinal quantitativo proporcional à concentração deste alvo. 

 

 

Figura 2: Esquema ilustrativo geral de biossensor. 

 

Biossensores de tamanho reduzido, baixo custo, elevada sensibilidade e 

detecção em tempo-real são desejados na análise clínica e biomédica, 

particularmente em diagnósticos próximos aos pacientes, onde a análise deve 

ser rápida e pequeno volume de amostras é requerido [6,7]. Sendo assim, os 

sensores baseados em biomoléculas contribuem para o estabelecimento das 

técnicas analíticas, representando uma nova ferramenta para a determinação 

de analitos (glicose, uréia, lactato, colesterol, DNA, antígenos, anticorpos) em 

fluídos corpóreos como o sangue, e também para monitoramento ambiental e 

análise de alimentos [8,9]. 

Os biossensores podem ser classificados de acordo com o analito a ser 

detectado. Dentre eles podemos citar os genossensores (genes) [10], os 

enzimáticos (enzimas) [11], os microbiológicos (microorganismos) [12] e os 

imunossensores (antígenos e anticorpos) [13,14]. 
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Os imunossensores baseiam-se no uso de um anticorpo que reage 

especificamente com uma substância (antígeno) a ser testada. A imobilização 

do receptor (p.ex., anticorpo) sobre um substrato transdutor é conveniente 

para aplicações de reconhecimento biomolecular para detecção da molécula 

alvo (p.ex., antígeno) presente na solução. A especificidade da interação 

antígeno-anticorpo permite o desenvolvimento de imunossensores para 

diagnósticos clínicos, monitoramento ambiental, dentre outros [15]. 

 

1.3 Antígenos e Anticorpos 

 

Os antígenos são componentes capazes de iniciar uma resposta imune no 

organismo, induzindo a produção de células T reativas e imunoglobulinas 

específicas. Em geral, os antígenos são componentes biológicos (vírus, 

bactérias, protozoários, etc) que contém proteínas, polissacarídeos e lipídeos. 

Estas macromoléculas podem apresentar regiões mais expostas que são 

capazes de estimular a produção de imunoglobulinas [16]. 

As imunoglobulinas ou anticorpos são glicoproteínas constituídas de 

quatro cadeias polipeptídicas, sendo duas cadeias leves e duas cadeias pesadas 

unidas entre si por ligações dissulfeto (Figura 3). 

 

Figura 3: Esquema ilustrativo das estruturas funcionais dos anticorpos. 

 

Funcionalmente na imunoglobulina, ainda podem ser detectadas duas 

regiões. A parte Fab das imunoglobulinas, apresenta uma composição variável 
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que é responsável pelo estabelecimento de ligações não-covalentes com os 

antígenos (epítopo). Esta porção da molécula está localizada na região amino-

terminal do anticorpo. A parte Fc, que se apresenta mais conservada em 

sequência de aminoácidos, está localizada na região carboxi-terminal e é 

responsável pelas funções efetoras dos anticorpos, como por exemplo, a de 

ligação com receptores em células fagocíticas e fixação do complemento [17]. 

Neste contexto, os anticorpos e antígenos, assim como as demais 

biomoléculas, podem ser imobilizadas sobre um transdutor previamente 

modificado. Basicamente o objetivo das metodologias de imobilização é reter a 

máxima quantidade e atividade possível do elemento biorreconhecedor na 

superfície do transdutor. Deste modo, a imobilização dos componentes de 

reconhecimento sobre a superfície modificada representa fator determinante 

para o bom funcionamento do biossensor, o que inclui as condições adequadas 

de sensibilidade e especificidade.  

 

1.4 Técnicas de imobilização 

 

As técnicas de imobilização de biomoléculas com maior utilização são as 

de formação de ligação covalente e adsorção [18]. Outros processos como os 

de ligação cruzada (“cross-linking”) e oclusão (“entrapment”) também são 

utilizados [19,20]. Podemos destacar como característica de cada 

procedimento: 

 

Adsorção física: baseia-se na formação de forças atrativas de van der Waals, 

ligações de hidrogênio e complexos de transição de elétrons entre as 

biomoléculas e o eletrodo. Este método, não exige qualquer modificação 

química e possui a vantagem da simplicidade, requerendo apenas uma solução 

contendo o componente biológico [21,22].  

 

Ligação covalente: esta técnica baseia-se na reação entre grupos funcionais 

terminais da biomolécula, não essenciais à atividade biológica e grupos reativos 

da superfície do transdutor. Dentre as diversas superfícies, pode-se ter um 
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filme polimérico. Esta técnica possui como vantagem o fato de que dificilmente 

o componente biológico lixívia da matriz suporte, mas é extremamente 

relevante que os sítios biológicos sejam preservados durante a ligação e 

estejam disponíveis. Vários métodos são apontados para a formação da ligação 

covalente, por exemplo, a formação de ligações via grupos acila, diazônio e tióis 

[23,24].  

 

Oclusão: esta técnica é utilizada quando o componente biológico é preparado 

em conjunto com o produto de modificação da superfície do eletrodo, deixando 

assim as biomoléculas aprisionadas. Um exemplo clássico é a preparação de 

filmes poliméricos em soluções contendo biomoléculas, onde estas ficam presas 

dentro da matriz do polímero, durante a polimerização. Poliacrilamida, amido ou 

nylon®, podem ser empregados para aprisionar biomoléculas [25,26]. 

Usualmente esta camada de modificação é separada da solução teste por uma 

membrana semipermeável, de forma a retardar a lixiviação do componente 

biológico. O processo de interação pode ser puramente físico ou envolver 

ligações covalentes [18].  

 

Ligação Cruzada: baseia-se na imobilização como resultado da reação da 

biomolécula com um agente bifuncional em que se formam as ligações 

covalentes intermoleculares [27]. Os reagentes que permitem o uso desta 

técnica contêm grupos reativos terminais específicos para os grupos funcionais 

(por exemplo, aminas), que se encontram nas outras moléculas a imobilizar. A 

escolha do agente de “crosslinking” é feita de acordo com os grupos funcionais 

presentes na biomolécula e na matriz suporte. Para a maioria das aplicações é 

necessário manter a estrutura original da proteína, por isso, o “crosslinking” é 

feito em condições pouco agressivas de pH, preferencialmente em ambientes 

tamponados. É também importante obter um grau de conjugação entre o 

agente de “crosslinking” e a proteína pois, em alguns casos (incluindo enzimas 

em particular), é conveniente que não seja muito elevado de modo a permitir a 

manutenção da atividade biológica do fixado. A metodologia mais utilizada na 

aplicação é mergulhar da superfície de suporte (por exemplo, um eletrodo) 
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numa solução contendo a enzima e o agente bifuncional (por exemplo, 

glutaraldeído), de forma a cobrir toda a superfície, aguardar que se forme uma 

película (períodos que variam entre poucos minutos e várias horas, dependendo 

do agente) seguindo-se de períodos de lavagem e secagem da superfície 

tratada [18].  

 

Analisando os fatores que influenciam as biomoléculas, como o meio 

reacional e o procedimento de imobilização, é possível definir a técnica que 

possui as condições mais adequadas ao sistema em estudo [18,28]. 

Sistemas desenvolvidos para biossensores usando filmes poliméricos 

modificando transdutores são comuns, pelo fato destas matrizes apresentarem 

características apreciáveis, tais como, excelente permeabilidade, seletividade, 

reprodutibilidade e tempo de resposta rápida. 

 

1.5 Polímeros condutores  

 

A pesquisa sobre polímeros condutores tem sofrido uma rápida aceleração 

[24,29,30,31,32,33,34], em que a obtenção de polímeros condutores é simples, 

sendo o método eletroquímico o mais relatado. Nestes polímeros, a cadeia 

polimérica possui um sistema altamente conjugado, em que os elétrons 

podem ser facilmente adicionados e/ou removidos [35]. Os polímeros 

condutores mais estudados englobam o politiofeno, polipirrol e a polianilina. 

Destes três a polianilina foi mais largamente utilizada nestes últimos 25 anos, 

devido a sua aplicação potencial em baterias recarregáveis [36], dispositivos 

eletrocrômicos [37], super capacitores [38], recobrimentos anti-corrosivos [39], 

biossensores, etc. De acordo com a literatura [40,41] a oxidação anódica da 

anilina leva a dímeros, por acoplamentos cabeça-cauda, cabeça-cabeça, cauda-

cauda, tanto quanto a produtos poliméricos, com a participação de cátions 

radicais eletrogerados. Entretanto, o estudo deste polímero é mais complexo, 

devido à existência de várias formas redox, com a possibilidade de reações de 

protonação e/ou oxidação, as quais permitem a passagem de uma forma à 

outra. Por outro lado, o principal objetivo da pesquisa básica no sistema da 
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polianilina tem sido investigar as propriedades de polianilinas substituídas 

[42,43]. 

Monômeros derivados da anilina substituída com o grupo –OH, ou do fenol 

substituído com grupos -NH2 são denominados aminofenóis (Figura 4), ou seja, 

são estruturas que podem ser classificadas como derivados do fenol e da anilina 

por apresentarem estes grupos ligados a um anel aromático, ambos podendo 

ser oxidados durante a eletropolimerização. Todavia, o estudo destes polímeros 

em relação à polianilina é mais recente e menos explorado [44,45,46]. Dos 3 

isômeros de aminofenóis, poucos estudos são relatados com o 3-aminofenol 

(3AMF), sendo seu mecanismo de polimerização ainda controverso [47,48,49]. 

A sua detecção foi viabilizada seletivamente em relação aos seus isômeros, 

através de nanotubos de carbono modificados com 4-aminopiridina [50]. O 

3AMF eletropolimerizado para aplicação em sensor foi estudado para detecção 

de peróxido de hidrogênio [51], dopado com ácido sulfúrico para mensurar teor 

de álcool [52], co-polimerizado com a anilina [49] para detecção de bactérias 

[53] e de peróxido de hidrogênio [54]. 

 

Figura 4: Isômeros planos de aminofenóis. 

 

1.6 Polímeros não condutores 

 

Polímeros não-condutores são matrizes suporte e podem ser utilizadas 

para a imobilização de biomoléculas. Esses polímeros normalmente apresentam 

grande resistência elétrica, sendo o filme formado muito mais fino do que os 

filmes poliméricos condutores. Devido à sua fina espessura, os substratos e 

produtos difundem-se mais rapidamente [51,55] 
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Polímeros não-condutores formados, a partir de diaminobenzenos e 

dihidroxibenzenos mostraram-se eficientes na construção de biossensores 

enzimáticos [56, 57]. 

A formação de filmes poliméricos pode ser viabilizada por vários métodos, 

sendo a síntese química preferencial [58,59,60,61] e a eletropolimerização mais 

relatada [62,63]. 

 

1.7 Eletropolimerização 

 

O mecanismo de polimerização mais aceito [62,64,65] propõe a oxidação 

do monômero, produzindo um cátion-radical, seguido do acoplamento de dois 

cátions radicais, com desprotonação e reconstituição do sistema aromático, 

conforme pode ser observado na Figura 5. A continuidade da reação ocorre com 

acoplamento de cátions radicais do monômero e cátions radicais dos oligômeros 

que se formam. 

 

Figura 5: Esquema geral de eletropolimerização [64]. 

 

A estabilidade do cátion radical do monômero é um dos fatores 

determinantes para obtenção de um polímero com elevado grau de conjugação. 

Um cátion radical muito estável pode difundir do eletrodo dando origem a 

oligômeros solúveis, enquanto que um muito reativo pode sofrer reações 

colaterais. As propriedades elétricas e físico-químicas do material 

eletrossintetizado dependem fortemente das condições de síntese, tais como: 

concentração do monômero, natureza do meio eletrolítico e temperatura [66]. A 

síntese eletroquímica de monômeros pode ser feita por diferentes técnicas, 
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como a voltametria cíclica, a potenciostática, ou ainda a galvonostática, em que 

os produtos da reação no eletrodo são poliméricos e insolúveis no solvente 

usado, podendo proporcionar ao eletrodo propriedades elétricas e analíticas 

interessantes. 

Vários eletrodos quimicamente modificados (EQM) estão sendo aplicados 

a eletroanálise, dentre os materiais convencionais estão o ouro, platina, grafite, 

carbono vítreo e pasta de carbono. Carbono vítreo reticulado, fibras de carbono, 

material plástico condutor e vidros condutores como óxido de estanho dopado 

com índio (ITO) e o óxido de estanho dopado com flúor (FTO) estão incluídos 

entre os substratos menos usuais [67]. 

O Laboratório de Filmes Poliméricos e Nanotecnologia da Universidade 

Federal de Uberlândia já explorou eletropolimerizações sobre eletrodos de 

platina, ouro, carbono vítreo e grafite, todavia o FTO, até este momento, havia 

sido testado em pequena escala.  

 

1.8 Óxido de Estanho IV 

 

Óxido de estanho IV (SnO2), conhecido como cassiterita, é a forma mais 

comum em que se encontra o estanho (Sn) na natureza. Este material é um 

semicondutor natural do tipo-n, com um gap de energia largo, com 

aproximadamente 3,6 eV, apresentando sua estrutura cristalina tetragonal, 

grupo espacial P42/mnm, cujos parâmetros de célula unitária são: a = 4,737 Å 

e c = 3,186 Å [68]. 

O SnO2 tem a mesma estrutura de octaedro que o SnO6, em que quatro 

das ligações Sn-O estão separadas a 0,205 nm enquanto as outras duas 

ligações são de 0,206 nm. O SnO2 tem duas moléculas por célula unitária 

(Figura 6), com as posições definidas abaixo: 

 

Sn  (2 átomos)  em       ( 0 , 0 , 0 )   e      ( ½ , ½ , ½ ) 

O (4 átomos)  em   +/- ( u ,-u , 0 )    e    +/- ( u+ ½ , ½ -u , ½ ) 

 

Onde u = 0,307nm 
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Figura 6: Estrutura Cristalina do SnO2 

 

Os ângulos entre o átomo central de Sn e os quatro átomos de oxigênio 

que estão a 2,05 Å são 78.1° e 101,9°. Em uma amostra de SnO2, 

aproximadamente metade de todos os cátions Sn+4 está pentacoordenada com 

os íons O-2 do plano, enquanto a outra metade está hexacoordenada com os 

íons O-2 ligados em ponte. Todos esses íons O-2 ligados em ponte e mesmo 

alguns do plano podem ser removíveis ou substituídos para dopagem [70]. 

Dopar o SnO2 é uma técnica muito utilizada, principalmente para que haja 

um aumento da condutividade dos filmes finos. Devido à similaridade entre os 

raios iônicos do F- e do O2
- (F- = 0,117 nm e O2

- = 0,122 nm), o flúor pode 

substituir o oxigênio produzindo um nível de impureza raso no SnO2, 

configurando o SnO2:F (FTO). Geralmente a dopagem é usada no intuito de 

diminuir a resistividade dos filmes, que pode passar de 10-3 para até 10-4 Ω.cm. 

Muito utilizado como filme fino em substratos de vidro, o SnO2:F tem 

como suas principais características: boa condutividade elétrica; alta 

transparência (acima de 80% em média e até maior que 90% para certas 

dopagens) à radiação eletromagnética no visível; alta reflexão à radiação 

infravermelha; praticamente inerte quimicamente; além de uma boa 

reprodutibilidade e aderência ao vidro, possuindo uma elevada temperatura de 

fusão (>1930 °C) [70]. 

Em função destas propriedades, os óxidos têm sido reconhecidos como 

materiais promissores e apresentam um diversificado número de aplicações 
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tecnológicas, como por exemplo, na produção de células solares [69] e de 

sensores óticos, sendo amplamente utilizados na tecnologia de sensores de gás 

[70]. 

