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RESUMO 

 

O transplante de rins é considerado atualmente a forma de tratamento mais efetiva 

para a Insuficiência Renal Crônica na fase terminal, possibilitando a melhoria na 

qualidade de vida e sobrevida do paciente em longo prazo. Por este fator, a rejeição 

do alo-enxerto tem sido considerada um fator que tem gerado grande preocupação 

na terapia de receptores de transplantes renais na busca por medidas de prevenção 

deste evento. Neste trabalho utilizou-se um eletrodo de ouro, “homemade” que 

apresentou voltamograma característico de ouro policristalino. Foram imobilizados 

os linfócitos e testados com soros humanos positivos e negativos e complementos 

sobre o eletrodo de ouro. Os experimentos foram realizados em uma célula de três 

eletrodos: trabalho o eletrodo de ouro; referencia Ag/AgCl em solução de KCl 

saturado; contra eletrodo placa de platina. A técnica utiliza foi a técnica 

eletroquímica, voltametria cíclica. Os voltamogramas cíclicos dos linfócitos 

imobilizados sobre a superfície do ouro apresentou corrente anódica 1,78 µA em 

aproximadamente 0,50 V vs. Ag/AgCl. As respostas eletroquímicas dos soros 

(positivo e negativo) e do complemento não apresentam sinais oxidação ou redução 

no intervalo de potencial medido.  Os eletrodos com células e soro positivo 

apresentou o sinal de corrente amplificado, no potencial de oxidação das células  

O eletrodo foi qualitativamente eficiente quando comparado aos métodos de análise 

citométrica de fluxo e citotoxicidade dependente de complemento, podendo ser 

utilizado com vantagens operacionais e econômicas. 

 

 

Palavras-chave: linfócitos; biossensor; antígeno; anticorpo  
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ABSTRACT 

 

Kidney transplantation is currently considered the most effective form of treatment for 

chronic renal failure in the terminal phase, making it possible to improve quality of life 

and long-term survival of the patient. Due to this factor, allograft rejection has been 

considered a factor that has generated great concern in the therapy of renal 

transplant recipients in the search for measures to prevent this event. This work 

reports the development of an electrochemical biosensor for use in genetic 

compatibility testing among individuals. A "homemade" gold electrode was used, 

which showed characteristic voltammograms of polycrystalline gold. Lymphocytes 

were immobilized and tested with positive and negative human serum and 

complements on the gold electrode. The experiments were carried out in a cell of 

three electrodes: work electrode - electrode  gold; reference electrode  - Ag / AgCl in 

saturated KCl solution; counter electrode - plate platinum. The technique used was 

cyclic voltammetry. The cyclic voltammograms of immobilized lymphocytes on the 

gold surface presented 1.78 μA anode current at approximately 0.50 V vs. Ag / AgCl. 

The electrochemical responses of serums (positive and negative) and complement 

do not show oxidation or reduction signals in the measured potential range. The 

electrodes with cells and positive serum showed the amplified current signal in the 

oxidation potential of the cells. The electrode developed to verify genetic compatibility 

between individuals, in a qualitative analysis, was effective when compared with the 

methods of flow cytometric analysis and complement dependent cytotoxicity. The 

results suggest that the electrochemical biosensor can be used for such an 

application. 

keywords: kidney transplantation, biosensor, blood cells; antigen; antibody 
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1. INTRODUÇÃO  

 

No tratamento da Insuficiência Renal Crônica na fase terminal, o transplante 

de rins é a forma de tratamento mais efetivo, possibilitando melhoria na qualidade de 

vida e sobrevida do paciente em longo prazo. Entretanto, a rejeição do alo-enxerto 

tem sido considerada um fator que tem gerado grande preocupação na terapia de 

receptores de transplantes renais (SRINIVAS; MEIER-KRIESCHE, 2008; LO et al., 

2014; PARK et al., 2014).   

Análises para determinação de compatibilidade envolvem macromoléculas 

antigênicas que são comuns a todos os linfócitos (BONA, 1972). As macromoléculas 

são distribuídas na superfície dos linfócitos, permitindo processos como: reações, 

interações físico-químicas e adsorção (CAI, 2010). Macromoléculas (proteínas) 

contêm aminoácidos, tais como: lisina, cisteína, histidina e arginina. Os aminoácidos 

devem ser responsáveis pelo processo de adsorção em função dos grupos NH2 e 

SH (BROTTON, 2013; MCDONALD, 2010; MATYSIK, 2001, MOULTON, 2003). 

Para a realização de cirurgia de doação de órgãos, para doadores vivos, o 

processo de seleção requer a tipagem HLA do receptor e dos possíveis doadores, 

para permitir a seleção do melhor doador entre os candidatos.  Considera-se de 

maior importância à compatibilidade entre os antígenos de classe II, seguido da 

compatibilidade entre os antígenos HLA-B e, por fim, os antígenos HLA-A. A prova 

cruzada ou “cross-match”, proposta por Terasaki and Mc Clelland em 1964 é 

empregada para avaliar se o receptor não é sensibilizado contra os antígenos (Ag) 

de histocompatibilidade do doador e deve resultar negativa. A análise é realizada 

através de um ensaio "in vitro" no qual uma amostra de soro do receptor é misturado 

com linfócitos do doador e incubados por um período. Após a incubação, durante a 

qual deve ocorrer a formação de complexos antígeno-anticorpo (se no soro houver a 

presença de anticorpos antiHLA), adiciona-se ao sistema, uma fonte de 

complemento, que deverá provocar a lise de linfócitos reconhecidos pelos 

anticorpos. Na reação positiva, uma vez que existem anticorpos específicos anti-

doador em circulação, se for realizado um transplante, este poderá ser rapidamente 

rejeitado (TERASAKI; MC CLELLAND, 1964).  

Desde 1964, a prova cruzada por citotoxicidade dependente de complemento 

(CDC) tem sido a técnica padrão para a avaliação da presença de anticorpos anti-

HLA específicos contra o doador antes de um transplante. Alo-anticorpos pré-
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formados assim detectados podem causar rejeição hiperaguda e perda imediata do 

enxerto (PICASCIA et al., 2012). A técnica citometria de fluxo (CF), utilizada desde 

1983 por Garovoy, é considerada até hoje a mais sensível na detecção de alo-

anticorpos é a técnica-padrão para o diagnóstico de atividade humoral através da 

detecção de baixos títulos de alo-anticorpos circulantes. Prova cruzada através desta 

técnica é capaz de detectar anticorpos anti-HLA em pacientes que tiveram resultado 

negativo em prova cruzada por CDC (ROELEN et al., 2012). Pode ser 50 vezes mais 

sensível do que a CDC e até 15 vezes mais sensível do que a CDC com anti-

globulina humana (AGH) (DEMIR et al., 2017; ALHEIM et al., 2015, PATEL; 

TERASAKI, 1969). 

Empregada na verificação de possibilidade de rejeição do alo-enxerto, a 

biópsia, é invasiva e subclínica, apresentando-se inúmeras vezes imprecisiva o que 

atualmente tem despertado considerável interesse no desenvolvimento de métodos 

não invasivos e os biomarcadores preditivos de rejeição surgem como alternativa 

para estimar a rejeição em pacientes transplantados renais (SOLEZ et al., 2008). O 

impulso no desenvolvimento e aplicação dos biomarcadores apresentam-se como 

características vantajosas as de serem não invasivos, precisos para alcançar o 

monitoramento, sensibilidade considerável, frequente e econômico da atividade da 

doença, buscando assim diminuir os episódios de rejeição clínica precoce e tardia 

(BETHESDA, 2001). Nesse contexto, os sensores eletroquímicos tem se 

apresentado como ferramentas adequadas a essas propostas de desenvolvimento 

de marcadores devido à crescente necessidade de respostas analíticas simples, 

rápidas e baratas (NANKIVELL; ALEXANDER, 2010; MANUNU, 2004). 

Visto as características apresentadas pelas técnicas CDC e CF aqui 

abordadas, neste trabalho apresentou-se a construção de um sensor eletroquímico 

de ouro, capaz de detectar a reação entre os anticorpos e antígenos HLA 

específicos presentes em amostras de soro, empregando-se a técnica voltametria 

cíclica, baseando-se no princípio de que o ouro é um material eficiente para 

imobilização de biomoléculas e por isso tem sido bastante empregado no 

desenvolvimento de imunobiossensores. As partículas imobilizadas sobre eletrodos 

apresentam uma amplificação de sinal em eventos que evidenciam a reação entre 

anticorpo – antigênio (ZHANG et al, 2010).  
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Um sensor que possa ser utilizado para evidenciar a ligação antígeno 

anticorpo e complemento, com a redução do tempo de respostas, quando 

comparados com as técnicas de CF e CDC é a proposta do trabalho.  
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2. OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo Geral 

 

Desenvolver um biossensor eletroquímico, de baixo custo, para a 

determinação de reatividade Anti-HLA, no contexto do transplante de órgãos sólidos, 

a partir da confecção de um eletrodo de ouro modificado. 