Óxido de estanho dopado com flúor (FTO) e óxido de estanho e índio 

(ITO) depositados em superfícies vítreas vem sendo modificados com filmes 

poliméricos, para uso na construção de sensores e biossensores, atuando como 

transdutores ópticos e eletroquímicos [71,72,73,74]. 

Neste contexto, para a produção de imunossensores utiliza-se 

normalmente a especificidade entre antígenos e anticorpos, cuja constante de 

afinidade está na ordem de 104 a 1012 mol.L-1. Pelo fato destas proteínas serem 

inertes eletroquimicamente, técnicas como a espectroscopia de impedância e a 

fotoluminescência passam a ser interessantes no desenvolvimento de 

imunossensores com detecção direta livres de marcadores “label free” e 

imunossensores com marcadores “label” com detecção indireta de fluoróforos, 

respectivamente. 

 

1.9 Imunossensores impedimétricos livres de marcadores “label free” 

 

Nos imunossensores impedimétricos, a transdução do sinal biológico é 

realizada através de medidas de espectroscopia de impedância eletroquímica 

(EIE). Medidas de impedância não requerem reagentes especiais e é receptiva 

para operação “label free” [75]. 

A espectroscopia de impedância eletroquímica (EIE) é uma das técnicas 

mais poderosas e sensíveis para investigação das propriedades elétricas da 

superfície de eletrodos modificados. Vários tipos de imunossensores, com 

detecção por medidas de EIE, têm sido desenvolvidos e descritos na literatura 

[76,77]. Estes imunossensores são baseados em mudanças das propriedades 

elétricas resultantes da interação antígeno/anticorpo sobre a superfície dos 

eletrodos. É uma técnica não-destrutiva e informativa na qual pode ser usada 

para estudar as propriedades elétricas da interface do dispositivo sensitivo e 

investigar as reações que ocorrem nele [78,79].  
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Entretanto, um problema normalmente encontrado na EIE é a dificuldade 

em determinar o significado físico da resposta no domínio das freqüências, 

frente ao sistema investigado [80]. 

A EIE tem ampla aplicação na área de caracterização dos materiais, sendo 

utilizada rotineiramente na caracterização de: revestimentos modificadores de 

superfície, pilhas, células combustíveis, fenômenos de corrosão, eletrocatálise 

heterogênea, dentre outras. Também tem sido extensivamente utilizada como 

ferramenta para estudar mecanismos em eletrodeposição, eletrodissolução, 

passividade, corrosão, difusão de íons através de membranas, estudos de 

interface de semicondutores e biossensores. 

A EIE fornece informações importantes relativas às características 

eletroquímicas de um sistema, como capacitância da dupla camada, resistência 

de transferência de carga, impedância de difusão e resistência da solução. 

Também consiste num método eficiente para avaliar a velocidade de 

transferência eletrônica no eletrodo quando na presença de espécies redox em 

solução. A técnica de EIE é uma ferramenta que pode predizer a maneira como 

o revestimento dos eletrodos se comportará com o tempo, em relação a 

processos corrosivos ou outros processos [78].  

Nosso grupo de pesquisa tem utilizado está técnica como ferramenta para 

efetuar detecções em sistemas de DNA [81,82] e para monitorar interações 

entre antígenos e anticorpos [66, 83] em plataformas de grafite modificadas. 

Neste trabalho, está técnica será utilizada para plataforma de FTO modificada 

com poli(3-aminofenol). Informações mais detalhadas sobre a técnica de EIE 

estão dispostas nesta seção, item 1.11. 

 

1.10 Imunossensores com marcadores “label” 

 

Em geral, o antígeno e o anticorpo são espécies eletroquimicamente 

inertes e, portanto, o imunossensor pode requerer um marcador que viabilizará 

o monitoramento da reação de afinidade, ou seja, o anticorpo ou o antígeno 

deve ser marcado, constituindo então o conjugado. Os primeiros imunoensaios 

empregavam marcadores radioativos, mas a restrição quanto ao emprego de 
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radioisótopos conduziu ao desenvolvimento de ensaios com compostos 

fluorescentes ou enzimas, sendo o ELISA amplamente utilizado em análises 

clínicas e biológicas.  

Estes marcadores são utilizados em diversas técnicas voltadas para 

sensores biológicos, como a eletroquímica, fotoeletroquímica e óptica. Nestas 

duas últimas, muitos fluoróforos vêm sendo empregados na construção de 

biossensores, como a cianina [84], rodamina [85] e o alexa flúor [86], mas com 

a inserção da nanotecnologia, os pontos quânticos vêm recebendo atenção 

especial dos pesquisadores em todo o mundo [87]. 

Pontos quânticos ou quantum dots (QDs) são nanopartículas de 

semicondutores em escala nanométrica (ideal 2 – 6 nm de diâmetro) que 

apresentam propriedades ópticas extraordinárias, como por exemplo, amplo 

espectro de absorção, estreito e simétrico espectro de emissão, elevada 

fotoestabilidade e tempo de decaimento [88].  

As propriedades fotofísicas excepcionais ocorrem devido ao confinamento 

quântico que, por sua vez, é ocasionado em função da forte compactação 

atômica durante a síntese do material, tornando-o condensado e geralmente 

com diâmetros inferiores a 10nm.  

Nesta escala, as nanopartículas são de grande interesse, devido às suas 

dimensões serem semelhantes às de macromoléculas biológicas (por exemplo, 

DNA e proteínas), ou seja, os pontos quânticos são suficientemente grandes 

para serem combinados com diferentes moléculas e suficientemente pequenos 

para serem introduzidos dentro das células [89]. 

Na escala nanométrica, pontos quânticos formados de mesmo material, 

por exemplo, o seleneto de cádmio (CdSe), podem emitir em amplo espectro de 

cores em função exclusiva da variação do seu tamanho (Figura 7). 

 

Figura 7: Quantum dots de CdSe produzidos pela Evident Technologies [90]. 
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As propriedades ópticas dos QDs levaram a construção de vários 

biossensores, por exemplo, para análise de hepatites B e C [91][92], câncer  

[93], botulismo [94] e câncer de mama [95], cujas detecções normalmente são 

por fotoluminescência (PL), ou seja, medidas das quantidades de fótons 

emitidos pelos QDs quando o elétron retorna da banda de condução para a 

banda de valência, proporcionais a concentração do alvo. Informações mais 

detalhadas sobre a técnica de PL estão dispostas nesta seção, item 1.11. 

Nosso grupo de pesquisa ainda não havia trabalhado com detecções 

ópticas, sendo este trabalho o pioneiro no grupo em função da 

fotoluminescência, inclusive na exploração dos quantum dots, que embora seja 

um dos mais promissores materiais da era da nanotecnologia, possuem a 

desvantagem de ser extremamente caros, sendo que o preço do grama está ao 

redor de US$2.000,00, ou seja, US$/Kg é de aproximadamente 2 milhões, o 

que os torna um dos materiais mais caros do mundo, mais caros até do que os 

nanotubos de carbono [96]. 

Os pontos quânticos podem ser sintetizados ou adquiridos 

comercialmente de empresas especializadas como, por exemplo, a Invitrogen 

[97] e a Evident Technologies [90]. 

 

1.11 Técnicas de análise, experimentos de caracterização e detecção 

 

Voltametria cíclica 

 

A voltametria cíclica (VC) requer um gerador de ondas para produzir o 

sinal de excitação, um potenciostato para aplicar esse sinal a uma célula 

eletroquímica, um conversor de corrente / voltagem para medir a corrente 

resultante e um registrador tipo X-Y para o registro dos voltamogramas ou um 

software específico que tenha a mesma função. Na voltametria cíclica aplica-se 

uma varredura linear num intervalo de potenciais a uma velocidade constante, 

portanto há uma variação constante do potencial com o tempo e observa-se a 

variação de corrente em função do potencial [98]. A voltametria é denominada 

cíclica, pois esta varredura linear é repetida várias vezes, partindo do potencial 
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inicial, indo para o potencial final e retornando ao potencial inicial e assim 

sucessivamente. 

 

Espectroscopia de impedância eletroquímica 

 

A EIE mede a resposta (corrente e sua fase) de um sistema eletroquímico 

a um potencial de oscilação aplicado em diferentes freqüências sobre um 

potencial de circuito aberto (d.c). 

A técnica tem como base a aplicação de um potencial ou corrente 

alternada, sendo uma delas a variável controlada, medindo-se a intensidade e 

diferença de fase da outra variável. 

O espectro de impedância inclui uma porção de semicírculo a altas 

freqüências, correspondendo ao processo limitante de transferência eletrônica e 

uma porção linear a baixas freqüências, resultando da etapa limitante de 

difusão do processo eletroquímico, conforme Figura 8. O diâmetro do 

semicírculo exibe a magnitude da resistência à transferência de carga (Rct) da 

camada a qual mostra seu comportamento isolante para o par redox. Assim, o 

diâmetro pode ser usado para descrever as propriedades de interface do 

eletrodo e seu valor crescente caracteriza exatamente a imobilização para cada 

etapa [99]. 

O outro parâmetro, disponível em imunossensores impedimétricos, é a 

capacitância, onde um decréscimo da capacitância total, devido ao aumento da 

distância entre as placas é assim esperado sobre a ligação do analito ao seu 

receptor específico [100].  

Figura 8: (A) Circuito equivalente de Randles para um sistema eletroquímico 

simples (B) Gráfico de Nyquist proveniente do circuito Randles mostrado em A. 
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Na figura 8: Cdl é a capacitância da dupla camada elétrica; Rs é a 

resistência total da solução e ZW é impedância de Warburg, que descreve a 

difusão linear semi-infinita. Se o analito afeta um ou mais desses parâmetros 

do circuito equivalente e esses parâmetros não são afetados por espécies 

interferentes, então o método de impedância pode ser usado para a detecção 

do analito. Rs surge primeiramente da resistência do eletrólito e é 

analiticamente útil, principalmente nos sensores de condutividade. A 

impedância de Warburg, a qual pode ser usada para medir efetivamente os 

coeficientes de difusão, é raramente usada para aplicações analíticas. Os 

elementos do circuito equivalente na Figura 8, que são normalmente usados 

para detecção de analito, são Rct e Cdl. As medidas de capacitância 

normalmente surgem de uma série de combinações de vários elementos tais 

como ligação do analito a uma camada sensitiva sobre o eletrodo [101]. 

 

Espectroscopia de Fluorescência 

 

A técnica de espectroscopia de fluorescência (EF) permite a identificação 

de amostras, sendo realizada uma análise química, que pode ser qualitativa e 

quantitativa. O sinal de fluorescência geralmente é analisado em soluções, 

todavia o rendimento quântico de fluorescência também pode ser medido em 

polímeros no estado sólido [102]. Este sinal ocorre, pois a energia que a 

molécula ganha na absorção de fótons pode ser perdida por vários mecanismos, 

e a emissão desta radiação por fluorescência é um deles, sendo que o processo 

normalmente ocorre em um intervalo de tempo de 0,00001 s. A outra parte da 

energia recebida pela molécula normalmente é degradada por calor, 

contribuindo para o abaixando da energia molecular no momento em que a 

molécula volta ao nível fundamental [103]. 

 

Espectroscopia de Infra-Vermelho 

 

Pela técnica de Espectroscopia de infravermelho com transformada de 

Fourier (FTIR) a radiação infravermelha na faixa de 10000 a 100 cm-1, quando 
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absorvida, converte-se em energia de vibração molecular [104]. Assim tem-se 

a leitura do número de onda (cm-1), característico de cada ligação. Desta forma, 

é possível caracterizar a amostra em questão, obtendo a estrutura de uma 

substância desconhecida, através da comparação com espectros da literatura e 

análise de freqüências características tabeladas [105], sendo a faixa de 

radiação de importância no espectro de infravermelho são as bandas de 

vibração-rotação que ocorrem entre 4000 e 400 cm-1. O movimento dos átomos 

que constituem as moléculas resulta em rotações e vibrações moleculares. 

Consequentemente, além das transições entre níveis eletrônicos, deve-se levar 

em consideração também as transições devidas às rotações e vibrações. 

Todavia, como as energias envolvidas nas diferentes formas de rotação são 

muito semelhantes (5 x 10-5 eV), apenas as vibrações são geralmente 

consideradas. 

Basicamente, as vibrações moleculares podem ser classificadas em dois 

tipos: vibrações de deformação axial (stretching) e deformação angular 

(bending). As deformações axiais, ou estiramento são oscilações radiais das 

distâncias entre os núcleos enquanto as deformações angulares envolvem 

mudanças nos ângulos entre as ligações ou, como o modo de deformação 

assimétrica fora do plano, alterações do ângulo entre o plano que contém as 

ligações e um plano de referência [106]. 

  

Espectroscopia de Ultra-Violeta 
 

Espectrofotometria de ultra-violeta (UV/Vis) é uma das técnicas analíticas 

mais empregadas, em função de robustez, custo relativamente baixo e grande 

número de aplicações desenvolvidas [107]. 

Um espectrofotômetro deve conter um monocromador, uma fonte de 

radiação, um detector e meios eletrônicos para a apresentação dos dados 

apropriadamente. O monocromador permite selecionar faixas espectrais muito 

estreitas (alguns nm) e composto de fenda de entrada, lente colimadora, 

elemento de disposição, lente de foco e fenda de saída [108]. 
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Na técnica de Espectroscopia de UV/Vis a fonte de radiação excita os 

átomos do estado fundamental para o estado excitado (fótons). Há conversão 

de energia radiante em energia elétrica que é medida e assim obtém-se o 

espectro de absorção da amostra analisada. 

Normalmente as análises de UV/Vis são realizadas em soluções, todavia 

também podem ser realizadas medidas em fase sólida inclusive com incremento 

de sensibilidade [108]. 

 

Microscopia eletrônica de varredura de emissão de campo 

 

A microscopia eletrônica de varredura (SEM) é uma técnica versátil e não 

destrutiva, que revela informações detalhadas sobre a aparência tridimensional 

característica, e são úteis para avaliar a estrutura superficial de uma dada 

amostra. 

Seu funcionamento baseia-se na incidência de um feixe fino de elétrons 

de alta energia na superfície da amostra, ocorrendo à interação, onde parte do 

feixe é refletida e parte é coletada por um detector, que converte este sinal em 

imagem de elétrons retroespalhados. Nesta interação, a amostra emite 

elétrons, produzindo a chamada imagem de elétrons secundários [109]. A razão 

principal de sua utilização está associada à alta resolução que pode ser 

atingida, atualmente da ordem de 300 mil vezes melhor que a do microscópio 

óptico (MO), resultando em imagens com aparência tridimensional. Enquanto, 

que no foco MO, a profundidade de foco decresce sensivelmente para aumentos 

crescentes, com o SEM, qualquer superfície boa condutora elétrica e estável em 

vácuo pode ser analisada com boa profundidade de foco. Caso contrário em 

materiais não condutores é necessário uma cobertura com uma fina camada de 

material condutor, por exemplo, ouro [110,111]. Na microscopia eletrônica de 

varredura de emissão de campo (FE-SEM) a aplicação de um campo elétrico 

local aumenta a probabilidade dos elétrons tunelarem do sólido para o ultra-

vácuo, isto proporciona altas resoluções gráficas exigentes no campo da 

nanotecnologia [112]. 
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Microscopia de força atômica 

 

A microscopia de força atômica (AFM) é a mais versátil integrante da 

família das microscopias de sonda e seu grande diferencial é a visualização dos 

objetos em três dimensões. A AFM utiliza um microscópio composto 

basicamente por uma ponta (ou sonda) que varre a superfície da amostra em 

estudo. Assim mede-se a força de interação entre os átomos da ponta e os da 

superfície, e os resultados são transformados em imagens da amostra, através 

de recursos computacionais [113]. 