 

2.2 Objetivos Específicos 

 

❖  Preparar os eletrodos de ouro a partir de folhas de poliéster com depósitos 

de ouro obtidos por sputtering; 

❖  Obter as células mononucleares a partir da separação por gradiente de 

densidade em solução Ficoll – Hypaque;  

❖  Imobilizar as células mononucleares sobre a área física do eletrodo de ouro e 

analisar as respostas eletroquímicas por voltametria cíclica em solução PBS  

❖  Utilizar amostras de soro controle positivo, soro controle negativo e de 

complemento (Laboratório de Imunogenética e Biologia Molecular-LIB); 

❖ Comparar os resultados com os obtidos por técnicas tradicionais de CF e 

CDC. 
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3. REVISÃO DE LITERATURA 

 

3.1 Transplantes de órgãos sólidos 

O termo transplantação em imunologia é o ato de transferir células, tecidos ou 

órgãos saudáveis de um local para outro. A história relacionada ao processo de 

transplantes é relatada nos textos da bíblia sagrada, tendo sido iniciada desde os 

tempos antes de Cristo. Transplantes de órgãos sólidos tiveram início com o 

transplante renal a partir da segunda metade do século XX. Acreditava-se que 

apenas transferindo uma parte do rim, poderia se prevenir a doença terminal, uma 

metodologia que foi mal-sucedida (LAMB, 2000).  

O primeiro transplante de um órgão sólido não regenerativo foi um transplante 

de rim no ano de 1952 na cidade de Boston, realizado por David M. Hume. Neste 

procedimento foi usado um doador cadavérico. Nos anos seguintes, Hume e seu 

colega, Joseph E. Murray (ganhador do prêmio Nobel de 1990) continuaram 

realizando mais dez transplantes de rim com doadores cadavéricos, mas a maioria 

dos seus pacientes faleceram logo após a realização da operação de transplante. 

No dia 11 de fevereiro de 1953 um transplante renal foi realizado num paciente que 

sobreviveu por seis meses (GARCIA, 2015).  

O primeiro transplante que foi reconhecido como o primeiro transplante do 

mundo com um doador vivo (entre gêmeos monozigóticos) ocorreu no ano de 1954 

por Murray e John Merrill. Após a cirurgia, o paciente transplantado teve uma 

sobrevida de oito anos com função renal satisfatória. A partir desse evento, uma 

progressiva melhora nos resultados dos programas de transplante renal, na medida 

em que passou haver melhor avaliação e pareamento dos antígenos além da 

evolução da terapêutica com medicamentos imunossupressores (Lamb, 2000). 

A literatura relata que o primeiro transplante, no Brasil, foi realizado com 

sucesso em 1954 e a partir desse marco, os transplantes de órgãos sólidos têm 

sofrido constante avanço no tratamento de doenças do rim, pâncreas, fígado, 

coração, pulmão e intestino (GARCIA, 2006) . 

Segundo Pêgo-Fernandes & Garcia (2010, pag. 51), a descoberta da 

ciclosporina na década de 70 e sua aplicação clínica inicial como medicamento 

imunossupressor no início dos anos 80 levaram a melhores resultados no 

transplante renal. Em consequência dessa descoberta, foram reativados os 

programas para transplante cardíaco (1984), hepático (1985) e pancreático (1987) e 
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um programa precoce de transplante pulmonar foi instituído no Brasil no ano de 

1989. 

Essa primeira descoberta, possibilitou a obtenção de resultados cada vez 

melhores nos diversos tipos de transplantes, como nos de rim, coração e fígado 

proporcionando uma sobrevida de até 80% em dois anos aos pacientes 

transplantados. Como se trata de uma fase experimental, a literatura relata a 

expectativa dos pacientes com relação à rejeição (Pereira, 2004).  

Os primeiros testes de avaliação de tipagem do antígeno leucocitário humano 

(HLA) ocorreram a partir de 1962, e a prova cruzada entre células do doador e soro 

do receptor, desenvolvida por Terasaki em 1964 foi introduzida por Kissmeyer-

Nielsen em 1966, levou à marcada diminuição na rejeição hiperaguda (TERASAKI; 

MC CLELLAND, 1964).  

Para os doadores vivos, o processo de seleção requer a tipagem HLA do 

receptor e dos possíveis doadores, para permitir a seleção do melhor doador entre 

os candidatos.  Considera-se de maior importância à compatibilidade entre os 

antígenos de classe II, seguido da compatibilidade entre os antígenos HLA-B e, por 

fim, os antígenos HLA-A.  

Um teste de compatibilidade bastante utilizado é a prova cruzada ou “cross-

match”, proposta por Terasaki e Mc Clelland em 1964 e modificada em 1977 por 

Bodmer e Bodmer, empregado para avaliar se o receptor não é sensibilizado contra 

os Ag de histocompatibilidade do doador (ainda que seja seu primeiro transplante), o 

que deve resultar negativa. Esta avaliação é realizada através de um ensaio "in vitro" 

no qual uma amostra de soro do receptor é misturada com linfócitos do doador e 

incubada por um período. Após a incubação, durante a qual deve ocorrer a formação 

de complexos antígeno-anticorpo (se no soro houver a presença de anticorpos anti-

HLA), adiciona-se ao sistema, uma fonte de complemento, que deverá provocar a 

lise de linfócitos reconhecidos pelos anticorpos. Na reação positiva, uma vez que 

existem anticorpos específicos anti-doador em circulação, se for realizado um 

transplante, este poderá ser rapidamente rejeitado.  

A reação de "cross-match" positiva pode ser observada em pacientes que 

foram submetidos a transfusões múltiplas, mulheres multíparas ou indivíduos que já 

foram previamente transplantados. Na realidade, um cross-match positivo nem 

sempre é sinônimo de mau prognóstico para o enxerto/receptor. Assim, nos casos 

supra referidos, se o cross-match for positivo para linfócitos totais do sangue 
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periférico, o teste é repetido com suspensão rica em células T ou em células B. Se o 

este for negativo para células B, o transplante pode ser realizado. Se for positivo 

para B, o teste é repetido para verificar se os antígenos reconhecidos são anti-MHC 

I ou anti-MHC II. A presença de anticorpos (ou linfócitos B) anti-MHC II, não 

contraindica o transplante. 

Outra técnica utilizada, nesses testes, a de citometria de fluxo (CF) utilizada 

desde 1983 por Garovoy, é considerada até hoje a mais sensível na detecção de 

alo-anticorpos, é uma técnica-padrão para o diagnóstico de atividade humoral 

através da detecção de baixos títulos de alo-anticorpos circulantes. Prova cruzada 

através desta técnica é capaz de detectar anticorpos anti-HLA em pacientes que 

tiveram resultado negativo em prova cruzada por CDC (ROELEN et al., 2012). Pode 

ser 50 vezes mais sensível do que a CDC e até 15 vezes mais sensível do que a 

CDC com anti-globulina humana (AGH) (DEMIR et al., 2017; ALHEIM et al., 2015, 

PATEL; TERASAKI, 1969). 

Devido ao crescente número de pacientes com necessidade de 

transplantação, foi criado o primeiro programa de intercâmbio de órgãos, o Euro-

transplante (Woodruff, 1951) e como demonstrado até aqui, a rejeição do alo-

enxerto desde o começo da história do transplante, tem sido considerada um fator 

que tem gerado grande preocupação na terapia de receptores de transplantes renais 

(SRINIVAS, AND MEIER-KRIESCHE, 2008; LOet al., 2014; PARK,et al., 2014).  

 A lista de espera é a única opção para aqueles pacientes renais que não 

possuem contraindicações e que não encontram um doador entre seus familiares 

até o quarto grau de parentesco, doação de cônjuges ou de qualquer outra pessoa 

(BRASIL, 2015).  

De acordo com a Associação Brasileira de Transplantes e Órgãos (ABTO, 

2018), o Brasil é o segundo país em número absoluto de casos de realização de 

cirurgias de transplante renais, apresentando entre janeiro e dezembro do ano de 

2018 um número total de 4429 cirurgias, perdendo apenas para os Estados Unidos 

que apresentou, no mesmo semestre, 17107 cirurgias de transplantes renais.  

Outras cirurgias de transplantes que são comumente relatadas nos dados da ABTO 

são as de coração, pulmões, fígado, pâncreas, medula óssea e de córnea.  

Em contrapartida ao aumento da quantidade de doações de rins, o aumento 

anual da quantidade de novos casos de pacientes com doença renal em estágio final 

e que necessitam de realização da cirurgia de transplante do órgão, assim como o 
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crescente gap entre a procura e a oferta de rins levou à expansão cada vez maior da 

espera de transplante renal na lista mundial. Isto se tornou um grande problema, 

pois muitos pacientes morrem enquanto esperam para receber a oferta de um rim.  

A fila de pacientes que esperam um transplante é única para todos os estados 

do país e a alocação dos órgãos é regulamentada pela legislação específica e 

controlada pelo Sistema Nacional de Transplante, a distribuição é feita com base no 

exame de compatibilidade HLA (Human Leucocyte Antigen) (ABTO, 2015, BRASIL, 

2009).   

A doação de órgão é um tema que é bastante debatido tanto de discussões 

formais entre os profissionais da medicina, nos questionamentos da ciência e na 

sociedade devido à sua complexidade. Portanto, existe a necessidade de fazer da 

doação um assunto de conhecimento público. Há sem dúvida a necessidade de 

desenvolvimento de novos testes que tenham o objetivo de avaliação da 

compatibilidade entre possíveis doadores e receptores de órgãos, de forma rápida, 

que permita a avaliação de uma maior quantidade de pacientes que aguardam um 

transplante na lista de espera, bem como uma maior sensibilidade e especificidade 

durante a realização dos testes. 

Sabe-se que as análises para determinação de compatibilidade envolvem a 

utilização linfócitos que são moléculas ricas em proteínas. As proteínas, por sua vez, 

estão distribuídas na superfície e permitem a ocorrência de processos como, por 

exemplo, reações, interações físico-químicas e adsorção (CAI, 2010). 

Existem na literatura, inúmeros trabalhos que relatam o desenvolvimento de 

sensores eletroquímicos capazes de evidenciar interações proteicas em diferentes 

superfícies metálicas (Ahmed, 2017; Cheuquepan, 2017; Trišovic, 2015; Wang, 

2014). O impulso no desenvolvimento e aplicação dos biossensores apresentam 

como características vantajosas as de serem não invasivos, precisos para alcançar o 

monitoramento, sensibilidade considerável, frequente e econômico da atividade da 

doença, buscando assim diminuir os episódios de rejeição clínica precoce e tardia 

(NANKIVELL, 2010). 

Considerando o contexto citado, o grupo de pesquisa, Bioeletroquímica-UFPI, 

com a ajuda de outros pesquisadores desenvolveu um eletrodo de ouro, para ser 

utilizado em análises de moléculas e biomoléculas, orgânicas e inorgânicas, tais 

como: enzimas, ácidos nucléicos (DNA e RNA), anticorpos ou antígenos, micro-

organismos, células animais e vegetais, cortes de tecidos, fármacos, 
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neurotransmissores e poluentes químicos, dentre outros.  Esse eletrodo foi 

inicialmente empregado no estudo desenvolvido por Moura-Melo e colaboradores 

(2017, pag.1), envolvendo a determinação de transgenia em milho a partir do evento 

P35S. Para o rastreamento foi utilizada uma sequencia de DNA especifica fixada ao 

eletrodo e uma terminal enzimático, o qual revela, na presença de água oxigenada, 

a quantidade de transgênicos na amostra.  

Em outro trabalho, desenvolvido com o emprego do eletrodo, por Santiago 

(2018) para determinação de testosterona em amostras de urina sintética. O 

eletrodo de ouro foi modificado com polianilina e nanopartículas de ouro. A 

metodologia empregada mostrou-se seletiva, sensível, estável e rápida.  

Nesse trabalho, especificamente, foi desenvolvido um biossensor 

eletroquímico, de baixo custo, para a determinação de reatividade anti-HLA, no 

contexto do transplante de órgãos sólidos, onde foi empregado amostras de 

linfócitos de doadores anônimos para realização de testes qualitativos. 

 

3.2 Biossensores 

 

  De acordo com a definição recomendada pela IUPAC (União Internacional de 

Química Pura e Aplicada), biossensor é um dispositivo no qual a reação bioquímica 

específica, mediada por enzimas isoladas, imunossistemas, tecidos, organelas ou 

células inteiras são utilizados por meio de um transdutor que converte a resposta 

biológica em um sinal analítico detectável. A detecção geralmente é realizada por 

sinais elétricos, térmicos ou ópticos (THEVENOT, 1999). 

 O primeiro registro de construção de biossensor amperométrico foi realizado 

por Clark e Lyons em 1962, denominado por estes de "eletrodo enzimático" ou “ 

eletrodos de oxigênio”. Nesse biossensor, a enzima oxidase da glicose é imobilizada 

através de uma membrana semipermeável na superfície de um eletrodo platina. 

Mais tarde, Updike e Hicks construíram o primeiro sensor biocatalítico funcional para 

a determinação de glicose no sangue. Esses primeiros eletrodos são considerados a 

primeira geração de biossensores.  

 A detecção e a quantificação confiável de diferentes tipos de analito tornou-se 

uma questão de grande importância na realização de diversos diagnósticos. Em 

consequência disso, tem-se observado o aumento de pesquisas relacionadas ao 

desenvolvimento de dispositivos analíticos simples e baratos, de fácil manuseio, que 
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necessitam de baixo consumo de amostra a ser analisada e que permitam realizar 

análises rápidas que possam ser empregados em escala industrial (NANKIVELL; 

ALEXANDER, 2010; FU, 2009). 

No reconhecimento molecular de diversas substâncias, os biossensores têm 

sido empregados como auxílio vantajoso, podendo ser empregados em diversos 

tipos de análises, como; diagnósticos clínicos, no controle ambiental na monitoração 

de substâncias como fenóis, pesticidas e metais pesados, na análise da composição 

de alimentos, na concentração de nutrientes e corantes e na detecção de drogas 

ilícitas e na marcação de doenças humanas e em animais (BILLAN, 2010; PAN, 

2010; SHEN et al , 2015; LIU, 2011). 

De forma geral, os biossensores são denominados dispositivos que 

combinam a atividade seletiva de elementos de reconhecimento biológico podendo 

ser enzimas, DNA, antígenos, anticorpos, células, organelas, tecido animal ou 

vegetal, entre outros, que sejam sensíveis a um analito de interesse, a um transdutor 

que converte a reação de reconhecimento em um sinal mensurável, que pode ser 

elétrico, térmico ou acústico.  

Em relação à resposta, os biossensores podem ser vantajosos, pois em 

relação às ferramentas atuais de diagnósticos, como por exemplo, ELISA, 

apresentam como características alta sensibilidade e especificidade, simplicidade, 

rapidez em termos de respostas, baixo custo, portabilidade e facilidade de 

automação (MALHORTA et al., 2006). Na construção de um biossensor podem ser 

utilizados diferentes tipos de materiais com o objetivo de contribuir na imobilização 

do analito de interesse, objetivando todos esses critérios supracitados e também 

como possibilitando a obtenção de limites de detecção cada vez menores. 

 

3.2.1 Elementos básicos para a construção de um biossensor 

 

 Um biossensor é um dispositivo constituído por duas partes: uma parte 

biológica e uma parte transdutora. O transdutor tem a função de promover o 

processamento do sinal elétrico que é proporcional em magnitude ou frequência à 

concentração do analito. Quando unidas essas duas partes são capazes de detectar 

componentes biológicos qualitativamente ou quantitativamente (MALHORTA, 2006; 

THEVENOT, 2001).  
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Na construção do biossensor, o elemento de reconhecimento (analito) é 

imobilizado sobre a superfície do eletrodo de trabalho, o que exige conhecimento 

das características das amostras de trabalho e o que se pretende analisar. Nesse 

caso, a bionanotecnologia tem oferecido uma enorme possibilidade de substratos, 

em que permitem por sua vez, a produção de diferentes biossensores (GIANNNETO 

et al, 2014).  

Na produção de biossensores, alguns fatores devem ser levados em 

consideração, dentre os quais, a seleção do bioelemento adequado ao analito a ser 

detectado, a escolha do método de imobilização do analito, adequação de um 

transdutor, linearidade e minimização de interferência. Levando em consideração o 

desempenho do biossensor, é necessária uma concentração adequada do 

bioelemento, baixas interações não específicas e uma camada biológica estável 

(GORODKIEWICZ et al., 2010; MONOŠÍK, 2012, DINH et al., 2000).  