São várias as forças envolvidas nessa varredura, mas fundamentalmente 

resumem-se em dois tipos: as de atração e as de repulsão. As primeiras são 

chamadas de forças de van der Waals, cuja origem é química e atuam a 

distâncias que variam de 100nm a algumas unidades dessa escala. Já as forças 

repulsivas agem quando a ponta entra em contato com a superfície e têm sua 

origem no princípio de exclusão de Pauli, que em termos práticos impede que 

dois corpos ocupem o mesmo lugar no espaço [113]. 

A ponta ou (sonda) é suportada por um braço de apoio, chamado de 

cantilever. Nesse braço, incide a luz de um laser, que se reflete na superfície do 

cantilever, indo para um espelho e finalmente alcança um fotodetector de 

quatro secções. O fotodetector mede as deflexões do braço, causadas pelas 

rugosidades da amostra quando ela é varrida pela ponteira. Os resultados 

dessas medidas são transferidos para um computador que, utilizando um 

software especificamente feito para isso, transforma a informação em uma 

imagem da superfície. Com este tipo de microscopia, pode-se estudar a 

topografia e as propriedades mecânicas de superfícies [113]. 

 

Caracterização de troca iônica  

 

O termo eletrodo quimicamente modificado (EQM) foi introduzido no 

jargão eletroquímico por Murray e colaboradores em 1975 para designar 

eletrodos com espécies quimicamente ativas, deliberadamente imobilizadas em 
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suas superfícies, com o objetivo de pré-estabelecer e controlar a natureza 

físico-química da interface eletrodo/solução. 

Vários métodos de imobilização do modificador são reportados, como 

adsorção, formação de compósitos, formação de ligações covalentes, 

recobrimento de membranas (filmes) poliméricas que devem ser condutores ou 

permeáveis ao eletrólito de suporte e à espécie de interesse. Dependendo da 

aplicação pode ser escolhido um polímero quimicamente ativo que tenha 

propriedades ligantes ou de troca iônica. 

A caracterização de troca iônica do (EQM) pode fornecer informações 

importantes em relação à estrutura do modificador, como por exemplo, a 

distribuição de cargas em sua superfície. Algumas sondas são reportadas na 

literatura derivadas de complexos orgânicos, como os ferrocenos, ftalocianinas, 

compostos de rutênio e metaloporfirinas [67]. 

 

Interferometria a Laser 

 

Normalmente as superfícies, por mais perfeitas que sejam, apresentam 

irregularidades, que podem ser classificadas em dois grupos: as 

macrogeométricas e as microgeométricas. As irregularidades macrogeométricas 

são provenientes da “forma”, que inclui divergências de ondulações, 

ovalizações, retilineidade, planicidade, circularidade etc. Já as irregularidades 

microgeométricas são provenientes da “rugosidade”, que pode ser calculada 

dividindo o número de picos pelo número de vales. 

Existem dois métodos para medir a topografia de uma superfície: o 

apalpamento e a reflexão ótica, sendo que está última é aplicada na 

interferometria a laser (IL) configurando um dos métodos mais utilizados sem 

necessitar do contato com a amostra, ou seja, é um método não destrutivo. 

Um esquema representado na Figura 9 mostra um perfilômetro óptico 

interferométrico.  

Nesta técnica, a luz refletida da superfície sendo medida interfere com a 

luz refletida da superfície de referência. Variações verticais da superfície 

(rugosidade) da ordem de 1nm são possíveis de serem percebidas pela medição 
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da diferença de fase entre os feixes de referência e de medição. Isto é feito 

através da detecção da variação da intensidade do padrão de franjas detectada 

por cada fotossensor, quando a lente objetiva e o plano de referência são 

deslocados verticalmente por um transdutor piezoelétrico em relação à 

superfície de medição que permanece fixa. Com uma análise computacional 

apropriada isto pode ser utilizado para caracterizar uma superfície [114]. 

 

Figura 9: Esquema representativo de um perfilômetro de Mireau. 

 

 

Figura 10: Esquema representativo de um interferômetro de Michelson. 

 

 Na detecção, o feixe de luz atravessa um espelho semi-transparente, que 

por sua vez, faz com que o feixe incidente seja dividido em dois: uma parte da 

luz atravessa o divisor de feixe até o espelho a direita (Figura 10), é refletido de 
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volta para o espelho semi-transparente e então refletido para o detector; a 

outra parte é refletida pelo espelho semi-transparente até o espelho superior, 

então é novamente refletida passando através do espelho semi-transparente 

até o detector. 

Quando os dois componentes são recombinados, existe uma diferença de 

fase entre eles já que eles percorreram caminhos diferentes, e então eles 

interferem construtivamente ou destrutivamente dependendo do tamanho da 

diferença de caminho. Se os dois caminhos percorridos diferirem por um 

número inteiro de comprimento de onda (incluindo 0) ocorre uma interferência 

construtiva e um sinal forte no detector. Se eles diferirem por um número 

inteiro e meio (por exemplo, 0,5, 1,5, 2,5...) ocorre uma interferência 

destrutiva e um sinal fraco [115]. 

 

 Propriedades elétricas  

 

As medidas elétricas consistem da investigação do processo de injeção e 

transporte de cargas nas amostras, determinando-se o comportamento da 

corrente elétrica (I) em relação ao potencial (V). O processo de condução em 

dispositivos pode ser determinado pelo material semicondutor ao invés da 

injeção pelos contatos. Considerando um material com baixos níveis de 

aprisionamento de cargas e uma mobilidade de portadores de carga 

independente do campo aplicado, a densidade de corrente é dada pela equação 

(1), sendo que se a ∂V/∂J for constante, o contato é ôhmico. 

 

J = q n0 µ E = q n0 µ V/d (1) 

 

Onde, 

 

J = densidade de corrente (razão entre a corrente e a área) ; q = carga do 

portador ; n0 = densidade de cargas livres ; V = tensão aplicada ; µ = 

mobilidade ; E = campo elétrico ; d = espessura do filme. 
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A carga espacial é geralmente entendida como sendo uma região 

preenchida por cargas positivas ou negativas. Por exemplo, se o contato 

negativo do dispositivo (cátodo) emite mais elétrons por segundo do que o 

material semicondutor pode aceitar, o excesso formará uma região de carga 

espacial negativa dentro do material. Esse acúmulo de cargas criará um campo 

elétrico que dificultará a injeção de elétrons pelo cátodo. Assim, a corrente de 

elétrons é dita limitada por carga espacial. Analogamente, a corrente de 

buracos pode ser limitada pela presença de cargas espaciais formadas por 

portadores positivos [116]. 

 

Imobilização por Adsorção Física 

 

A adsorção física da biomolécula baseia-se na formação de forças 

atrativas de van der Waals, ligações iônicas e de hidrogênio entre as 

biomoléculas e o eletrodo. Este método não exige qualquer modificação química 

e possui a vantagem da simplicidade, requerendo apenas uma solução contendo 

a biomolécula a utilizar. Todavia, poderá ocorrer uma perda da biomolécula 

adsorvida se ocorrem alterações do meio durante as medições como, por 

exemplo, variações de pH, força iônica ou até mesmo temperatura [117]. 

 

Imobilização por ligação covalente via carbodiimida 

 

Carbodiimidas são utilizadas para mediar à formação de ligações amida 

entre carboxilatos e aminas ou ligações fosforamidas entre os fosfatos e 

aminas. Eles são, provavelmente, o mais popular tipo de mediador em uso, 

sendo eficaz na formação de conjugados entre duas moléculas de proteína, 

entre um peptídeo e uma proteína, entre um oligonucleotídeo e uma proteína, 

entre uma biomolécula e uma superfície, ou qualquer combinação destas. As 

carbodiimidas podem ser insolúveis ou solúveis em água, sendo estas últimas 

escolhidas preferencialmente para conjugações bioquímicas, porque a maioria 

das macromoléculas biológicas são solúveis em soluções tampão aquosas, 
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sendo que o subproduto gerado, uma isouréia, também é solúvel em meio 

aquoso, facilitando a purificação por diálise ou filtração em gel. 

Cloreto de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC) é a 

carbodiimida mais usada para conjugar substâncias biológicas contendo 

carboxilatos e aminas. A sua aplicação nos procedimentos de conjugação entre 

biomolécula e superfície com o NHS (N-hidroxisuccinimida) ou sulfo-NHS (N-

hidroxisuccinimida sulfonada) é quase universal e este fato torna está 

bioconjugação uma das mais usadas atualmente [118]. 

 

   

 

 

 

Figura 11: Mecanismo de bioconjugação por ligação de amida. (A) mediado por 

EDC (B) mediado por EDC com assistência de NHS [119]. 
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A vantagem da adição de NHS ou sulfo-NHS nas reações de EDC é o 

aumento da solubilidade e estabilidade do intermediário ativo que é atacado 

pela amina na última etapa da reação (Figura 11). Na Figura 11A o EDC reage 

com um grupo carboxilato (I) para formar um éster mais reativo, o-acil isoUréia 

(III). Todavia, o ataque da amina neste complexo intermediário é lento e pode 

hidrolisar em soluções aquosas (especialmente quando a molécula-alvo está em 

baixa concentração em relação à água, como no caso de moléculas de 

proteínas) e o acoplamento desejado pode não ocorrer. A assistência do NHS 

(Figura 12B) proporciona a formação de um anidrido do acil isoUréia, um éster 

intermediário bastante reativo que aumenta o rendimento de formação da 

ligação amida [119]. 

 

Biotinilação de Proteínas (Anticorpos) 

 

A Biotina é um componente fundamental em inúmeros processos vitais 

envolvendo reações de carboxilação, funcionando como um co-fator e 

transportador de CO2 (coenzima R). A biotina é encontrada principalmente 

ligada covalentemente à lisina através da sua cadeia de ácido valérico. 

A interação da biotina com proteínas contendo estreptavidina ou avidina 

está entre as mais fortes afinidades não covalentes conhecidas (Ka = 1015 

mol.L-1). A ligação ocorre entre o anel bicíclico de biotina, sendo que a porção 

de ácido valérico não é diretamente envolvida na a interação com avidina e 

estreptavidina, ou seja, está característica permite modificar a cadeia de ácido 

valérico, sem afetar o potencial de ligação com a avidina ou estreptavidina. 

O carboxilato de ácido valérico da D-biotina pode ser ativado a um éster 

do NHS, para modificação direta de grupos amina em proteínas e outras 

moléculas (Figura 12). O grupamento amina de uma biomolécula funciona como 

um nucleófilo atacando ésteres-NHS liberando o grupo NHS e formando uma 

ligação amida estável. NHS-biotina é o reagente mais simples para reações de 

biotinilação realizada sob condições levemente alcalinas, proporcionando altos 

rendimentos reacionais [118]. 
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Figura 12: Mecanismo geral de biotinilação de proteínas.  

 

 “Dot Blot” 

 

Um “dot blot” (ou slot blot) é uma técnica que pode ser usada na biologia 

molecular e na imunoquímica para detecção de biomoléculas normalmente em 

plataformas constituídas de membrana de nitrocelulose (Figura 13). 

 

 

 

Figura 13: Esquema de “dot blot” usando o “A” ou “S” oligonucleotídeo alelo-

específico. 

 

A técnica de “dot blot” oferece uma possibilidade real em curto tempo de 

confirmar a presença ou ausência de uma biomolécula como, por exemplo, para 

detecção de anticorpos anti HIV [120,121], herpes [122] e algumas drogas 

[123]. 
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Fotoluminescência 

 

O processo de emissão espontânea em um semicondutor ocorre em 

quatro etapas: excitação, relaxação, termalização e recombinação. A excitação 

é a incidência de luz com energia maior que o “gap” de um semicondutor, que 

cria pares elétron-buraco mediante a promoção de elétrons de seus estados 

fundamentais na BV, para níveis desocupados na BC. Em seguida, ocorre a 

relaxação, na qual o excesso de energia adquirido pelos portadores é cedido à 

rede cristalina por emissão de fônons. Com a termalização que ocorre em 

seguida, os pares elétron-buraco tendem a ocupar os estados de mais baixa 

energia possível das bandas. Depois de um intervalo de tempo que é, em geral, 

extremamente curto (entre 10-9 e 10-12 segundos), o elétron retorna para seu 

nível fundamental, recombinando com o buraco, e a recombinação radiativa 

gera um fóton (luz). É nesse processo geral que se baseia a técnica de 

fotoluminescência. A emissão espontânea de poços quânticos semicondutores é 

produzida mediante o mesmo processo. No entanto, como o nível fundamental 

para o elétron é o primeiro nível de energia do poço na banda de condução, e 

para o buraco é o primeiro nível de energia do poço na banda de valência, a 

recombinação ocorre quando os portadores relaxam para estes níveis de 

energia fundamentais. O confinamento do elétron e do buraco em uma região 

espacialmente restringida aumenta a interação entre eles via força de Coulomb, 

reduzindo ainda mais a energia de emissão (Figura 14).  

 

 

 

Figura 14: Forma do potencial em uma estrutura tipo poço quântico. 
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O par elétron-buraco ligado via interação Coulombiana é conhecido como 

éxciton. Estudos experimentais indicam que a emissão espontânea de poços 

quânticos semicondutores de boa qualidade tem natureza essencialmente 

excitônica até mesmo a temperatura ambiente [124]. 
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2 – Objetivos 

 

 Devido à necessidade do desenvolvimento de plataformas diagnósticas 

para a detecção de marcador de lesão cardíaca, propomos nesse trabalho a 

construção de biossensores baseados na imobilização de anticorpos em 

superfície de FTO modificada com filmes poliméricos derivados de aminofenóis. 