 

A Figura 1 apresenta os principais componentes de um biossensor. 

 

Figura 1. Principais componentes de um biossensor 

 

 

                                                                           

 

 

 

 

Fonte: autora, 2019. 

 

Uma vez que ocorre a interação da amostra com o receptor, este gera um 

efeito que será captado pelo transdutor, o qual irá produzir um sinal elétrico ou 

óptico. As principais medidas ópticas realizadas pela transdução são: as medidas de 

luminescência, absorção, ressonância de plasma de superfície, entre outras, 

medidas de massa, voltametria cíclica e espectroscopia de impedância 

eletroquímica (EIE). O transdutor pode ser um eletrodo, fibra óptica ou quartzo 

oscilante. No desenvolvimento de biossensores, diversas moléculas biológicas 
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podem ser utilizadas, tais como, enzimas, sistemas multienzimáticos, anticorpos, 

antígenos, organelas, peptídeos (GORODKIEWICZ et al., 2010). 

Um biossensor ideal não existe, mas algumas características desejáveis para 

que um biossensor seja considerado ideal podem ser levadas em consideração. 

Dentre estas características estão o tempo de resposta reduzido, o que promove 

uma resposta em tempo real da presença ou atividade do analito, elevada 

estabilidade, tanto operacional como de armazenamento. A interface com o usuário, 

de forma que exija pouca habilidade e conhecimento do operador, além de baixo 

custo unitário, reprodutibilidade, precisão robustez e possibilidade de reutilização 

(MEHVAR, 2004; WANG, 2006). 

Atualmente, as áreas em que podem ser aplicados os biossensores estão em 

constante crescimento, dentre elas podemos citar, controle de bioprocessos, no 

diagnóstico de doenças, na segurança alimentar, no monitoramento ambiental, 

análise forense e aplicações militares e médicas (VERMA; BHARDWAJ, 2015; 

MURUGAIYAN et al, 2014; D’ORAZIO, 2011; WANG, 2014; YANES-SEDENO, 

2014). 

 Existem muitos tipos de biossensores e geralmente são classificados de 

acordo com o tipo de transdutor ou com o tipo de reconhecimento biológico 

empregado e ainda, podem ser classificados de acordo com o tipo de substâncias a 

serem detectadas. A Figura 2 apresenta um resumo dessa classificação dos 

biossensores de forma resumida. 
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Figura 2. Classificação dos biossensores 

 

Biossensor

Elemento de recognição
biológica

Anticorpo

Microorganismos

Células

Vírus

Bactérias

Tecidos

Transdutor

Transdução eletroquímica

Potenciométrica

Amperométrica

Condutimétrica

Transdutor óptico

Absorbância

Bioluminescência

TIR (Reflexão Interna Total)

SPR ( Surface
plasmoncressonância)

Transdução piezoelétrica

Transdução acústica
 

 

Fonte: autora, 2019. 

 

Na classificação para os biossensores elaborada por Malhorta (2000) e 

Lequin (2005), estes podem ser classificados em: 

 

•  Biosensores enzimáticos; os quais empregam enzimas (por exemplo 

glicose oxidase, a urease, a penicilinase e a dehidrogenase de álcool) 

como elementos bioreceptores (DU et al, 2018). 

• Imunobiosensores: que são biosensores que monitoram as interações 

do par anticorpo-antígeno, nos quais o anticorpo ou o antígeno são 

imobilizados na superfície (GIANNETO et al, 2014) 

• Biosensores celulares: que utilizam microorganismos, especialmente 

para o monitoramento ambiental de poluentes (PERUMAL; HASHIM. 

2014) 
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• Biosensores eletroquímicos: consistem de dois componentes. Um 

elemento biológico que reconhece o analito alvo e o transdutor 

(eletrodo) que "traduz" o evento de biorreconhecimento em um sinal 

elétrico útil. Estes podem ser de três tipos: potenciométrico, 

amperométrico e condutométrico (RASSAEI, 2011);  

• Sensores ópticos: sensores que são baseados em mudanças nas 

propriedades ópticas das substâncias, com a finalidade de monitorar a 

concentração do analito (GERARD et al, 2004). 

• Biosensores acústicos: baseados na propriedade da piezo-eletricidade 

que os cristais anisotrópicos possuem) (HIDEAKI, 2003). 

• Biossensores calorimétricos: que usam o calor gerado por reações 

catalisadoras de enzimas exotérmicas para medir a concentração do 

analito) ( PERUMAL, 2014). 

 

A partir destas duas classificações serão abordados nesta revisão, os 

principais métodos de detecção e os princípios básicos de cada um dos tipos de 

biossensores, tendo como classificação para estes, a biocamada e o tipo de 

transdutor empregado. 

 

3.3 Classificação de biossensores com base na transdução do sinal 

 

3.3.1 Métodos de detecção eletroquímicos 

 

 A literatura aponta os transdutores de detecção eletroquímicos como os mais 

antigos e mais comumente utilizados. A detecção eletroquímica pode ser 

classificada de três tipos: a amperométrica, potenciométrica e condutimétrica.  

 A amperométrica ocorre pela transferência de cargas após um potencial ou 

rampa de potencial. Uma corrente é gerada pela oxidação ou redução de espécies 

eletroativas na superfície do eletrodo. O sinal gerado pela reação é diretamente 

proporcional à concentração das espécies envolvidas (GRIESHABER, 2008). 

Nas medidas potenciométricas, o potencial é medido ao ser aplicado valores 

de correntes fixos ou rampas. Nas detecções condutimétricas, ocorre mudanças na 

condutância entre eletrodos. A espectroscopia de impedância eletroquímica é outra 
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técnica que monitora a resistência e a reatância no biossensor e que também está 

se tornando mais comum sua utilização. 

Dentre estes quatro tipos de transdutores, os potenciométricos e 

amperométricos são os que mais são utilizados em pesquisas. Contudo, subsistem 

alguns desafios incluindo alto desempenho e rentabilidade que caracterizam 

basicamente o objetivo das pesquisas que têm sido desenvolvidas nos últimos anos 

(STRADIOTTO, 2003).  

Os biossensores podem ser classificados de acordo com a biocamada e o 

transdutor empregado. Com relação à biocamada, podem ser classificados em: 

enzimáticos, celulares, de anticorpos, receptores, de ácidos nucleicos e aptâmeros 

()A transdução eletroquímica pode ser dividida em três tipos: potenciométrico, 

amperométrico e impedância. 

 

3.3.1.1 Biossensores potenciométricos  

 

 São sensores que tem sua atividade baseada na medida do potencial de uma 

célula eletroquímica, tendo como fixo o valor da corrente. Exemplos comuns são o 

eletrodo de pH de vidro e eletrodos seletivos de íons para íons, como K+, Ca2+. Os 

sensores utilizam uma célula eletroquímica com dois eletrodos de referência para 

medir o potencial através de uma membrana que reage seletivamente com o íon 

carregado de interesse. 

 Neste tipo de transdução, a mudança do potencial de um sistema é medida 

com base na equação de Nerst em que, 

 

Potencial = K + 2,303RT∕ZF Log i 

 

 E as mudanças no potencial estão relacionadas à atividade iónica específica. 

Devido a isso esses transdutores podem ser denominados muitas vezes de 

eletrodos íons seletivos ou de transistores de efeito de campo sensíveis a íons. O 

sensor consiste em uma camada externa seletiva de um material bioativo. O 

pHmetro é o sensor potenciométrico mais conhecido, utilizado em química analítica 

(LUPPA, 2001).  

 Na reação quando catalisada por enzimas, o eletrodo enzimático é 

considerado eletrodo de íons, e este gera ou consome uma espécie que é detectada 
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pelo eletrodo seletivo de íons e gera um sinal logarítmico, dependente da 

concentração. A principal aplicação deste tipo de eletrodos encontra-se na 

determinação de enzimas (POHANKA, 2008).  

 

3.3.1.2 Biossensores amperométricos 

 

 São biossensores baseados na medida da corrente resultante da oxidação ou 

redução eletroquímica de uma espécie eletroativa, momento em que ocorre a 

transferência de elétrons do analito para o eletrodo ou vice-versa. A direção do fluxo 

de elétrons depende das propriedades do analito e pode ser controlada pela 

aplicação de um potencial elétrico no eletrodo (THÉVENOT et al., 2001; WANG et 

al., 2008). 