Desta forma os pontos a serem trabalhados são descritos, abaixo: 

 

-Eletropolimerização de um derivado de aminofenol em eletrodo vítreo de FTO; 

 

-Caracterização química, física, eletroquímica e morfológica do material 

eletrodepositado; 

 

-Imobilização do anti-troponina T na matriz FTO modificado com poli(3-

aminofenol) FTO/P3AMF; 

 

-Modificação do anti-troponina T com biotina; 

 

-Detecção do troponina T direta por EIE “label free” e indireta por 

fotoluminescência (PL) de quantum dots “label”; 

 

-Estudo de seletividade do biossensor (interferente anti-troponina I – disponível 

em amostra real de soro sanguíneo de pacientes com lesão cardíaca). 
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3 - Procedimento experimental 

 

3.1 Fluxograma do procedimento experimental 
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3.2 Equipamentos, Materiais e Reagentes 

 

3.2.1 Equipamentos 

 

Agitador magnético 702A Fisatom 

Balança analítica Shimadzu d=0,1 mg / 0,01 mg 

Bomba de vácuo 48/56 KOHLBACH 

Centrífuga mod 5804R Eppendorf 

Espectrômetro iHR, marca Horiba - Jobin Yvon 

Espectrofotômetro ultra-visível 1650PC Shimadzu 

Estufas de hibridação, Hybaid  

Filtro passa banda Schott GG-495 

Fluorímetro F-4500 Hitachi 

Fonte IV programável E3646A Agilent 

Fotomultiplicadora UV VIS Horiba - Jobin Yvon, modelo DPM-HV 

Infra-Vermelho Perking Elmer spectrum 1000 

Interferômetro laser UBM microfocus expert IV UBM 

Laser de diodo 405nm 5mW 

Microscópio de força atômica Veeco Innova  

Microscópio eletrônico de varredura de emissão de campo Supra 40 Zeiss 

Microscópio metalográfico Olympus BX51  

Paquímetro 

pHmetro digital PG1800 Gehaka 

Potenciostato AUTOLAB system model PGSTAT302N mod FRA2 Eco Chemie BV 

Potenciostato model 420A CH Instruments 

Ultra purificador microprocessado Master System Gehaka 

Ultrasonic cleaner USC 1450 Unique 

 

3.2.2 Materiais  

 

Cela eletroquímica de três compartimentos  

Cortador de Vidro 
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Dessecador a vácuo 160mm Vidrolabor 

Dispositivo de Ultrafiltração Millipore  

Eletrodo auxiliar (contra-eletrodo) de platina (área 1cm2) 

Eletrodo de referência de Ag/AgCl 3M saturado 

Eletrodo de trabalho de FTO (área 2,5cm2) 

Material de rotina de laboratório 

Membrana de nitrocelulose 0,22µm (Hybond ECL, Amersham Biosciences)  

Vidrarias de rotina de laboratório 

 

3.2.3 Reagentes 

 

Acetona (CH3)2CO P.A Impex Massa molar:58,08 g.mol-1 

Acido Bórico (H3BO3) (98,5%) Aldrich Massa molar:61,83 g.mol-1 

Ácido nítrico (HNO3) P.A (65%) Synth Massa molar:63,01 g.mol-1 

Ácido perclórico (HClO4) P.A (70%) A.C.S Massa molar:100,46 g.mol-1 

Ácido sulfúrico (H2SO4) P.A (98%) Merck Massa molar:98,08 g.mol-1 

Albumina Soro Bovina Gold Lab 

3-aminofenol (C6H7NO) P.A (98%) Aldrich Massa molar:109,13 g.mol-1 

Anticorpo monoclonal anti-troponina T – Sigma - Aldrich 

Antígeno troponina T pureza ≥ 98% - Calbiochem M. W. 34.459 Da 

Anticorpo monoclonal anti-troponina I – Abcan M. W. 24000 Da 

Borato de sódio decahidratado (Na2B4O7 � 10H2O) 99,5% Aldrich                                                                                               

Massa molar: 381,37 g.mol-1 

Biotina-N-hidroxi-succinimida (C14H19N3O5S) P.A (≥98%) Aldrich                     

Massa molar:341,38 g.mol-1 

Brometo de Potássio (KBr) (99,99%) Aldrich Massa molar: 119 g.mol-1 

Cloreto de Amônio (NH4Cl) (99,99%) Aldrich Massa molar: 53,49 g.mol-1 

Cloreto de Hexaminrutênio (Ru(NH3)6Cl2) Massa molar:274,16 g.mol-1 

Cloreto de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida (99 %) Aldrich 

C8H17N3�HCl 191,70 g.mol-1 

Cloreto de potássio (KCl) P.A (99,6%) J.T.Baker Massa molar:74,55 g.mol-1 

Cloreto de sódio (NaCl) P.A (99%) Vetec Massa molar:58,44 g.mol-1 
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Conjugado Quatum Dot-Estreptavidina 525 nm (Q10141MP) Invitrogen 

Tetracloreto de 3,3-diaminobenzidina (NH2)2C6H3C6H3(NH2)2 � 4HCl P.A (99%) 

Massa molar: 360,11 g.mol-1 

Éter de petróleo P.A Vetec d=0,64 g.cm-3 

Ferricianeto de potássio [K3Fe(CN)6] P.A Reagen Massa molar:329,25 g.mol-1 

Ferrocianeto de potássio [K4Fe(CN)6] P.A Vetec Massa molar:422,39 g.mol-1 

Fosfato de potássio monobásico (KH2PO4) P.A (98%) J.T.Baker                       

Massa molar:136,09 g.mol-1 

Fosfato de sódio dibásico (Na2HPO4) P.A (99%) Vetec                                                                          

Massa molar:141,96 g.mol-1 

Glicina (C2H5NO2) P.A (98,5%) Aldrich Massa molar:75,07 g.mol-1 

N-hidroxi-succinimida (C4H5NO3) P.A (98%) Aldrich Massa molar:115,09 g.mol-1 

Nitrogênio ultra puro (N2) 

Polímero Estreptavidina-Peroxidase Ultra-sensível (1,0 mg.mL-1 pH 7,4) Aldrich 

Monolaurato de polioxietileno sorbitano - Tween 20 (C58H114O26)                        

Massa molar:346,45 g.mol-1 

 

3.3 Metodologia 

 

3.3.1 Soluções 

 

Todas as soluções foram preparadas com água deionizada (18,2 MΩ.cm, 

Milli-Qplus) obtidas de um Ultra purificador. Quando necessário medidas de pH 

foram realizadas utilizando um pHmetro e as soluções foram sonicadas de 3 a 5 

minutos para homogeneização, usando um banho de ultrassom, para os 

reagentes sólidos a massa foi mensurada em uma balança analítica. As soluções 

de eletrólito suporte, assim como as soluções monoméricas foram deaeradas 

por passagem de fluxos de N2 ultra-puro por 30 minutos. 
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3.3.2 Preparação das soluções e utilização 
 

Soluções monoméricas de 3AMF 2,5 x 10-2 mol.L-1 e 2,5 x 10-3 mol.L-1 

Preparação: as soluções foram preparadas a partir de 0,0696 g e 0,00696 g de 

3AMF solubilizadas em eletrólito suporte (HClO4 e H2SO4), ambos em duas 

concentrações, sendo elas: 2,5 mol.L-1 e 0,5 mol.L-1, respectivamente.   

Utilização: como solvente na síntese de formação do P3AMF por 

eletropolimerização. 

 

Soluções de ácido sulfúrico (H2SO4) e ácido perclórico (HClO4) 0,5 e 2,5 mol.L-1 

Preparação: (H2SO4 0,5 e 2,5 mol.L-1): transferiu-se 2,8 mL e 14,0 mL para 

balões volumétricos de 100 mL. (HClO4 0,5 e 2,5 mol.L-1): transferiu-se 3,02 

mL e 15,1 mL para balões volumétricos de 100 mL.  

Utilização: como eletrólito suporte na síntese do P3AMF por eletropolimerização. 
 

Solução de [K3Fe(CN)6] / [K4Fe(CN)6] 5 mmol.L-1 

Preparação: a solução foi preparada a partir de 0,823 g de [K3Fe(CN)6], 1,056 g 

de [K4Fe(CN)6] e 7,7244 g de KCl. Os reagentes foram transferidos 

quantitativamente para um balão volumétrico de 500 mL e completado o 

volume com água deionizada.  

Utilização: caracterização iônica do P3AMF e na detecção do antígeno troponina 

T por EIE. 

 

Solução de Ru(NH3)6Cl2 5 mmol.L-1  

Preparação: a solução foi preparada a partir de 0,01371 g de Ru(NH3)6Cl2, e 

0,15449 g de KCl. Os reagentes foram transferidos quantitativamente para um 

balão volumétrico de 10 mL. 

Utilização: sonda positiva na caracterização iônica do P3AMF. 
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Solução tampão PBS 10 mmol.L-1 com NaCl  (pH7,4)  

Preparação: a solução foi preparada a partir de 0,05 g de KCl, 2,0 g  de NaCl, 

0,06 g de KH2PO4 e 0,36 g de Na2HPO4. Os reagentes foram transferidos 

quantitativamente para um balão volumétrico de 250 mL.  

Utilização: para diluição dos anticorpos monoclonais anti-troponina T (anti-

cTnT) e anti-troponina I (anti-cTnI) e do troponina T (cTnT). 

 

Solução tampão PBST  

Preparação: a solução foi preparada acrescentando o detergente tweem 20 a 

0,1% (v/v) ao PBS com NaCl (7,4). 

Utilização: lavagens do “dot blot” 

 

Solução tampão borato de sódio 0,1 mol.L-1 (pH8,8)  

Preparação: Transferiu-se 10,22 g borato de sódio decahidratado e 0,3 mL de 

ácido bórico para balão volumétrico de 100 mL, avolumou-se com água 

deionizada até o menisco.  

Utilização: na biotinilação do anticorpo anti-troponina T. 

 

Solução de anti-cTnT (300 ng/cm2) 

Preparação: De uma suspensão de concentração 3 mg.mL-1 foram retirados 1 

µL e avolumados para 500 µL com solução tampão PBS com NaCl em 

eppendorf  usando micropipeta. 

Utilização: imobilização sobre FTO/P3AMF (sonda). 

 

Solução de cTnT (900 ng/cm2) 

Preparação: Uma amostra liofilizada de 100 µg do antígeno troponina T foi 

ressuspendida em 1 mL de solução tampão PBS com NaCl. Foram retirados 100 

µL desta solução e acrescentados 455,5 µL de solução tampão PBS com NaCl 

em eppendorf  usando micropipeta.  

Utilização: como alvo (controle positivo). 
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Solução de anti-cTnI (900 ng/cm2)  

Preparação: De uma suspensão de concentração 3,2 mg.mL-1 foram retirados 

1µL e avolumados para 177,78 µL com solução tampão PBS com NaCl em 

eppendorf  usando micropipeta.  

Utilização: como proteína irrelevante (controle negativo). 

 

Solução de anti-cTnT-B (300 ng/cm2) 

Preparação: Da solução de anti-cTnT-B 450 ng/µL foi retirado 2 µL e 

acrescentados 148 µL de solução tampão PBS com NaCl em eppendorf  usando 

micropipeta.  

Utilização: como anticorpo complementar. 

 

Solução de NHS-Biotina (NHSB) em DMSO 

Preparação: Transferiu-se 0,0051 g de NHSB para um eppendorf adicionando 

500 µL de DMSO com micropipeta.  

Utilização: na biotinilação do anticorpo anti-troponina T. 

 

Solução de Cloreto de Amônio 1 mol.L-1  

Preparação: Transferiu-se 0,5403 g de NH4Cl para um balão volumétrico           

de 10 mL.  

Utilização: na biotinilação do anticorpo anti-troponina T. 

 

Conjugado quantum dot-estreptavidina (S-QDs) 

Preparação: A solução de S-QDs 1 µM foram centrifugados a 5000G por 3 

minutos. Do sobrenadante foram retirados 1 µL e diluído para um volume fina 

de 50 µL de tampão PBS para obter uma concentração final de 20 nM. 

Utilização: na detecção do troponina T por fotoluminescência. 

 

Pontos quânticos de seleneto de cádmio (CdSe) “core” com um encapamento 

adicional de sulfeto de zinco (ZnS) “shell” foram acoplados diretamente a 

estreptavidina pela Invitrogen [125].  
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3.3.3 Eletrodos 

 

Eletrodo auxiliar (contra-eletrodo) de platina 

Foi confeccionado em platina com uma área útil correspondente a 2cm2 (figura 

16A). Antes de sua utilização os mesmos foram flambados até atingir a 

coloração avermelhada, indicando a remoção de resíduos orgânicos na 

superfície. 

 

Eletrodo de referência de Ag/AgCl 3M saturado 

Uma lâmina retangular de prata foi utilizada na confecção deste eletrodo que é 

acondicionado imerso em KCl 3 mol.L-1 conforme figura 16B. 

 

O eletrodo de trabalho de FTO 

Foi adquirido da empresa Flexitec em lâminas de dimensões de 2,5 x 7,5 cm, 

produzido por pirólise de spray, a partir de uma suspensão em ar, em que 

gotas de solução de cloreto estanhoso hidratado e fluoreto de amônia em água 

produzidas por ultra-som, foram direcionadas por arraste ao substrato vidro 

(SiO2) previamente aquecido à temperatura entre 450 e 550 ºC. Utilizando um 

cortador de vidro e um paquímetro as lâminas foram reduzidas em eletrodos 

com dimensões de 1 x 2,5 cm.  

 

Muitas sugestões são reportadas na literatura quanto à limpeza de FTO, 

como por exemplo, a limpeza com acetona e posteriormente secagem com 

papel absorvente [126], ou ainda, em banho ultra-som por dez minutos 

sequencialmente, solução alconox 0,8 % (detergente comercial), 2-propanol e 

água [127], a sugestão do fabricante seria seqüencialmente acetona, 

isopropanol, água, solução sulfonítrica e água, todavia nosso grupo optou por 

fazer uma limpeza constituída de três etapas com intervalo de tempo de 3 

minutos cada uma delas em banho ultrassom, são elas sequencialmente: éter 

de petróleo, acetona e água, e posterior secagem em nitrogênio ultra-puro (N2). 

Pontas de prova (garra jacaré) e teflon foram utilizados para o contato elétrico. 

 



 39

3.3.4 Eletropolimerização de P3AMF por Voltametria Cíclica 

 

A cela eletroquímica de três compartimentos foi previamente limpa em 

HNO3 por 24 h, comportando aproximadamente 25 mL de solução monomérica. 

Agregando-se os três eletrodos (trabalho, referência e contra-eletrodo) obteve-

se o sistema, que por sua vez foi alimentado por um potenciostato, sendo 

utilizada a voltametria cíclica para realização dos estudos de 

eletropolimerização. Testes foram realizados para otimização da 

eletropolimerização, proporcionando variações na: velocidade de varredura, 5, 

25 e 50 mV.s-1; concentrações monoméricas, 2,5 x 10-2 e 2,5 x 10-3 mol.L-1; 

concentrações e soluções de eletrólito suporte, HClO4, H2SO4, 0,5 mol.L-1 e 2,5 

mol.L-1. Para estudar a janela eletroquímica adequada foram realizados 100 

ciclos de potencial com velocidade de varredura de 50 mV.s-1, na faixa de 

potencial de -0,2 V à: +0,9 V; +1,1 V; +1,3 V e +1,6 V em solução eletrolítica 

de ácido sulfúrico 2,5 mol.L-1 contendo 3AMF 2,5 x 10-2 mol.L-1 a temperatura 

ambiente (25 ± 1 ºC). 

 

3.3.5 Caracterização por ultra-violeta visível  

 

Os filmes de P3AMF, eletrodepositados em FTO foram caracterizados entre 

300 e 900 nm, usando um espectrofotômetro de feixe duplo. 

 

3.3.6 Caracterização por Espectroscopia de Fluorescência  

 

Filmes de P3AMF, eletrodepositados em FTO foram caracterizados na 

região do visível usando um fluorímetro. 

 

3.3.7 Caracterização por infra-vermelho  

 

Espectros de FTIR foram obtidos para o 3AMF e para o P3AMF, 

eletrodepositados em FTO em faixa de número de onda de 500 a 4000 cm-1, em 
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pastilhas de KBr, 32 varreduras e resolução de 4 cm-1, utilizando-se o 

equipamento Perking Elmer. 

 

3.3.8 Caracterização de troca iônica 

 

As propriedades de troca iônica para o eletrodo FTO e FTO modificado 

com P3AMF (FTO/P3AMF) foram investigadas pelo estudo da reação de 

transferência eletrônica nas superfícies modificadas utilizando-se dois diferentes 

pares redox: ferrocianeto/ferricianeto de potássio (sonda redox negativa) e 

cloreto de hexaminrrutênio (II) (sonda redox positiva). Medidas por VC foram 

conduzidas em K4[Fe(CN)6]/K3[Fe(CN)6] na faixa de potencial de -0,2 V a +0,7 

V e de Ru(NH3)6Cl2 na faixa de potencial de -0,4 V a +0,2 V. Estudos também 

foram conduzidos somente em solução do eletrólito suporte (solução aquosa de 

KCl), na mesma faixa de potencial utilizada na investigação dos pares redox. 