 Uma célula amperométrica pode conter dois ou três eletrodos. Uma vantagem 

deste sistema é que a carga da eletrólise passa pelo eletrodo auxiliar em vez de 

passar pelo eletrodo de referência, que tem a função de proteger a referência de 

possíveis mudanças no seu potencial de meia-célula. Um sistema de dois eletrodos 

possui apenas dois eletrodos, eletrodos de trabalho e de referência. Se a densidade 

da corrente for baixa o suficiente (µA cm-2), o eletrodo de referência pode carregar a 

carga sem efeito adverso. Esses dois sistemas, de três eletrodos e dois eletrodos, 

são comumente utilizados no desenvolvimento de sensores. No entanto, dois 

eletrodos são geralmente preferidos para sensores descartáveis porque a 

estabilidade a longo prazo da referência não é necessária e o custo é menor 

(RONKAINEN, 2010). 

 Os eletrodos de trabalho geralmente incorporam metais nobres, grafite e 

formas modificadas de polímeros de carbono ou condutores a que o anticorpo é 

imobilizado. Biossensores amperométricos às vezes são prejudicados pela 

necessidade de rotulagem e separação de etiquetas livres. (D’ORAZIO, 2003). 

 Os biossensores amperométricos são classificados em primeira, segunda e 

terceira geração. Nos biossensores de primeira geração o acoplamento entre 

enzima e eletrodo é baseado na eletroatividade do substrato ou do produto da 

reação enzimática. Nos biossensores de segunda geração esse acoplamento é 

garantido pelo uso de mediadores ou de cofatores que atuam na transferência de 

carga entre o sitio ativo da enzima e a superfície do eletrodo. O principal objetivo do 

uso de mediadores é a transferência de elétrons oriundos de reações redox 
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paralelas à reação entre a enzima e o substrato e podem ser de naturezas orgânica, 

inorgânica, polímeros condutores ou complexos de metais de transição. Os 

biossensores amperométricos de terceira geração não utilizam esses mediadores, a 

transferência eletrônica é direta, e devido a isso, são os mais utilizados. Apresentam 

potencial de minituarização, sensibilidade e seletividade melhoradas (DI, 2004). 

 

3.3.1.3 Biossensores condutimétricos 

 

 Neste tipo de biossensor, as mudanças são observadas nas medidas de 

condutância, resultante de produtos de reação catalítica. São geralmente utilizados 

na detecção de enzimas como a urease, cuja atividade origina produtos iônicos 

(OLIVEIRA et al., 2013).  

 

3.3.2. Biossensores ópticos 

 

  São biossensores que se baseiam nas mudanças das propriedades ópticas 

de substâncias em resposta à reação bioquímica para a detecção do analito. São 

empregados em sistemas em que se pretende obter uma detecção direta. Neste 

caso, o produto de interesse é a luz, que uma vez capturada em uma fibra óptica 

pode ser determinada, pode ser definida como resultado de uma reação química ou 

biológica (GESCHWINDNER, 2012). 

 Ao incidir sobre a amostra biológica, as moléculas da amostra absorvem em 

determinado comprimento de onda, dependendo do número e tipos de moléculas. 

Em seguida, o espectro de luz dispersa ou que atravessa é medido e comparado 

com um sinal de calibração, o que permite então determinar a concentração do 

analito (ENDO, 2008). 

 Entre as propriedades ópticas que podem ser utilizadas estão: absorção, 

índice de refração, fluorescência, fosforescência, refletividade e comprimento de 

onda. Entre as vantagens desses biossensores estão o seu tamanho reduzido, a 

velocidade de resposta, a facilidade de integração, imunidade a ruído 

eletromagnético, boa biocompatibilidade e não-necessidade de elementos ativos na 

biocamada. Cabe ressaltar que o biossensores ópticos podem responder a mais de 

um analito, quando utilizados reagentes que possibilitem a absorção ou emissão a 

diferentes comprimentos de onda (FAN, 2008).  
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 Os sensores ópticos e os detectores baseados na Ressonância Plasmon de 

Superfície Localizada (LSPR) de nanopartículas de metais nobres tem ganhado 

importância nos últimos anos devido à sua maior sensibilidade e maior tempo de 

resposta (NAIK, 2018). A literatura científica mostra que o autor Endo et al., 2008 

introduziu, pela primeira vez, nanopartículas de prata revestidas com a 

polivinilpirrolidona, como uma sonda óptica para a determinação quantitativa de 

espécies reativas de oxigênio (ROS). No artigo, os autores propuseram que a 

decomposição catalítica de agrupamento das nanopartículas, na presença de H2O2 é 

responsável pela redução de intensidade no LSPR. Desde então, as AgNPs, são 

produzidas por vários protocolos sintéticos e estabilizado com diferentes agentes de 

cobertura, foram utilizados para melhorar a resposta do detector 

 

3.3.4. Biossensores piezoelétricos 

 

 Também conhecidos na literatura como biossensores acústicos. Baseiam-se 

na propriedade de piezo-eletricidade que os cristais anisotrópicos apresentam, por 

exemplo, os cristais de quartzo (JIANG et al., 2008). Quando uma tensão alternada 

é aplicada a este biossensor, o cristal de quartzo oscila com uma determinada 

frequência, sendo tal frequência associada à massa e às constantes elásticas do 

cristal. O mais antigo e conhecido biossensor acústico é o de Microbalança de 

Cristal de Quartzo (QCM - Quartz-Crystal Microbalance), utilizado em várias 

aplicações e é também facilmente integrável (PATEL, 2002; MUTLU et al., 2008). 

 Nesses biossensores, são levados em consideração os efeitos de 

interferência viscoelástica e eletroacústica devido ao líquido da amostra e aos filmes 

absorvidos nestes. Os avanços nos sensores piezoelétricos incluem o uso de QCM 

e microcantilevers (MCGOVERN, 2008). 

 

3.3.5 Biossensores calorimétricos 

 

 Também conhecidos como biossensores termométricos. Esses biossensores 

utilizam o calor gerado por reações catalisadoras de enzimas exotérmicas para 

medir a concentração do analito (THEVENOT et al., 2001).  São baseados em uma 

das propriedades fundamentais das reações biológicas, a absorção e liberação de 
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calor. As mudanças de temperatura são geralmente determinadas por termistores de 

alta sensibilidade (GERARD, 2002). 

 Um termistor enzimático (ET) é um biossensor calorimétrico de injeção de 

fluxo que detecta diretamente o calor desenvolvido durante a reação catalisada por 

enzima.  O seu princípio de detecção universal permite uma estratégia sem etiqueta 

que simplifica o ensaio e o design do instrumento. Outra vantagem desses 

biossensores é a medição sem contato que diminui a interferência do sinal e dissipa 

o risco de contaminação do sensor, e dessa forma melhora significativamente a 

estabilidade operacional e reduz a taxa de recalibração. O trabalho de Chen et al 

(2013) demonstra esse tipo de biossensor e sua aplicação na detecção de ureia e 

lactato em leite adulterado, para observação de interferentes em amostras. 

 A literatura apresenta esses biossensores possuindo bastante aplicabilidade, 

como no artigo publicado por Zhou et al (2013, pag. 100) em que foi desenvolvido 

um biossensor térmico para determinação de β-lactamases no leite, monitorando a 

conversão da penicilina G usando o biossensor térmico. A penicilina G adicionada 

como marcador é especificamente hidrolisada pela β-lactamase, portanto, a 

quantidade de β-lactamase no leite, nesse caso, pode ser determinada pela 

quantidade de penicilina G consumida durante a incubação.  
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3.4. Classificação com base no elemento de reconhecimento biológico 

(biocamada) 

 

 Nessa etapa, vale ressaltar que alguns requisitos básicos são exigidos na 

escolha de um biocomposto para atuar como elemento de reconhecimento biológico, 

dentre eles, pode-se classificar a necessidade de um sítio reativo disponível capaz 

de reagir e/ou interagir com o analito, a estabilidade face ao meio e também as 

condições de medição e possibilidade de modificação/ imobilização sobre suporte 

por métodos químicos sem afetar o seu desempenho. Concluindo, são estas 

características principais que definem um biossensor tendo como base a biocamada 

(RONKAINEN, 2010). 

 

3.4.1 Biossensores enzimáticos 

 

 Nestes biossensores, enzimas, são empregadas como elementos de 

bioreconhecimento. Bastante conhecida, a enzima glicose oxidase é amplamente 

utilizada na medição de glicose no sangue. Também várias outras enzimas são 

utilizadas na construção de biosensores, tais como a urease, a penicilinase e a 

dehidrogenase de álcool. 