 

3.3.9 Caracterização por microscopia eletrônica de varredura de 

emissão de campo  

 

As características superficiais do eletrodo de FTO e FTO/P3AMF foram 

obtidas utilizando um microscópio eletrônico de varredura de emissão de 

campo, onde ampliações de 10.000, 25.000 e 50.000 X foram registradas. As 

amostras foram metalizadas com ouro por uma metalizador EMITECH K575X 

durante 38 s com uma corrente de 10 mA sob um vácuo de 7x10-5 mBar. 

 

3.3.10 Caracterização por microscopia de força atômica  

 

O estudo da morfologia da superfície dos eletrodos de FTO e FTO/P3AMF 

foram realizados utilizando um microscópio de força atômica. As imagens foram 

obtidas no “tapping" gravadas simultaneamente em temperatura ambiente. Foi 

utilizado um cantilever comercial de antimônio (n) dopado com silício com 

constante de mola na faixa de 1-5 N/m que oscilou em sua freqüência 
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ressonante fundamental entre 60-100 kHz. Os valores de Ra e RS foram 

calculados usando o software SPMLabAnalysis V 7.00. 

 

3.3.11 Caracterização da espessura por interferometria a laser  

 

A espessura do P3AMF eletrodepositado em FTO foi determinada usando 

um Interferômetro. As imagens foram processadas através do software Digital 

Surf Mountains Map Universal® [128]. A amostra foi metalizada com ouro por 

uma metalizador EMITECH K575X durante 38 s com uma corrente de 10 mA 

sob um vácuo de 7x10-5 mBar. Adicionalmente, a amostra foi submetida a uma 

análise de microscopia metalográfica através de um microscópio metalográfico 

Olympus BX51. 

 

3.3.12 Caracterização das propriedades elétricas  

 

Resistor, FTO, FTO/P3AMF, FTO/PANI obtidos após 50 ciclos de potencial 

com velocidade de varredura de 50 mV.s-1 na faixa de potencial de -0,2 à +0,9 

V em solução eletrolítica de ácido sulfúrico 0,5 mol.L-1 contendo 3AMF 1 x 10-2 

mol.L-1 a temperatura ambiente (25 ± 1 ºC), foram submetidos à 

caracterização IV (corrente x potencial) realizada por uma fonte após sua 

secagem á vácuo. 

 

3.3.13 Caracterização do FTO/P3AMF e detecção do troponina T por 

espectroscopia de impedância eletroquímica  

 

Os espectros de impedância eletroquímica do eletrodo de FTO, 

FTO/P3AMF, FTO/P3AMF/anti-cTnT (Sonda), FTO/P3AMF/anti-cTnT/cTnT 

(controle positivo) e FTO/P3AMF/anti-cTnT/anti-cTnI (controle negativo) foram 

obtidos em solução aquosa de K4[Fe(CN)6]/K3[Fe(CN)6] em potenciostato 

AUTOLAB. A solução de análise foi deaerada com N2 ultra puro por cerca de 40 

minutos, os eletrodos modificados permaneceram em contato com a solução 

por cerca de 30 minutos. O intervalo de freqüência investigado foi de 106 a 10-2 
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Hz. A amplitude de excitação senoidal foi de 10 mV (p/p) sendo potencial 

aplicado de +0,24 V. O ajuste dos resultados experimentais, a um circuito 

equivalente apropriado foi realizado com software provido pelo equipamento. 

 

3.3.14 Biotinilação do anti-cTnT 

 

A conjugação do anticorpo monoclonal anti-cTnT à biotina (anti-cTnT-B) 

foi viabilizada segundo protocolo [129] no Laboratório de Nanobiotecnogia do 

INGEB-UFU. Preparou-se uma solução de N-hidroxisuccimida-biotina a 10 

mg.mL-1 em dimetilsulfóxido (DMSO). Em seguida preparou-se uma solução de 

anticorpo de 0,25 mg.mL-1 em Na2B4O7�10H2O 0,1 mol.L-1, pH 8,8. Adicionou-se 

62,5 µg do biotina-éster ao anticorpo, sendo que mistura foi incubada por 4 

horas, sob agitação lenta, à temperatura ambiente. Posteriormente, adicionou-

se 5 µL de solução de NH4Cl 1 mol.L-1 realizando incubação por 10 minutos à 

temperatura ambiente. Utilizando um sistema de ultra filtração Amicon Millipore 

(diâmetro médio de 3 KDa) foi removida à biotina não ligada. Aproximadamente 

500 µL da solução de anticorpo marcado com biotina contra 4 mL de tampão 

PBS levados a centrífuga 7500.g por 30 minutos, com pelo menos (3 trocas de 

tampão). O anticorpo modificado foi dividido em alíquotas e mantido a 4 ºC 

quando em uso ou a – 20 ºC quando estocado. 

 

3.3.15 Imobilização do anti-cTnT na matriz de P3AMF 

 

Adsorção Física 

 

Eletrodos de FTO/P3AMF foram utilizados para imobilizar anticorpos do 

anti-cTnT por adsorção física. Após a eletropolimerização os eletrodos de FTO 

modificados com P3AMF foram submetidos à VC (5 a 10 varreduras, término do 

último ciclo em +1,6 V) no eletrólito suporte (H2SO4 2,5 mol.L-1). 

Posteriormente foram lavados com água deionizada e secos com N2 ultra puro. 

 Um volume de 50 µL de solução do anti-cTnT foi adicionado sobre a área 

útil do eletrodo, formando um filme fino que permaneceu em temperatura 
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ambiente até a secagem completa. Na seqüência o sistema foi submetido à 

nova lavagem em PBS. 

 

Ligação Covalente 

 

Eletrodos de FTO/P3AMF foram utilizados para imobilizar anticorpos do 

anti-cTnT por ligação covalente, via carbodiimida. Após a eletropolimerização, 

os eletrodos de FTO modificados com P3AMF foram submetidos à VC (5 a 10 

varreduras) no eletrólito suporte (H2SO4 2,5 mol.L-1). Posteriormente, foram 

lavados com água deionizada e secos com N2 ultra puro. Duas soluções foram 

adicionadas à solução de anti-cTnT, sendo elas: solução de cloreto de 1-etil-3-

(3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC) e solução de N-hidroxi-succinimida 

(NHS), ambas a 10 mmol.L-1, na proporção 2:1:1. Foram gotejados com 

micropipeta 100 µL em cada eletrodo acondicionados a 4 ºC “overnight”. Para 

retirada dos anticorpos não ligados foi realizada uma lavagem em PBS. Em 

seguida adicionou-se 100 µL de glicina a 5 mmol.L-1 por 30 minutos para 

desativar os grupos succinimidas ainda ativos no anticorpo. O sistema foi 

submetido à nova lavagem em PBS. Na sequência 100 µL de solução de BSA 

0,5 % foram adicionados durante 30 minutos ao sistema para bloqueio de sítios 

inespecíficos, configurando assim a sonda do biossensor. 

 

3.3.16 “Dot blot” 

 

O ensaio foi realizado em dois momentos. No princípio para verificar a 

eficiência da biotinilação e num segundo momento para verificar a 

funcionalidade do biossensor tipo “sanduíche”. 

 

Teste de eficiência da biotinilação: Em um círculo de aproximadamente 

2,5cm de diâmetro de membrana de nitrocelulose 0,22 µm (Hybond ECL, 

Amersham Biosciences) foram separadas 3 regiões e gotejados 

consecutivamente aproximadamente 2µL contendo 1,5µg de anti-cTnI(1), 

cTnT(2) e anti-cTnT(3), respectivamente, e deixados secar à 37ºC em estufa. 
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Em seguida, a membrana foi bloqueada com uma solução de BSA 5% em PBS e 

incubada à temperatura a 37ºC durante 1hora. Na seqüência a membrana foi 

lavada, rapidamente, por 3 vezes com PBST 0,1%. Posteriormente adicionou-se 

a anti-cTnT-B solubilizada em PBS/BSA (1:1000) imergindo a membrana nesta 

solução, sob agitação, por 1hora. Em seguida, a membrana foi submetida à 

lavagem por 3 vezes com PBST 0,1%. Na última etapa foi inserido o S-HRP na 

proporção de (1:1000) diluído em BSA 5% incubado por 1hora, sob agitação a 

temperatura de 37ºC. Na sequência, a membrana foi lavada por 3 vezes, 

rapidamente, com PBST 0,1%. O ensaio foi revelado com a adição do 

cromógeno tetracloreto de 3,3-diaminobenzidina (DAB) (Sigma FastTM DAB) e 

Uréia/H2O2/NaCl. Para parar a reação, a membrana foi lavada em água 

destilada. 

 

Funcionalidade do biossensor tipo “Sanduíche”: Em dois quadrados 

separados de área aproximada de 1cm2 de membrana de nitrocelulose 0,22µm 

(Hybond ECL, Amersham Biosciences) foram sensibilizados anti-cTnT. Em (1) 

foi adicionado o alvo específico (cTnT) (controle positivo), já em (2) foi 

adicionado à proteína irrelevante (anti-cTnI) (controle negativo). Ambas as 

membranas foram sondadas com anti-cTnT biotinilado (anti-cTnT-B) e 

conjugado estreptavidina-peroxidase (S-HRP). O produto da reação foi revelada 

com adição do cromógeno tetracloreto de 3,3’-diaminobenzidina (DAB) (Sigma 

FastTM DAB w/Co) e Uréia/H2O2/NaCl. Os bloqueios das membranas, as 

concentrações de biomoléculas e dos demais reagentes, assim como os tempos 

de reação e das lavagens não foram modificados em relação ao ensaio de “dot 

blot” para verificar a eficiência da biotinilação. 

 

3.3.17 Detecção do troponina T por fotoluminescência 

 

A sonda (FTO/P3AMF/anti-cTnT) foi submetida aos seguintes passos 

consecutivamente: 

Solução do troponina T (controle positivo); Solução do anti-cTnT-B; 

Solução do S-QDs. 
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Entre todas as etapas descritas acima ocorreu uma lavagem através da 

imersão da sonda em PBS, e posterior secagem em N2 ultra-puro. 

Um controle negativo foi realizado utilizando o anti-troponina I.  

Embora os pontos quânticos possam ser excitados numa ampla faixa do 

espectro, o fornecedor [125] recomenda dois comprimentos de onda, a saber: 

633 nm e 400 nm. Para obter rendimentos máximos os QDs de core CdSe e 

shell ZnS (Qdot-525) foram excitados a 405 nm.  

Um arranjo óptico foi ajustado com lentes e suportes, de modo a se obter 

a melhor intensidade emitida de forma que a excitação da amostra pelo laser 

ficou em um ângulo aproximado de 45 ºC da fenda do Espectrômetro acoplado 

a fotomultiplicadora UV/VIS. Um Filtro passa banda Schott GG-495 foi colocado 

entre a amostra e a fenda espectrométrica suprimindo a emissão do laser na 

detecção do sinal das amostras (Figura 15). 

 
 

amostra 

Fotoluminescência

Monocromador 

Filtro 

Diodo laser 405nm
 

 

 

Figura 15: Esquema ilustrativo do arranjo óptico utilizado na detecção do 

troponina T por fotoluminescência. 

 

Estes ensaios foram realizados no Laboratório de Ótica e Fototérmica 

(GOF) do Instituto de Física da Universidade Federal de Uberlândia (INFIS-

UFU). 
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4 - Resultados e Discussão 

 

4.1 Eletropolimerização de P3AMF por Voltametria Cíclica (VC) 

 

Uma varredura inicial no eletrólito suporte HClO4 0,5 mol.L-1 (sem 

monômero) foi realizada variando-se o potencial entre -2,0 V e +2,0 V, onde se 

observou que abaixo do potencial de -0,7 V surgiram bolhas na superfície dos 

eletrodos, indicando que ocorreu nestas superfícies a redução de hidrogênio, 

não sendo observado mais picos de oxidação ou redução das espécies 

envolvidas neste intervalo de potencial.  

Dificuldades iniciais foram encontradas para eletropolimerizar o 3AMF no 

FTO usando como eletrólito suporte o HClO4 que foi substituído então por 

H2SO4, já testado em aminofenóis por outro grupo de pesquisa [126].  

Pode ser observado que as menores velocidades na VC e as maiores 

concentrações de monômero proporcionam a produção de uma maior 

quantidade de poli(3-aminofenol) (P3AMF), cuja massa depositada sobre o 

eletrodo foi mensurada, onde se obteve valores inferiores a 0,00001g, ou seja, 

mesmo nestas condições mais favoráveis (baixas velocidades de ciclização e 

elevadas concentrações monoméricas), a quantidade de material 

eletrodepositado é muito baixa, apresentando rendimento após extração inferior 

a 0,014 %, o que pode ser explicado em função da superfície de contato, por 

que a eletropolimerização ocorre apenas na interface do eletrodo e de fato 

grande parte do material fica solubilizado no eletrólito devido à difusão. 

A princípio a janela de potencial avaliada foi de -0,2 V a +2,3 V. É válido 

ressaltar que este elevado potencial anódico para o P3AMF foi escolhido 

inicialmente em função da formação do seu isômero poli(2-aminofenol) (P2AMF) 

em FTO por cronopotenciometria (densidade de carga = 1250 mC.cm-2) 

aproximadamente neste potencial [126]. Com intuito de evitar a sobre-oxidação 

do material polimérico, a janela de potencial foi pré-definida no intervalo de 

potencial de -0,2 V a +1,6 V (Figura 16). Já no grafite, o P3AMF foi formado 

numa janela de potencial entre -0,2 V e +1,1 V [130,131], sendo que a janela 
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de potencial mais ampla para o FTO (+0,5V) pode ser explicada pela diferença 

entre os dois substratos. Grafite é um material condutor (R ≈ 0 Ω) enquanto o 

FTO é um material com menor condutividade (R = 5 a 50 Ω), ou seja, para 

oxidação do 3AMF em um material mais resistivo como o FTO é necessário um 

maior potencial anódico. 

 

 

 

Figura 16: Voltamograma do P3AMF - Ciclos iniciais da eletropolimerização em 

FTO (3AMF - 2,5 x 10-2 mol.L-1; H2SO4 2,5 mol.L-1; 50 mV.s-1)  

 

Semelhanças e diferenças podem ser detectadas nos voltamogramas de 

eletropolimerização do 3AMF em FTO e em grafite [131], neste último, o pico de 

oxidação que evidencia a formação do cátion-radical ocorre em (+0,89 V), uma 

onda de redução do P3AMF aparece em (+0,31 V) e uma complementar de 

oxidação em (+0,37 V). 

Já no eletrodo de FTO pode ser observado um ombro em +1,23 V 

associado à formação do cátion-radical, bem como um pico de redução entre 

(+0,25 V e -0,2 V) com uma corrente muito baixa, assim como observado no 

eletrodo de grafite. 

Uma semelhança que pode ser evidenciada nas eletropolimerizações em 

ambos os substratos está associada à queda de corrente do pico anódico, nas 
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sucessivas varreduras de potencial para formação do cátion-radical que somado 

a não observação de picos redox associados à formação de material eletroativo 

sugere a formação de P3AMF no FTO tem caráter passivante.  

Os voltamogramas obtidos nas eletropolimerizações do 3AMF em FTO 

apresentam perfis semelhantes aos voltamogramas obtidos para outros 

polímeros em substratos vítreos condutores, como por exemplo, o polipirrol em 

FTO [71] e um derivado do politiofeno em ITO [73], diferindo no que tange as 

correntes, tanto o politiofeno quanto o polipirrol, que tem suas correntes de 

oxidação aumentadas nas sucessivas ciclizações, todavia no P3AMF ela 

decresce. 

Amostras resultantes dos estudos de janelas de potenciais realizados para 

a eletropolimerização do 3AMF em FTO (Figura 17a) apresentaram 

voltamogramas (Figura 17b) com perfis que indicam que a região de redução 

aumenta com o aumento da faixa de potencial, sugerem maior quantidade de 

P3AMF formado. 

 

 

 

Figura 17: (a) Fotos dos eletrodos de FTO modificados com P3AMF (2,5 x 10-2 

mol.L-1) após 100 sucessivos ciclos de potencial variando entre: -0.2 V e: +0.9 

V (2); +1.1 V (3);+1.3 V (4);+1.6 V (5). (FTO) (1); (b) Ultima varredura de 

redução obtida nos voltamogramas de formação do P3AMF. 
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4.2 Espectros de UV/VIS e EF  

 

O espectro UV/Vis do FTO/P3AMF não mostrou absorção na região do 

visível, mas ocorreu o surgimento de uma pequena banda entre 300 – 350 nm 

(Figura 18), onde se observou que o P3AMF formado a 25 mV.s-1 teve 

absorbância em 310 nm (0,44 %) aproximadamente, o dobro (0,21 %) do 

P3AMF formado a 50 mV.s-1, conforme esperado uma vez que a velocidade de 

varredura e a quantidade de material sobre a superfície do eletrodo são 

inversamente proporcionais, ou seja, quanto maior a velocidade de varredura, 

menos tempo as espécies tem para sofrer oxidação sobre o eletrodo e reagirem 

entre si, formando assim menor quantidade de material polimérico. 

 

 

 

Figura 18: Espectros UV/Vis (a) FTO (___); FTO/P3AMF por VC a (___) 25 mV.s-

1 e a (___) 50 mV.s-1  

 

Evrim Hür e colaboradores [132] eletropolimerizaram PANI e P3AMF em 

aço carbono e após a extração em DMSO, realizaram a caracterização UV/Vis, 

que apresentou resultados equivalentes, ou seja, o P3AMF em solução 

apresentou curva semelhante ao eletropolimerizado em FTO (fase sólida). 

Todavia, diferentemente dos espectros do P3AMF, o trabalho de Evrim Hür 

mostrou no espectro do filme de PANI, absorção em duas bandas largas, 275- 

300 nm (pico 1) e 525-625 nm (pico 2) [132], sendo que ao pico 1 Evrim Hür 

atribuiu às transições  - * dos anéis benzênicos na estrutura linear, e ao pico 
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2 a transição do anel benzenóides para-quinóides (esmeraldina oxidada), sendo 

estes picos característicos de polímeros condutores. 

A não observação da banda entre 525-625 nm no espectro do P3AMF 

(referente à transição do anel benzenóide para-quinóide) tanto em aço carbono 

quanto em FTO indicam que o material formado não apresenta característica 

condutora. 

Os estudos de fluorescência do FTO/P3AMF mostraram que o P3AMF 

formado em ambas as velocidades de varredura não apresentaram 

fluorescência na região do visível, sendo este fator vantajoso para produção de 

biossensor com detecção por luminescência, evitando sobreposição de bandas. 

 

4.3 Espectros de FTIR 

 

Os espectros de FTIR do 3AMF (Figura 19) mostraram duas bandas, uma 

em 3360 e outra em 3295 cm-1, referentes aos modos de deformação 

assimétrica ( as) e simétrica ( s) do –NH livre, característico de aminas 

primárias. A deformação angular simétrica no plano de NH2 é evidenciada em 

1602 cm-1 [133]. As bandas 1257 e 1178 cm-1 são referentes à distorções de 

=C-O e das ligações OH, respectivamente [134]. Sinais de deformação angular 

simétrica de -NH fora do plano surgem em 686 cm-1 [104]. 

O espectro de FTIR do P3AMF mostra a conservação das bandas em 3360 

e outra em 3295 cm-1 (-NH livre) e também da banda em 1602 cm-1 (tesoura 

fundamental do NH2) mostrando que parte do polímero forma-se através da 

oxidação do oxigênio da hidroxila permitindo que parte dos grupamentos –NH2 

permaneçam livres na malha polimérica. 

Surge uma intensa e larga banda entre 3550 e 3200 cm-1 correspondente 

às distorções de ligação de hidrogênio intramoleculares de –OH [104], 

indicando que uma parcela de hidroxilas (–OH) podem estar livres no polímero, 

o que pode ser reforçado através das bandas 1257 e 1178 cm-1 que foram 

preservadas, indicando que parte do polímero forma-se pela oxidação do 

nitrogênio como ocorre na PANI.  
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Figura 19: Espectros sobreposto de FTIR para o 3-aminofenol (3AMF) e poli(3-

aminofenol) (P3AMF). 

 

Embora as harmônicas (2000-1650 cm-1) não possam ser observadas no 

espectro do P3AMF, a presença de aromaticidade no polímero pode ser 

evidenciada em função de bandas características em 750 e 668 cm-1, referentes 

à deformação angular fora do plano da ligação (C-H) de aromático. 

 

4.4 Transporte iônico 

 

Os voltamogramas cíclicos do FTO/P3AMF submetido às caracterizações 

eletroquímicas em soluções contendo Ru(NH3)6Cl2 (sonda positiva) e 

K3Fe(CN)6/K4Fe(CN)6 (sonda negativa) demonstraram que o P3AMF facilita a 

oxirredução da espécie Ru(NH3)6
2+ e dificulta a transferência de carga da 

espécie Fe(CN)6
3- / Fe(CN)6

4- (Figura 20).  
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Figura 20: Respostas voltamétricas em KCl (___) FTO e (___) FTO/P3AMF: (a) 5 

mmol.L-1 de K3Fe(CN)6/K4Fe(CN)6 ; (b) 5 mmol.L-1 de Ru(NH3)6Cl2. 

 

    

 

Figura 21: Respostas voltamétricas em KCl do FTO/P3AMF (___) antes e (___) 

após imersão 30 minutos em solução contendo: (a) 5 mmol.L-1 de 

K3Fe(CN)6/K4Fe(CN)6; (b) 5 mmol.L-1 de Ru(NH3)6Cl2. 

 

Os estudos realizados somente em KCl mostraram que ocorre retenção da 

espécie Ru(NH3)6
2+ no polímero, ao contrário das espécies Fe(CN)6

3- e Fe(CN)6
4- 

(Figura 21) que não permanecem no polímero após lavagem. Ambos os fatos 

associados indicam que o P3AMF eletrodepositado em FTO apresenta uma 

relação de afinidade por estruturas catiônicas e de repulsão por estruturas 

aniônicas, ou seja, em pH neutro o P3AMF apresenta caráter aniônico, o que 



 53

pode ser explicado em função da nuvem de elétrons dos anéis aromáticos e do 

par de elétrons livres nos átomos de oxigênio e nitrogênio dos grupamentos 

hidroxila e amina livres. 

 

4.5 Medidas topográficas de IL 

 

Divergências nítidas de reflexão de luz, localizadas na interface gerada 

entre o filme (P3AMF) e o substrato (FTO) conforme pode ser observado na 

Figura 22. Embora ocorra boa distinção na reflexão, os valores de rugosidade 

média (Sa) do FTO e do FTO modificado são muito próximos, sendo eles 89,8 e 

80,9 nm, respectivamente. 

 

 

Figura 22: Reflexão de luz na Interface FTO / FTO/P3AMF. 

 

Para avaliar a topografia com intuito de determinar a espessura do degrau 

foi necessário usar alguns filtros que removessem os pequenos defeitos, 

denominados de forma, sendo que a Figura 23 mostra uma região de 1mm2 na 

interface, ou seja, 0,5 mm2 de FTO e 0,5 mm2 de FTO/P3AMF.  

 

Figura 23: Topografia na Interface FTO / FTO/P3AMF após remoção da forma. 
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Visualmente não é possível observar o degrau que ocorre em função da 

interface gerada filme/substrato, localizada na região de corte em 

aproximadamente 0,5 mm, indicando que o filme de P3AMF depositado é fino. 

Um artifício bastante útil é a análise dos 100 perfis medidos levando em 

consideração apenas a ondulação e a rugosidade (Figura 24) permite dizer que 

a espessura aproximada do filme é de 375± 75 nm, sendo que este mesmo 

monômero eletropolimerizado em grafite apresentou espessura de 180nm 

[131]. Esta diferença se deve principalmente em função das concentrações 

utilizadas, 2,5 x 10-2 mol.L-1 (FTO) e 2,5 x 10-3 mol.L-1 (grafite). 

 

 

Figura 24: Média dos 100 perfis restritos a ondulação e rugosidade. 

 

A microscopia metalográfica mostrou claramente o degrau entre o FTO e 

o FTO/P3AMF (Figura 25), todavia as dimensões de altura não são reais. 

 

 

 

Figura 25: Imagem tridimensional da interface FTO e FTO/P3AMF  
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4.6 Imagens de FE-SEM 

 

As amostras 1-5 (Figura 17a, seção 4.1) foram caracterizadas FE-SEM em 

ampliações de 10, 25 e 50 KX.  

 

    

 

    

 

    

                              (a)                                         (b) 

 

Figura 26: Micrografias de FE-SEM;                                                                   

(a) FTO (amostra 1) (b) FTO/P3AMF (amostra 5). 
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As ampliações de 10 KX permitiram a verificação da granulometria, as 

ampliações de 25 e 50 KX possibilitaram a visualização do material formado, 

todavia isto é evidente apenas para a amostra 5 (Figura 26b). As micrografias 

de 50 KX mostram que o material formado está depositado nos sulcos e na 

superfície, mas principalmente nos sulcos, isto porque a visualização 

geométrica do FTO (Figura 26a) é degenerada em (Figura 26b), ou seja, ocorre 

que na região amostrada a cobertura parece ser completa do FTO pelo P3AMF. 

 

4.7 Estudos morfológicos de superfície por AFM 

 

As imagens por AFM de FTO e FTO/P3AMF (Figura 27) mostraram que a 

rugosidade média (Ra) para o FTO foi de 33,9 nm e o valor do desvio 

quadrático médio da rugosidade (Rms) foi de 44,4 nm. Geralmente, quando Ra 

e Rms são similares à superfície possui como característica a planaridade. Se a 

superfície possui consideráveis números de vales e picos, o valor de Rms é 

maior que o Ra [135]. Desta forma, a superfície do FTO pode ser considerada 

estatisticamente e visualmente rugosa. Para a superfície do FTO/P3AMF obteve-

se um valor para Ra e Rms equivalente a 40 nm e 50,2 nm, respectivamente. 

Conclui-se que as duas superfícies analisadas por AFM apresentam superfícies 

com grande número de ilhas e vazios.  

 

 

Figura 27: Imagens da topografia por AFM (a) FTO (b) FTO/P3AMF. 
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A deposição de P3AMF no eletrodo sugere que o filme provavelmente 

acompanha a topografia do FTO nas primeiras camadas de P3AMF, todavia, 

após sucessivos ciclos de deposição ocorre o aumento da espessura do filme, 

sendo possível que as depressões do FTO sejam preenchidas, sem vales para 

ocupar. Acredita-se que novos e numerosos picos foram formados e, em 

relação a estes novos picos, novas depressões apareceram, provocando um 

pequeno aumento na rugosidade, característica esta que pode ser vantajosa 

para imobilização de biomoléculas, pois aumenta a área útil no eletrodo. 

A medida de contraste de fase em AFM é realizada por uma sonda que se 

aproxima da superfície da amostra até que a amplitude de oscilação seja 

metade do valor determinado na oscilação livre. Durante a varredura, estas 

condições são mantidas constantes, usando uma malha de realimentação. O 

sinal da sonda tende a se atrasar quando toca regiões mais macias, mais 

adesivas e tende a se adiantar em regiões mais duras [136]. Nas imagens de 

fase obtidas do FTO e FTO/P3AMF (Figura 28) o contraste de cor demonstra a 

heterogeneidade nas amostras. Observa-se uma imagem escura sem contraste 

de cor para o FTO, ou seja, este material não apresenta propriedades 

elastoméricas, pelo contrário, é um material de estrutura rígida e homogênea. 

 

 

 

Figura 28: Contraste de fase (AFM) (a) FTO (b) FTO/P3AMF. 
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O FTO/P3AMF apresentou diferenças no contraste de cor, ou seja, é 

possível observar minúsculos e numerosos pontos escuros em toda superfície 

clara da amostra. Desta maneira, é possível observar uma heterogeneidade no 

material, as regiões mais claras (P3AMF) demonstram partes mais 

elastoméricas em contraste aos minúsculos pontos escuros que representam 

domínios mais rígidos, possivelmente de FTO, indicando que a camada do 

polímero depositado pode apresentar certa porosidade em relação ao substrato. 

 

4.8 Medidas elétricas  

 

O FTO, FTO/P3AMF lavado em água e um resistor de 12KΩ tiveram suas 

correntes monitoradas ao longo de 2V (Figura 29a). 

Nota-se que o FTO e o resistor apresentam um comportamento corrente x 

potencial linear, todavia, na ampliação, podemos perceber que a corrente 

permanece constante na barreira imposta pelo P3AMF na mesma magnitude do 

circuito aberto, o que nos leva a concluir que nestas condições (pH neutro), 

este filme funciona como um isolante neste intervalo de potencial. Quando o 

FTO/P3AMF é lavado com solução eletrolítica de H2SO4, percebe-se que ocorre 

um aumento de corrente ao longo de 1V (Figura 29b), ou seja, em pH ácido 

ocorre a protonação do filme, os contra-íons (SO4
2-) estão agora inseridos na 

malha do polímero, sendo que estes fatores associados à porosidade do filme 

(seção 4.7) são justificativas da condutividade deste sistema. 

As medidas realizadas estão esquematizadas na legenda da Figura 29, e 

para comprovação da metodologia empregada para caracterização IV, alguns 

ensaios foram realizados com a polianilina (PANI) sintetizada sobre o FTO 

através de oxidação eletroquímica da anilina 0,1 mol.L-1 em ácido sulfúrico 0,5 

mol.L-1, por VC  entre -0,2 V e 0,9 V, a 50 mV.s-1. Durante a 

eletropolimerização da PANI, o eletrocromismo foi observado na superfície do 

FTO com transições de cor do amarelo para o azul, passando pelo intermediário 

de cor verde. 
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                                                       (a) 

 

 

                           (b)                                                         (c) 

 

 

 

Figura 29: Caracterização elétrica IV dos filmes – (a) FTO / FTO/P3AMF / 

Resistor (R=12 KΩ); (b) FTO/P3AMF lavado em H2O e solução eletrolítica de 

H2SO4 2,5 mol.L-1; (c) FTO modificado com PANI; IV: Fonte. 

 

PANI  

(Reduzida)  
PANI  

(Oxidada)   

IV 

  

IV 

  

IV IV 

FTO P3AMF FTO P3AMF FTO P3AMF 

 

IV 

FTO 

 

IV 

FTO 

  

IV 

  
FTO P3AMF  

(H2O) 
FTO P3AMF  

(H2SO4) 

IV 



 60

As diferenças observadas na caracterização elétrica para ambas as 

amostras podem ser visualizadas na Figura 29c. A PANI-1 (verde-azulada) foi 

obtida finalizando a ciclização no potencial anódico superior (+0,9 V) e se 

mostrou condutora em um comportamento corrente x potencial linear, já a 

PANI-2 (amarela-esverdeada) foi obtida com a ciclização encerrada no potencial 

catódico inferior (-0,2 V) e se mostrou não condutora, ou seja, a corrente 

permaneceu constante ao aumentar o potencial de 0 a 3 V. A PANI na forma de 

base (não dopada) é representada por uma estrutura geral formada por y e (1-

y) unidades repetitivas das espécies reduzidas e oxidadas, respectivamente 

(Figura 30).  