 A literatura aponta como o primeiro eletrodo enzimático na década de 60 

quando Clark e Lyons (1962) tiveram a ideia de usar uma enzima aliada a um 

eletrodo para determinação de glicose para controle de diabetes. Esse biossensor 

foi baseado na oxidação de glicose a ácido glicônico, envolvendo consumo de 

oxigênio e formação de peróxido de hidrogênio por ação da enzima glicose oxidase, 

de forma que o oxigênio ou peróxido consumido poderiam ser detectados. 

 A utilização destes biossensores enzimáticos é limitada devido a estabilidade 

relativamente baixa, principalmente no que diz respeito a variação das condições 

físico-químicas do meio reacional, mas que podem ser contornados usando as 

condições adequadas de pH, temperatura e pressão que garantam a manutenção da 

atividade enzimática (LEONARD, 2003). 

 Em contrapartida, a vantagem do uso deste componente é que as enzimas 

são catalisadores biológicos altamente específicos e seletivos, pois apresentam um 

alto nível de especificidade com o substrato devido principalmente à ligação forte na 

molécula de substrato pelo seu sitio ativo envolvendo fatores do meio ambiente 
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reacional tais como, tamanho da molécula substrato, polaridade, grupos funcionais 

ligados e relativa energia de ligação (CAMPANELLA, 2008). 

 A GOx é altamente específica para b-D-glucose, e pode ser detectada através 

das seguintes reações 1, 2 e 3 (MAIGA, 2017; ABELLÁN-LLOBREGAT, 2017).  

 

b-D-Glucose + GOx–FAD → GOx–FADH2 + d-D-gluconolactone              (1) 

 

                                GOx–FADH2 + O2 → GOx–FAD + H2O2                              (2) 

 

                                         H2O2 - 2e → + O2 + 2H+                                                                    (3) 

   

 A GOx é uma enzima prontamente disponível, barata e estável de Aspergillis 

Niger que está entre as enzimas mais importantes em aplicações de biossensor e 

processos industriais. O artigo publicado por Maiga e colaboradores no ano de 2017, 

aponta essa característica e aplicação da Gox, uma vez imobilizada sobre a 

superfície de um eletrodo de carbono vítreo, esta pode ser detectada pelas técnicas 

de fluorescência e amperometria. O objetivo do estudo foi desenvolver um 

biossensor baseado em poli (amic) ácido seccionado (BG-PAA) para ser utilizado 

como material de suporte de enzimas. 

 

3.4.2 Biossensores celulares ou microbiológicos 

 

 Estes biossensores utilizam microorganismos especialmente para o 

monitoramento ambiental de poluentes. As células são incorporadas à superfície de 

um eletrodo, sendo o principio de operação muito semelhante aos biosensores 

enzimáticos. Contudo apresentam custo reduzido, maior atividade catalítica e 

estabilidade (CORTES, 2011).  

 Também conhecidos como biossensores microbianos, utilizam células vivas 

como elemento de reconhecimento. Microorganismos como bactérias e fungos são 

geralmente utilizados como biorreceptores para a detecção de moléculas específicas 

ou o estado geral de um ambiente circundante pode ser utilizado. As enzimas que 

são proteínas presentes nas células podem ser utilizadas como biorreceptores 

(CIUCU, 2014).. 
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3.4.3 Imunobiossensores 

 

São biossensores que utilizam proteínas globulares (imunoglobulinas IgA, 

IgD, IgE, IgG e IgM) do soro que formam parte de um importante grupo de proteínas 

altamente ligáveis. Os anticorpos ligam-se aos antígenos, com alta especificidade e 

alta afinidade. As variantes em polipéptidos de cadeia pesada permitem que cada 

classe de imunoglobulina funcione como um tipo diferente de resposta imune ou 

durante um estágio adifferente da defesa do corpo (HARBOE, 1973; CHOTHIA, 

1987).  

Elementos comuns em imunobiossensores são antígenos anticorpos e 

antígenos específicos. Por exemplo, em imunobiossensores eletroquímicos, os 

antígenos são imobilizados na superfície dos eletrodos. Quando os anticorpos se 

ligam aos antígenos imobilizados, são gerados sinais elétricos (ROBINSON, 2002; 

TANG et al., 2006; WANG et al., 2005).  

Um problema bastante relatado para o desenvolvimento destes tipos de 

biossensores, e encontra-se na abordagem de que os antígenos, que são proteínas 

moléculas, podem desnaturar a superfície sólida. Para endereçar isto questão, mais 

e mais estudos nos últimos anos estão focados no uso um pedaço de oligopéptido 

linear (em vez de toda a proteína de antígeno moléculas), para o desenvolvimento 

de imunobiossensores (MASON et al., 2009). 

Em geral, nos uma ilustração esquemática do mecanismo de um 

imunossensor padrão a reação ocorre de forma como apresentado na Figura 3, na 

qual se inicia com a formação do complexo antígeno/anticorpo, o que produz um 

sinal mensurável que por sua vez pode ser transduzido eletroquimicamente, 

termometricamente, opticamente ou piezoelétrico (JUNG, 2008). 

 

Figura 3. Formação do complexo antígeno/anticorpo em diferentes superfícies 

transdutoras 

antígenos

anticorpos
 

Fonte: Adaptado: Felix (2018). 
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3.5 Técnicas de imobilização 

 

As técnicas mais comuns de imobilização são adsorção física e química. A 

estabilidade das técnicas de imobilização que a serem empregadas, determinam a 

sensibilidade e confiabilidade do sinal do biossensor devido à preservação dos sítios 

ativos da molécula. Na imobilização física ou direta (que envolvem interações fracas, 

do tipo iônica e polar e ligação de hidrogênio), ligação cruzada (reticulação), oclusão 

ou aprisionamento, ligação covalente e covalente cruzada, encapsulamento e 

microencapsulamento (LIU, 2001; GARCINUNO, 2000). A Figura 4 apresenta as 

principais estratégias de imobilização de forma objetiva, de acordo com Oliveira, JE, 

(2013, p. 5) e colaboradores. 

 

Figura 4. Principais técnicas de imobilização: (a) adsorção, (b) ligação covalente, (c) 

ligação cruzada, (d) encapsulamento e (e) afinidade 

 

Fonte: Oliveira, 2013. 

 

Com relação ao método de imobilização química ou de ligação covalente, é 

empregado o princípio segundo o qual alguns grupos químicos presentes (e não 

essenciais para a atividade biológica da molécula) se ligam aos suportes 

quimicamente ativos. Comparado à imobilização direta, requer maior tempo de 

análise e é mais difícil de ser realizado, pois requer uma cobertura máxima de uma 

monocamada (PEREIRA, 2002).  

Os outros métodos que não empregam ligação covalente apresentam 

desvantagens como, por exemplo, como ligações não muito estáveis que podem ser 



38 
 

facilmente influenciadas pela temperatura do meio e pH reacional (KRAJEWSKA, 

2009). 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

Todos os reagentes utilizados na pesquisa foram de grau analítico e 

especificados a seguir. A água foi purificada com um sistema de purificação, Purelab 

Option Q.  

✓ Células mononucleares 

✓ Solução PBS (pH=7,2); 

✓ Solução H2SO4 0,5 mol/L  

✓ Solução fisiológica  

✓ Develope 

✓ PBS Citrato 

 

4.1 Instrumentação eletroquímica e construção do eletrodo de trabalho 

 

Todas as medidas eletroquímicas foram realizadas em um potenciostato/ 

galvanostato, Autolab Metrohm, modelo pgstat 302, controlado pelo software NOVA 

2.0.2 apresentado na Figura 5. Utilizando uma célula convencional de três eletrodos. 

Os eletrodos foram: o de trabalho (ouro), o de referência (Ag/AgCl/KCl(sat) e o 

contra eletrodo de platina. As análises foram realizadas através da técnica de 

voltametria cíclica (VC) (MOURA-MELO, 2017). 

 

Figura 5. Potenciostato/galvanostato para medidas eletroquímicas 

 

Fonte: autora, 2019. 
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Todos os experimentos eletroquímicos foram feitos em uma célula 

eletroquímica de vidro com capacidade de 150 mL, contendo o eletrodo de ouro 

(eletrodo de trabalho) obtido por deposição física a vapor, o eletrodo de platina 

(eletrodo auxiliar) e o eletrodo de prata-cloreto de prata (eletrodo de referência), 

como apresentado na Figura 6. 

 

Figura 6. Célula eletroquímica utilizada com entrada para três eletrodos. CE = 

eletrodo auxiliar; ER = eletrodo de referência; ET = eletrodo de trabalho 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: autora, 2019. 