 

 

 

Figura 30: Estrutura da PANI na forma de base (não dopada). 

 

A princípio, y pode variar de 0 até 1, mas duas formas extremas e uma 

forma intermediária são usualmente diferenciadas na literatura: a forma 

totalmente reduzida (y=1), conhecida por leucoesmeraldina (não condutora); a 

forma totalmente oxidada (y=0), a pernigranilina (não condutora), e a forma 

parcialmente oxidada (y=0,5), esmeraldina que pode ser dopada por 

protonação, isto é, sem que ocorra alteração no número de elétrons associados 

à cadeia polimérica. Logo, os nitrogênios imínicos e amínicos destas espécies 

podem estar total ou parcialmente protonados, dependendo do pH da solução 

ao qual o polímero foi exposto, obtendo-se o polímero na forma de sal (forma 

dopada). O sal esmeraldina é a forma estrutural onde a PANI alcança os 

maiores valores de condutividade [137]. 

Alguns estudos de PANI em FTO [138] relatam que, para ocorrer à 

transição da esmeraldina para pernigranilina, são necessários (+1,1 V). Sendo 

assim, os (+0,9 V) aplicados a PANI-1 (verde-azulada) não foram suficientes 
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para oxidação total, mas possibilitaram uma oxidação parcial. Em função do pH 

ácido de eletropolimerização, foi obtida a estrutura dopada, possivelmente a 

formação de sal de esmeraldina [137] o que explica a sua condução. Já a PANI-

2 (amarela-esverdeada) foi encerrada de maneira reduzida (-0,2V) e se 

mostrou não condutora, provavelmente por estar na forma de leucoesmeraldina 

(totalmente reduzida). 

A resistividade da superfície pode ser definida como a resistência da 

superfície do material à corrente elétrica em função de uma determinada área. 

Está medida, realizada para o FTO/P3AMF não apresentou resultados 

conclusivos. Todavia, Sankarapapavinasam [48] eletropolimerizou o 3AMF em 

platina e, usando o método das quatro pontas, determinou que a condutividade 

do P3AMF é da ordem de 10-6 a 10-8 S.cm-1, classificando-o como um polímero 

semi-condutor no limiar de materiais isolantes. 

 

4.9 Espectros de EIE 

 

Os diagramas de Nyquist para o FTO e para o FTO/P3AMF são mostrados 

na Figura 31.  

 

 

Figura 31: Diagrama de Nyquist (Z’’ vs. Z’) para medidas de impedância em 

Fe(CN)6
3-/Fe(CN)6

4- 5 mmoL-1/KCl 0,1 molL-1 para o FTO e FTO/P3AMF; 

(_) Simulação 
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A EIE permitiu a obtenção de resultados que possibilitou caracterizar 

comparativamente o FTO e o FTO/P3AMF mediante a confecção de circuitos 

elétricos (físico-matemáticos) que simulassem os processos de transferência 

eletrônica e difusional do par redox Fe(CN)6
3-/Fe(CN)6

4- (químicos) sobre a 

superfície do eletrodo. 

A aplicação destes circuitos equivalentes tem como fundamento as 

similaridades entre o comportamento da célula eletroquímica e um circuito 

elétrico de resistores e capacitores, sendo as simulações para o FTO e 

FTO/P3AMF dispostas na Figura 32.  

 

 

 

Figura 32: Circuito equivalente proposto para simulação dos dados 

experimentais dos eletrodos (a) FTO e (b) FTO/P3AMF. 

 

Os resultados destes estudos por EIE mostraram para o FTO um circuito 

de Randles característico, explicando com eficiência o processo redox do par 

Fe2+/Fe3+ tanto na região de alta freqüência quanto em regiões de baixa 

freqüência. Diferentemente do FTO, no FTO/P3AMF não se observou nas regiões 

de baixa freqüência processo difusional, o que sugere a formação de uma 

camada polimérica bloqueadora que dificulta o processo de difusão sobre o 

eletrodo. 

Uma mudança no circuito equivalente foi necessária para a simulação do 

eletrodo de FTO contendo o P3AMF eletropolimerizado, eliminando o W 

(referente ao processo difusional) e inserindo um capacitor em série com o 

circuito. Os parâmetros de ambos os circuitos estão explícitos na Tabela 1. 
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Tabela 1: Parâmetros obtidos, a partir dos resultados de simulação de EIE para 

os eletrodos de FTO e FTO/P3AMF. 

 FTO FTO/P3AMF 

(R1)RS/Ωcm2 98,9 93,7 

(Q1) Qdl1/µFcm-2 16,60 91,69 

n1 0,8816 0,7858 

(R2) Rct/Ωcm2 29,31 405 

W/Ωcm2 s-1/2 0,02245 ---- 

(Q2) Qdl2/mFcm-2 --- 4,505 

n2 --- 0,35 

χ
2/(x 10-3) 1,067 75,85 

 

Foi observado aumento no valor da resistência a transferência de carga 

(Rct) em aproximadamente 1400%, demonstrando que o polímero formado 

reduz significativamente o processo de transferência eletrônica entre o eletrodo 

e o par redox Fe2+/Fe3+ da solução, em função de sua característica passivante, 

em concordância com os resultados obtidos nas caracterizações de transporte 

iônico (seção 4.4) e elétrica (seção 4.8). As imagens obtidas de contraste de 

fase de AFM (seção 4.7) mostraram cobertura quase completa da superfície o 

que dificulta a troca direta dos pares redox com eletrodo, o que pode ter uma 

significativa influência neste incremento de resistência.  

Outra diferença expressiva em função da modificação do eletrodo diz 

respeito a um aumento de capacitância em relação ao FTO, o que sugere um 

aumento significativo na área superficial do eletrodo, ou seja, um aumento de 

grupos redox sobre a superfície do FTO.  

A qualidade da simulação pode ser observada principalmente pelo 

parâmetro χ2 (qui-quadrado), que apresenta o erro estatístico associado ao 

procedimento de simulação dos dados experimentais, sendo assim nota-se que 

a simulação para o FTO (10-3) apresenta concordância superior a do FTO/P3AMF 

(10-2). 
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Neste momento o P3AMF formado no substrato de FTO estava 

caracterizado como um material que apresenta atração por estruturas 

catiônicas repelindo estruturas aniônicas. As microscopias de FE-SEM e AFM 

demonstram que o revestimento do substrato é quase total e a rugosidade 

elevada indica um aumento de área útil desejável na imobilização de 

biomoléculas. A caracterização no UV/Vis, IV e EIE foram concordantes e 

mostraram que o P3AMF formado nas condições deste trabalho, tem um caráter 

não condutor, mas que poderia ser utilizado como matriz na confecção de uma 

sonda por ter disponível grupamentos –NH2 e OH livres para bioconjugação de 

acordo com os espectros de FTIR. Ainda foi observado que este material não 

emite fluorescência, fator vantajoso para aplicá-lo em biossensor de detecção 

ótica na região do visível, cuja exploração dos pontos quânticos como 

fluoróforos constitui uma das principais investigações, todavia antes da 

aplicação, foi necessária a realização de experimentos para modificação do anti-

cTnT, apresentados a seguir. 

 

4.10 Detecção por “Dot blot”  

 

4.10.1 Marcação do anti-cTnT com biotina  

 

O esquema da Figura 33 mostra o procedimento de biotinilação do anti-

cTnT. O NHS-Biotina, que é insolúvel em água, foi diluído em DMSO e 

adicionado a solução contendo o anti-cTnT em pH 8,8 (1), a reação ficou sob 

agitação durante 4h, onde os grupamentos NH2 laterais do anticorpo serviram 

como nucleófilos para ataque a carbonila do NHSB (2), regenerando o NHS que 

age com um bom grupo de saída (3).  

A adição de cloreto de amônio nesta etapa é fundamental para parar o 

processo de biotinilação. Se uma porção elevada de grupamentos NH2 da parte 

Fab do anti-cTnT forem biotinilados, poderá ocorrer a invalidação do sítio 

específico de interação com a cTnT, ou seja, a degeneração da atividade 

biológica. A amônia, neste pH de 8,8 funciona com um bom nucleófilo, atacando 

o NHSB e convertendo-o numa amida não reativa. O anticorpo biotinilado é 
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separado (4) do NHSB não ligado (5) por ultra-filtrações, sendo que o volume 

final foi de 550µL do anti-cTnT-B em pH 7,4. 

 

 

 

Figura 33: Esquema da biotinilação do anti-cTnT. 

 

Na impossibilidade de uma quantificação precisa, foi considerado para os 

ensaios subseqüentes que toda a proteína (anti-cTnT) foi marcada, ou seja, a 

concentração final de 450ng/µL. 

A comprovação da biotinilização foi realizada pelo ensaio de “Dot blot” 

cujos resultados podem ser visualizados na Figura 34. 

 

 

 

Figura 34: Ensaio de “dot blot” em membrana de nitrocelulose sensibilizada: 

em (1) com anti-cTnI e em (3) com anti-cTnT (controle negativo de proteínas 

irrelevantes). Em (2) com cTnT (controle positivo). A membrana foi sondada 

com anti-cTnT-B e S-HPR. A reação foi revelada com DAB®. 
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O controle positivo (2) após a ação do revelador tetracloreto de 3,3’-

diaminobenzidina (DAB) indicou coloração marrom em função da reação abaixo: 

 

Peroxidase + 2H2O2�O2 + 2H2O (pH 7.6) 

O2 + (NH2)2C6H3C6H3(NH2)2.4HCl�(NO2)2C6H3C6H3(NO2)2(PPT marrom [139]) 

 

Já os controles (1) e (3) apresentaram resultados negativos, como era 

esperado, isto por que, no ponto (1), foi imobilizado anti-cTnI, que não reagiu 

com o anti-cTnT-B que, por sua vez, não reagiu como o S-HRP em função de 

eliminação durante as lavagens. Já no ponto (3) a imobilização do anti-

troponina T não biotinilado não acopla com a estreptavidina justamente por não 

estar marcado com biotina, o que fez com que o S-HRP fosse eliminada durante 

a lavagem subseqüente. 

A única desvantagem do uso de NHSB ou sulfo-NHS-biotina é a falta de 

uma longa cadeia lateral. Desde o sítio de ligação para a biotina e 

estreptavidina, algumas moléculas de biotina podem não interagir 

eficientemente com a estreptavidina [118]. Todavia, através do controle 

positivo do ensaio de “dot blot”, foi possível confirmar que isto não ocorreu e 

que a ligação do anti-cTnT-B e a S-HRP foi um sucesso. A parte Fab dos 

anticorpos (Figura 3 da seção 1.3) tem grupamentos NH2 que poderiam agir 

também como bons nucleófilos, inviabilizando os sítios biológicos de 

reconhecimento anticorpo-antígeno. Todavia, o “dot blot” indicou que a 

biotinilação ocorreu em grande extensão nos NH2 das cadeias laterais dos 

aminoácidos, não comprometendo os sítios específicos que reconheceram o 

troponina T de maneira seletiva. 

 

4.10.2 Funcionalidade do biossensor tipo “Sanduíche” 

 

O próximo passo neste momento exigiria experimentos que nos fizessem 

saber se o alvo cTnT estaria disponível para ligação com dois ou mais anti-cTnT 

monoclonais simultaneamente. Embora o troponina T tenha um tamanho 

considerável (39,7KDa), possuindo vários epítopos, os anticorpos monoclonais 
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apresentam-se iguais entre si em estrutura, especificidade e afinidade, ligando-

se por isso ao mesmo epítopo no antígeno. Neste sentido, a funcionalidade do 

sanduíche em “dot blot” atenderia as expectativas. 

O esquema ilustrativo da Figura 35 mostra a detecção do troponina T 

após o acoplamento de todas as espécies. O anti-cTnT sensibilizado na 

membrana de nitrocelulose interage especificamente com o troponina T.  

 

 

 

Figura 35: Esquema ilustrativo do design utilizado no ensaio de “dot blot” para 

verificação da funcionalidade do biossensor (a) Troponina T (+) (b) anti-

troponina I (-). 

 

O anti-cTnT-B deveria encontrar outros sítios ativos do Troponina T e se 

isso ocorrer efetivamente na última etapa o S-HRP se ligaria sendo revelado 

pelo DAB®/Co. A reação DAB tem sido potencializada pela adição de cloreto de 

cobalto produzindo uma coloração azul estável e resistente. 

 

Peroxidase + 2H2O2 � O2 + 2H2O (pH 7.6) 

O2 + DAB/Co® � (PPT azul-escuro [140]) 
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A Figura 36 expressa os resultados obtidos através do ensaio de “dot blot” 

confirmando o êxito da detecção tipo “sanduíche” para o troponina T em (1) e a 

seletividade do sistema quando em paralelo efetuou-se o estudo de interferente 

substituindo a cTnT pelo anti-cTnI em (2). 

 

 

 

Figura 36: Ensaio de “dot blot” em membrana de nitrocelulose sensibilizada 

em (1) e (2) com anti-cTnT. Em (1) adicionado alvo específico cTnT (controle 

positivo) e em (2) proteína irrelevante anti-cTnI (controle negativo). As 

membranas foram sondadas com anti-cTnT-B e S-HRP. A reação foi revelada 

com DAB® w/Co. 

 

Estes resultados demonstraram que o “sanduíche” funcionou 

perfeitamente na detecção qualitativa por ensaio de “dot blot”, e neste sentido 

uma possibilidade de aplicação da matriz FTO/P3AMF que poderia substituir a 

membrana de nitrocelulose e consecutivamente o conjugado de quantum dots – 

spreptavidina (S-QDs) substituindo o conjugado peroxidase-estreptavidina (S-

HRP) através de uma detecção quantitativa por fotoluminescência (PL). Neste 

sentido, a primeira etapa seria a imobilização cujos resultados são discutidos a 

seguir. 

 

4.11 Imobilização do anti-cTnT no P3AMF por adsorção física 

 

A primeira tentativa de imobilização foi pela técnica de adsorção física, 

por serem normalmente interações não covalentes fortes. Todavia não se 

obteve êxito nas detecções iniciais pela técnica de EIE, pois durante as medidas 
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as curvas apresentavam grande dispersão de pontos, sugerindo um processo 

contínuo de lixiviação do anti-cTnT durante o ensaio. 

Imagens de AFM do P3AMF (Figura 37a) e a do anti-cTnT imobilizado 

sobre o P3AMF (Figura 37b) por adsorção física após lavagem sob agitação 

mostraram valores de rugosidade média (Ra) e desvio quadrático da rugosidade 

(Rms) semelhantes, indicando que grande parte do anti-cTnT não fica retido na 

matriz polimérica após lavagem. 

 

 

 

Figura 37: Imagens da topografia por AFM (a) FTO/P3AMF (b) anti-cTnT 

imobilizada por adsorção física em FTO/P3AM após lavagem sob agitação em 

PBS. 

 

O ponto isoelétrico (pI) do anti-cTnT é aproximadamente 6,9 e as 

imobilizações são realizadas em pH 7,4, ou seja acima do pI, o que nos leva a 

entender que o anti-cTnT está carregado negativamente e como à matriz 

FTO/P3AMF também tem caráter negativo a repulsão entre as cargas foi um 

impedimento para a imobilização efetiva por adsorção física. 