 

Já para as análises voltamétricas de deposição das células, foram realizados 

experimentos em uma microcélula, com capacidade de 1,5 mL, também 

confeccionada e inserida à célula eletroquímica, como apresentado na Figura 7. 

Esse dispositivo foi utilizado nesta pesquisa com a finalidade de que o 

processo de difusão das soluções de pequeno volume fosse minimizado em relação 

ET 

EA 

 

ER 
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à célula maior, permitindo assim que o contato entre a superfície do eletrodo e essas 

soluções fosse mais eficiente.  

 

 

Figura 7. Microcélula eletroquímica para o eletrodo de ouro 

 

 

Fonte: autora, 2019. 

 

O eletrodo de trabalho, esquema de montagem na Figura 8, foi 

confeccionado, conforme modelo construído inicialmente por Moura-Melo e 

colaboradores (2017), a partir da deposição de um filme fino de ouro, realizada em 

uma câmara de vácuo Edwards 306, com revestimento para evaporação térmica de 

um fio de ouro (99,99% de pureza), em alto vácuo (10-6 torr) com posterior 
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condensação em uma peça de poliéster previamente irradiada com ultravioleta (360 

nm) por 5 dias, conforme a Figura 8 representa um esquema de montagem do 

eletrodo. 

  A camada de ouro obtida possui espessura entre 65 e 80 nm. O contato 

elétrico é feito, nesse eletrodo aqui confeccionado, foi realizado com um fio de 

cobre. Finalmente, as laterais foram envolvidas com fita Teflon para proteger o 

eletrodo de possíveis infiltrações, quando colocado em contato com as soluções.  

 

Figura 8. Esquema de montagem do eletrodo de trabalho de ouro 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: autora, 2019. 

  

 Na sequência deste trabalho foi acoplado à área física do eletrodo( lado ), 

manta magnéticas adesivadas, recortadas em pedaços, para os ensaios realizados 

com as esferas magnetizadas que contem na sua superfície anticorpos monoclonais 

(anti-CD3 e anti-CD19), para realização de posterior caracterização eletroquímica 

dos anticorpos monoclonais, de acordo com a Figura 9. 

 

 

 

 

 

   

Folhas de Poliester 

limpa Polímero sob irradiação 

 UV por 5 dias 

Partículas de ouro depositadas 

por sputtering (65 -80nm) 

Alto vácuo 10
-6

 torr 

Área física do eletrodo de trabalho 

 
 

Fio de cobre 
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Figura 9. Esquema de montagem do eletrodo de trabalho de Au com manta 

magnetizada acoplada 

 

 

Fonte: autora, 2019. 

 

4.2 Limpeza e condicionamento do eletrodo de trabalho 

 

Inicialmente a superfície de ouro foi mantida a um potencial de 0 V no 

intervalo de tempo de 10s. Depois, o eletrodo foi limpo eletroquimicamente com 

ciclos de potencial em pH ácido (velocidade de varredura 0,2 V/s; em H2SO4 a 0,5 

M) em uma faixa de potencial entre -0,1 e 1,55 V, para verificar se os processos de 

oxidação e redução do ouro aqui tratado, até que fosse obtido um voltamograma 

redox estável típico de ouro policristalino. Todos os eletrodos ao serem submetidos 

a esta etapa, apresentaram área geométrica em torno de 3x10-6 m2 e diâmero de 2 

mm. 

 

4.3 Protocolo de separação das células mononucleares 

 

A purificação de células foi feita no sangue total proveniente de sangue 

humano, a partir da separação por gradiente de densidade em solução Ficoll – 

Hypaque, obedecendo ao protocolo descrito a seguir. Após a separação com o 

reagente Ficoll, o sangue foi diluído em PBS na proporção de 1:3. Logo em seguida 

foi realizada a centrifugação (1500rpm, por 25 min a 22ºC).  

As células mononucleadas do sangue periférico formam um anel, assim como 

destacado na Figura 10 onde há predominância de linfócitos, pelo qual é obtido um 
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concentrado de linfócitos totais, como apresentado. Essas células foram novamente 

centrifugadas (2000 rpm, por 5 min, a 4ºC) e o pellet contendo os linfócitos foram 

homogeneizados para uma nova centrifugação.  

 

Figura 10.  Separação celular por gradiente de densidade 

 

Fonte: autora, 2019. 

 

4.4 Construção do biosensor eletroquímico a partir da deposição de células  

A primeira etapa de deposição das células sobre a superfície do eletrodo foi 

realizada de forma direta, onde 5µL da solução contendo linfócitos totais foram 

colocados na área física do eletrodo de trabalho. A adsorção foi testada diversas 

vezes na faixa de 15 a 60 min na superfície do eletrodo. O segundo passo foi a 

diluição da solução concentrada de células para verificar a menor quantidade na 

qual o eletrodo apresentaria uma resposta satisfatória. Considerando que as células 

linfocitárias não são homogêneas em tamanho e quantidade no sangue, sua 

distribuição na superfície do eletrodo deve ser irregular e podem ser adsorvidas para 

formar aglomerados ou múltiplas camadas. 

O número de células no eletrodo depende da quantidade de adsorção 

disponível. Assim, o processo de diluição baseado no cálculo foi realizado para 

determinar o número de células disponíveis para adsorção na superfície do eletrodo. 

Para obter a população de linfócitos na superfície do eletrodo, os valores teóricos de 

tamanhos e quantidades de linfócitos já disponíveis na literatura foram utilizados 
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com diâmetros de linfócitos (DL) de 7-20 µm (Abbas et al., 2007). Usando esses 

dados, calculou-se a média geométrica da área dos linfócitos. O número mínimo de 

células por área de eletrodo foi obtido usando a correlação de áreas. A correlação 

matemática foi a área do eletrodo (De = 2 mm) / área geométrica média dos 

linfócitos. 

Os experimentos eletroquímicos foram realizados na solução concentrada (5 

μL) e nas diluições obtidas a partir de 5 μL (42.450 células) para os volumes finais 

de 10, 50, 100 e 150 μL. Cálculos do número de células para as diluições foram 

28.300, 14.150, 2.830 e 1.415, respectivamente 

 

4.5 Obtenção de amostras de soro controle positivo em células humanas, soro 

controle negativo e complemento em células de coêlho 

 

As amostras de soro controle negativo utilizados foram constituídas de soro 

humano de homem, tipo sanguíneo AB (marca: Sigma-aldrich). As Amostras de soro 

controle positivo, concedidos pelo Laboratório- Lib, foram constituídas a partir de um 

“pool” de soros de pacientes hipersensibilizados contra moléculas HLA presentes em 

uma população. E o complemento foi obtido a partir de complemento de coelho da 

marca (marca: Sigma-aldrich).  
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 Caracterização eletroquímica do eletrodo de trabalho 

 

Resultados de voltametrias cíclicas, no padrão de eletrodo de ouro foram 

avaliados em função da carga de redução (Figura 11). Os voltamogramas foram 

obtidos em solução de H2SO4 0,5 mol.L-1. Na varredura direta e reversa em 

potenciais, variado de –0,2 a 1,55 V vs. Ag/AgCl (MANUNU ET AL., 2004). 

Estudos realizados demonstraram que os voltamogramas com eletrodos de 

ouro em meio ácido apresentam potencial de pico anódico, Epa, e potencial de pico 

catódico, Epc, características devido à adsorção do oxigênio no (Epa) e sua 

dessorção no, Epc sobre a superfície do eletrodo de ouro (Au), como apresentado na 

Figura 1.  Para todos os eletrodos confeccionados observaram-se as correntes de 

pico anódicas (ipa) no potencial, Epa = +1,38 V vs. Ag/AgCl, correspondentes a 

oxidação e correntes de pico catódicas (ipc) em potencial Epc = +0,85 V vs. Ag/AgCl, 

nos voltamogramas obtidos. Esses resultados foram semelhantes aos encontrados 

na literatura (WANG ET AL., 2013; WALTER, ET AL. 2016). 