 

4.12 Imobilização do anti-cTnT no P3AMF por ligação covalente 

 

Em função da lixiviação detectada durante a imobilização por adsorção 

física, uma segunda opção foi invocada, e intentou-se ligar covalentemente 
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através do sistema carbodiimida (EDC/NHS) os grupamentos NH2 livres do 

FTO/P3AMF aos grupos carboxila da parte Fc do anti-troponina T.  

Em contrapartida, várias desvantagens têm que ser superadas durante o 

procedimento reacional, sendo que o risco de ocorrer uma auto-polimerização 

[118] nas moléculas de anticorpos é considerável, uma vez que estas proteínas 

apresentam em seu esqueleto ambos os grupos funcionais (NH2 e COOH), ou 

seja, a possibilidade de uma molécula do anti-cTnT ligar-se a outra idêntica e 

não ao NH2 livre do P3AMF deveria ser contornada, uma vez que isto poderia 

inativar os sítios biológicos que interagem com o antígeno. Isso foi contornado 

controlando o tempo de ativação da carboxila do anticorpo, ou seja, a mistura 

de EDC/NHS na solução do anti-cTnT foi homogeneizada rapidamente e em 

alguns poucos instantes esta solução já formava um filme líquido sobre a área 

modificada com P3AMF em cada eletrodo de aproximadamente 1 cm2. 

Na sequência a reação foi feita “over night” a 4ºC para minimizar as 

perdas das características funcionais e obter rendimentos de acoplamento de 

até 85 % [141]. 

A glicina foi utilizada para inativar os grupamentos succinimidas do anti-

cTnT evitando que esses possam reagir covalentemente com biomoléculas 

podendo levar a ocorrência de resultados falso-positivos [118]. 

A literatura reporta uma grande quantidade de sondas constituídas em 

que os grupos carboxila da matriz estão dispostos para ligação via carbodiimida 

[142]. Todavia, é possível também o oposto (Figura 38), ou seja, ligar 

covalentemente grupos NH2 da superfície aos grupamentos carboxila das 

biomoléculas [143]. 

As proteínas, como o anti-cTnT e peptídeos, podem ser bioconjugadas via 

EDC/NHS na faixa de pH entre 4,5-7,5, sendo que acima deste limite superior 

começa a ocorrer queda de rendimento em função da hidrólise do intermediário 

o-acilisouréia, reconstituindo o ácido carboxílico e liberando isouréia [118]. A 

bioconjugação do anti-cTnT na matriz de FTO/P3AMF foi viabilizada em pH = 

7,4, sendo os sítios biológicos preservados, configurando uma sonda eficiente 

na detecção do troponina T pelas técnicas de impedância “label free” e 



 71

fotoluminescência de quantum dots “label” apresentadas nas seções 4.13 e 

4.14 respectivamente. 

 

Figura 38: Representação esquemática da ligação covalente do anti-cTnT via 

EDC/NHS com a matriz FTO/P3AMF. 

 

4.13 Detecção da cTnT por EIE “label free” 

 

Usando a sonda (Figura 38), foi possível detectar a cTnT e verificar a 

seletividade do biossensor, realizando um estudo de interferente com o anti-

cTnI, conforme Figura 39. 

 

Figura 39: Esquema ilustrativo do design utilizado na detecção por EIE  

(a) Sonda (b) Troponina T (+) (c) Anti-Troponina I (-). 
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 O espectro de impedância para os 3 sistemas (Figura 40) permite uma 

visualização deste sistema de detecção sendo apresentados como diagramas de 

Nyquist. 
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Figura 40: Diagrama de Nyquist (Z’’ vs. Z’) para medidas de impedância em 

Fe(CN)6
3-/Fe(CN)6

4- 5 mmoL-1/KCl 0,1 molL-1 para a sonda, o controle (+) 

Troponina T e o controle (-) Anti-troponina I; (_) Simulação 

 

Estes diagramas de Nyquist possibilitaram a construção de circuito 

equivalente único (Figura 41), cujas simulações apresentaram valores de χ2 da 

ordem de 10-3 (Tabela 2), apoiando um baixo erro estatístico na simulação dos 

dados experimentais. 

 

 

Figura 41: Circuito equivalente proposto para simulação dos dados 

experimentais para o sistema (a), (b) e (c) da Figura 49 
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Tabela 2: Parâmetros obtidos, a partir dos resultados de simulação EIE para o 

imunossensor na presença do alvo (+) e (-) para marcador de lesão cardíaca 

 
Anti-troponina T 

(Sonda) 
Controle + 

Controle _ 

(R1) RS/Ωcm2 103,9 105,8 104,6 

(Q1) Qdl1/µF cm-2 27,19 18,05 35,92 

n1 0,9115 0,9384 0,8553 

(R2) Rct/Ωcm2 155,9 289,5 161 

(Q2) Qdl2/µFcm-2 1,092 4,162 0,3520 

N2 0,6290 0,6568 0,7651 

(R3) Rct/Ωcm2 1069 1078 580 

χ
2/(x 10-3) 2,980 27,89 7,763 

 

Os espectros de detecção apresentaram dois semi-círculos no intervalo de 

freqüência entre 106 a 10-2 Hz. Os resultados do primeiro semi-círculo 

(transferência de carga) trazem informações analíticas relevantes, uma vez que 

a cTnT (controle positivo) ligada à sonda faz com que o valor de Rct seja 

aproximadamente o dobro, em função de uma camada adicional (cTnT), 

demonstrando que mesmo a lavagem do sistema sob agitação em PBS não foi o 

suficiente para remover o alvo, ou seja, o biorreconhecimento entre o anti-cTnT 

e a cTnT bloqueia a superfície do eletrodo com conseqüente repulsão do par 

redox [Fe(CN)6]-3/-4. O estudo de interferente realizado em paralelo substitui o 

alvo específico pelo inespecífico anti-cTnI (controle negativo), mas a lavagem 

deste sistema sob agitação em PBS promove a retirada deste anticorpo pelo 

fato de (Rct=165,7 Ω) ser semelhante ao da sonda (Rct=155,9 Ω), ou seja, não 

ocorre a interação entre sonda e alvo inespecífico sobre a superfície do 

eletrodo.O parâmetro Rtc representando o principal parâmetro para avaliar a 

seletividade do imunossensor impedimétrico [66]. 

Neste trabalho o marcador de lesão cardíaca troponina T foi detectado 

pelo imunossensor impedimétrico proposto “label free” na concentração de 0,5 

µmolL-1. 
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4.14 Detecção da cTnT por fotoluminescência de quantum dots “label” 

 

A geometria óptica real utilizada na detecção por fotoluminescência está 

disponível na Figura 42. 

 

 

 

Figura 42: Esquema óptico real utilizado na fotoluminescência para detecção 

do troponina T através de QDs de CdSe/ZnS como marcadores. 

  

 Sobre a sonda (Figura 38) foi gotejado em seqüência: o alvo específico 

cTnT, anti-cTnT-B e S-QDs cujo design está disponível na Figura 43. Os estudos 

de seletividade foram realizados com a anti-cTnI funcionando como alvo 

inespecífico (proteína irrelevante), sendo que este anticorpo está presente em 

amostras reais de pessoas com lesões cardíacas. As lavagens sob agitação em 

PBS foram realizadas entre todas as etapas para remover as biomoléculas que 

não tinham afinidade com o sistema, semelhante ao ELISA. 

A detecção do alvo específico pela luminescência dos pontos quânticos foi 

possível em função da engenharia molecular (nanobiotecnologia) usando 

principalmente a modificação da molécula do anti-cTnT, acoplando a biotina e 

se beneficiando da elevada especificidade entre os componentes do sistema 

biotina-estreptavidina e antígeno-anticorpo (Figura 43b). Em contrapartida, o 
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alvo inespecífico (Figura 43c) na posição “chave” impossibilita o acoplamento do 

“sanduíche” e, tanto o material biológico quanto os pontos quânticos na última 

etapa, deverão ser retirados durante cada procedimento de lavagem. 

 

 

Figura 43: Esquema ilustrativo do design utilizado na detecção por 

fotoluminescência (a) Sonda (b) Troponina T (+) (c) Anti-troponina I (-). 

 

O S-QDs emite luminescência em 525 nm. Os espectros de 

fotoluminescência para a sonda, controle positivo e controle negativo estão 

disponíveis na Figura 44, sendo a emissão em 660 nm intrínseca ao FTO. 

 

Figura 44: Espectros de fotoluminescência  

(a) Sonda (b) Anti-troponina I (-) (c) Troponina T (+). 
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Comparando a intensidade da fotoluminescência entre a sonda (Figura 

44a) e o controle positivo (Figura 44c) verifica-se uma relação de intensidade 

positivo/sonda de 4 apoiando o sucesso no acoplamento do sistema tipo 

“sanduíche” exposto na Figura 43b. Evidentemente não poderíamos encontrar 

sinal quando medidas de fotoluminescência foram realizadas no sistema da 

Figura 43a, todavia a sonda está sem o analito (apenas foi adicionado o S-

QDs), apresentando um pequeno sinal (Figura 44a), que pode ser justificado 

pela adsorção inespecífica do S-QDs no sensor. Em função de sua pequena 

escala (≤ 25 nm), eles penetram facilmente em superfícies porosas, sendo sua 

remoção dificultada. 

Nos estudos de interferentes, as medidas realizadas para o controle 

negativo, cujo design está exposto na Figura 43c apresentou um pequeno 

aumento de sinal em relação à sonda (Figura 43a). Isto é atribuído a falta de 

otimização das lavagens, principalmente no binômio rotação x tempo, um ponto 

crítico deste biossensor tipo “sanduíche”, possivelmente por que não está sendo 

eficiente a remoção de moléculas inespecíficas, ou seja, os resíduos de 

anticorpos modificados com biotina estão fazendo com que o S-QDs fique retido 

e apresente um resposta de intensidade negativo/sonda de 2 (Figura 44 a e b ). 

Neste imunossensor proposto (“label”) através da detecção da 

fotoluminescência de pontos quânticos CdSe/ZnS foi possível detectar 

indiretamente o marcador de lesão cardíaca cTnT na concentração de 0,5 

µmolL-1. 
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5 - Conclusões e perspectivas futuras 

 

Foi possível eletrodepositar por voltametria cíclica o poli(3-aminofenol) 

(P3AMF) derivado da polianilina em eletrodos de FTO em varias condições, 

sendo que a quantidade de material formado é proporcional ao potencial 

catódico e conseqüentemente a corrente de redução do material eletroativo 

entre -0,2 e 0,2 V, sendo que o filme depositado  apresentou  espessura 

máxima de 375±75 nm. 

O espectro de absorção UV do P3AMF demonstrou absorção entre 300 e 

350 nm proporcional a quantidade de material formado. Já a fluorescência para 

este material foi descartada, fato vantajoso para utilizar esta matriz como 

biossensor de detecção óptica, de modo que todo o espectro do visível estaria 

disponível para um sinal somente associado ao alvo de interesse. 

O P3AMF formado apresenta resistência à transferência eletrônica do par 

redox [Fe(CN)6]-3/-4 e age como facilitador da troca iônica da sonda Ru(NH3)6
+2. 

Estudos de troca iônica exclusivos em solução de KCl mostraram retenção do 

Ru(NH3)6
+2, mas não apresentaram o mesmo efeito para o par redox [Fe(CN)6]-

3/-4, indicando que material formado apresenta atração por estruturas catiônicas 

e repulsão por estruturas aniônicas. 

As imagens de FE-SEM associadas às imagens de AFM mostraram que 

praticamente toda superfície é recoberta nas condições deste trabalho e que a 

rugosidade do FTO é superada pela criação, após sucessivos ciclos, de novas 

ilhas e vales, o que torna desejável a imobilização em função do acréscimo de 

área útil. 

Os aspectos físicos de condução de corrente elétrica em função do 

potencial (IV) do P3AMF em comparação com a PANI oxidada e reduzida, assim 

como estudos de pH nos permitem concluir que o material formado, ao 

contrário da PANI (sal de esmeraldina) apresenta caráter passivante, o que 

pode ser reforçado através dos resultados de impedância em pH neutro para o 

P3AMF, que comprovou aumento da resistência do sistema de 1400% em 
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relação ao FTO. Entretanto, em meio eletrolítico (ácido sulfúrico) o P3AMF 

apresenta aumento de condutividade. 

Os espectros de FTIR indicam a presença de grupamentos NH2 livres, 

pode ser comprovada em função do sucesso da imobilização do anti-cTnT por 

ligação covalente. 

A imobilização por adsorção do anti-cTnT no P3AMF não foi relevante, 

uma vez que as imagens de AFM mostraram pequenas diferenças nos valores 

de rugosidade entre o material antes e após a imobilização, levando a 

conclusão de que após a lavagem a lixiviação dos anticorpos é elevada. Isto 

está associado ao fato deste material ser repulsivo a parte Fc dos anticorpos, 

que apresenta predominantemente carbonilas (estruturas aniônicas), sugerindo 

que esta imobilização pode ser efetiva em filmes poliméricos que apresentarem 

caráter catiônico. 

A biotinilação do anti-troponina T foi um sucesso confirmado pela técnica 

de “dot blot”, o que proporcionou ainda informações importantes, indicando que 

a região marcada com biotina do anticorpo seria adequadamente as cadeias de 

NH2 laterais, não inviabilizando os sítios específicos da parte Fab responsáveis 

pela interação com o troponina T.  

Ainda por está técnica, foi possível detectar seletivamente a cTnT, 

demonstrando que o esquema “sanduíche” cujo alvo ocupa a posição “chave” 

estaria disponível para fazer duas ligações com o anti-cTnT em posições 

distintas, mas com a mesma especificidade de biorreconhecimento. Estes 

aspectos foram decisivos para aplicação da matriz de P3AMF em FTO em 

biossensores, pois além de uma detecção direta por impedância “label free”, 

agora poderíamos construir um biossensor com marcador para a detecção 

indireta da cTnT, substituindo o S-HRP do “dot blot” por um cromóforo ou 

corante, sendo os pontos quânticos alvo de exploração do trabalho. 

Outro aspecto relevante neste trabalho diz respeito à substituição da 

membrana de nitrocelulose do “dot blot” pela matriz de P3AMF. A imobilização 

do anti-cTnT foi viabilizada ligando covalentemente via carbodiimida os 

grupamentos de aminas primárias livres na malha polimérica aos carboxilatos 

do anticorpo, sendo que isto ocorreu com eficácia comprovada, pois está sonda 
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foi utilizada com sucesso na detecção direta impedimétrica “label free” do 

troponina T. 

Todos estes aspectos levaram a detecção indireta pela fotoluminescência 

de quantum dots de CdSe, o que proporcionou espectros com respostas 

significativas, cujas alturas de meia banda estão em torno de 50nm. Este fato 

está associado a alto padrão de uniformidade de tamanho do material utilizado 

(S-QDs) tornando a técnica atrativa do ponto de vista analítico, uma vez que a 

intensidade do sinal pode ser facilmente associada à concentração do analito. 

Concluí se que o P3AMF eletropolimerizado em FTO pode ser usado como 

transdutor eletroquímico e óptico na construção de imunossensores 

impedimétricos “label free” e fotoluminescentes “label”, respectivamente. Neste 

trabalho, ambos biossensores construídos foram capazes de detectar 

seletivamente o marcador para lesão cardíaca cTnT na concentração de 0,50 

µmolL-1. 

Para continuidade dos estudos é necessário aperfeiçoar o biossensor 

desenvolvido por engenharia molecular para detecção óptica indireta do 

troponina T, via luminescência de QDs em limites de analíticos equivalentes ao 

ELISA (10-13 molL-1), para detecção em amostras humanas em tempo real. 
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