 

Figura 11. Eletrodo de trabalho limpo eletroquimicamente, varredura de potencial, 

de -0,2 a 1,55 V vs. Ag/AgCl, velocidade de varredura 250 mV s-1, em solução de 

H2SO4 0,5 mol L-1, comparação da terceira  varredura de quatro eletrodos diferentes  

0,0 0,4 0,8 1,2 1,6

-3

-2

-1

0

1

2

E vs (Ag/AgCl)/V

i/
 (

µ
A

)

 

 

 Electrode 1

 Electrode 2

 Electrode 3

 Electrode 4

+ 1,38V

+ 0,85 V

 



47 
 

O voltamograma de ouro limpo obtido pelo eletrodo construído apresentou as 

mesmas características encontradas na literatura para todos os eletrodos de ouro 

policristalinos, possuindo áreas geométricas semelhantes (3,14x10-2 cm2) e área 

eletroquímica entre (3,0 a 4,0 x10-6 C), comprovando que o ouro da superfície 

transdutora do eletrodo, na varredura de oxidação, não apresenta correntes 

anódicas faradaicas, na faixa de potencial de -0,2 a 0,8 V vs. Ag/AgCl. Em se 

tratando da varredura reversa foi observado processo de redução bem definido 

referente à redução do óxido de ouro, na superfície transdutora nesse eletrodo, livre 

de impurezas (STEVEN ET AL., 2016).  

Após a etapa de limpeza em solução de ácido sulfúrico 0,5 mol.L-1, o eletrodo 

foi lavado com água pura (18,2 MΩ) e seco em atmosfera de nitrogênio para 

posterior deposição das células. 

 

5.2 Deposição de células sobre a superfície do eletrodo (EAu) 

 

Utilizando as diversas diluições foram depositados em cada caso 5 µL de 

solução de células nas concentrações previamente definidas. Na Figura 12 

apresentamos a comparação da superfície do eletro limpo e com as células 

adsorvidas. 

 

Figura 12. Imagem da superfície do eletrodo em microscópio óptico (A) superfície do 

eletrodo de ouro limpo e (B) células depositadas na superfície do eletrodo de ouro. 

Magnificação de (A) e (B) a 40x. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

B A 
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5.3 Estudo do tempo de adsorção de células sobre o eletrodo de trabalho(EAu) 

 

Após o processo de adsorção celular no eletrodo EAu, foi realizada a análise 

de voltametria cíclica. O intervalo de potencial escolhido foi na região onde o EAu não 

apresentou reações (-0,2 a 0,8 V vs. Ag/AgCl/(KClsat)). Inicialmente, a voltametria 

do eletrodo EAu foi realizada na solução de PBS para verificar se eles tinham 

respostas eletroquímicas na faixa de potencial. Figura. 13 (A) (insert) mostra que 

processos faradaicos ocorrem nesta faixa de potencial, revelando que o eletrodo EAu 

não possui atividade na solução PBS(Kim et al., 2017). 

O estudo do tempo de adsorção foi realizado pela adição de 5 μL de solução 

concentrada de linfócitos ao EAu e variando o tempo. Os voltamogramas dos 

eletrodos de EAu + Cell foram obtidos (Figura 13B) para os tempos de adsorção de 15, 

30, 45 e 60 minutos. Segundo Ahmed et al., 2017, a adsorção de moléculas como 

proteínas, DNA e RNA em substratos de ouro é um processo altamente reprodutível. 

Na literatura, muitos estudos examinaram a adsorção dessas diferentes amostras 

em superfícies de ouro (Koo et al., 2016; Sina et al., 2014; Yadav et al., 2016; 

Cheuquepan, 2017; Trišovic, 2015; Wang, 2014). ). Considerando este princípio, em 

uma solução contendo resíduos de aminoácidos (átomos de nitrogênio e / ou 

enxofre) em contato com uma superfície de ouro, é esperada uma ligação covalente 

(Oliveira et al., 2015). 

Na primeira voltametria realizada após o tempo de deposição celular de 15 

min (Figura 13B), pode-se observar o pico de corrente anódica de 4,66 μA a um 

potencial de aproximadamente 0,50 V vs. Ag/AgCl/(KClsat) na primeira curva de 

voltametria. A oxidação observada é irreversível. Este processo pode ser atribuído à 

oxidação de grupos amino, presentes na superfície das células HLA. Os grupos NH2 

podem ser facilmente oxidados e produzirem radicais NH•. A ligação covalente (CN) 

é então formada pela reação de radical livre de NH com grupos de aminoácidos CO. 

(Hasazadeh, 2018) Para os outros tempos de adsorção, um aumento na corrente de 

pico anódico foi observado, com um aumento no tempo de contato de a solução 

celular com a superfície do EAu, indicando um aumento de células na superfície a 30, 

45 e 60 min. 

A Figura 13 mostra que, a cada voltametria, foi observado um pico irreversível 

com o potencial de 0,50 + (0,01 ou 0,02) V vs. Ag/AgCl/(KClsat). As correntes de 

pico anódico dos voltamogramas em 15, 30, 45, 60 min foram Ipas 4,66 μA, 6,78 μA, 
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7,05 μA e 11,09 μA, respectivamente. Os valores de Ipa aumentaram, mas 

mostraram um desvio de linearidade. Este resultado é atribuído ao aumento da 

densidade e organização das células adsorvidas na superfície do eletrodo de ouro. A 

Tabela 1 apresenta os valores obtidos para os cálculos de área dos picos anódicos 

em cada um dos protocolos de voltametria nos pontos de tempo analisados. 

 

Figura 13. (A) voltamograma cíclico do eletrodo de ouro em solução PBS; (B) 

eletrodo de ouro com células adsorvidas nos tempos de 15, 30, 45 e 60 min, em 

solução PBS, velocidade de varredura de 250 mV s-1, no intervalo de potencial de -

0,2 a 0,8 V vs. Ag/AgCl/(KClsat). 
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Os valores das áreas dos picos anódicos não podem ser representados em 

um gráfico linear, indicando a possível influência na adsorção devido aos tamanhos 

e tipos celulares; além disso, os íons estavam presentes na solução. Por outro lado, 

como a resposta aos 15 min tem um valor de área na mesma década (10-7 C) que 

nas outras vezes e devido à necessidade das respostas rápidas dos testes, este 

tempo de adsorção foi o utilizado na diluição. 

A B 
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Tabela 1. Áreas dos picos de corrente obtidos nos voltamogramas resultantes em 

diferentes tempos de adsorção das células sobre a superfície do eletrodo de ouro. 

Varredura de potencial entre -0,2 e 0,80 V, velocidade de varredura a 250 mV s-1 

 

Tempo de adsorção Área do pico (C) 

15 min 3,74x10-7 

30 min 8,93 x10-7 

45 min 9,00 x10-7 

60min 13,9 x10-7  

 

 

5.4 Estudo da concentração de células sobre o eletrodo de trabalho (EAu) 

Após a análise do tempo de adsorção, a diluição celular foi realizada em 

relação à adsorção no eletrodo. A diluição foi feita com o objetivo de avaliar a 

proporção adequada de células que poderiam ser adsorvidas na superfície do 

eletrodo de ouro. 

As amostras de células recebidas mostraram em seu rótulo a concentração 

de células por mililitro. Diluições foram realizadas usando este valor. 

A observação das respostas eletroquímicas de EAu + Cell nas várias diluições 

revelou que o número de células não é o único fator a determinar a adsorção. 

Parâmetros físico-químicos das substâncias expostas na superfície das células e 

íons presentes na solução estão envolvidos. 

A Figura 14 mostra os voltamogramas para as diluições feitas a partir de 5 μL 

do volume inicial da amostra de células em tampão PBS para obter volumes de 10, 

50, 100 e 150 μL. Essas diluições da amostra inicial permitiram o cálculo do número 

de células presentes em cada volume de 28.300, 14.150, 2.830 e 283 células, 

respectivamente. 

De acordo com os dados obtidos a partir da voltametria cíclica, foram 

observados picos de oxidação nos potenciais de 0,54, 0,54, 0,50 e 0,50 V vs. 

Ag/AgCl/ KClsat, respectivamente, para cada diluição, revelando que a diminuição 

do número de células na superfície do eletrodo muda o sinal atual Ipa para um 

potencial menos positivo. A diluição de 5 μL da amostra inicial para 100 ou 150 μL 

mostrou voltamogramas muito semelhantes, permitindo o desempenho de todas as 

experiências subsequentes a uma diluição de 150 μL. 
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Figura 14. Voltamogramas da adsorção de células para as diluições realizadas com 

um tempo de adsorção na superfície do eletrodo por 15 min. Eletrodo de ouro com 

células adsorvidas, em solução PBS, velocidade de varredura de 250 mV s-1, no 

intervalo de potencial de -0,2 a 0,8 V vs. Ag/AgCl/KClsat. 
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5.5 Medidas de voltametrias para as diferentes amostras de soros, positivo e 

negativo e para o complemento.  

 

   Os materiais, soros e complementos, utilizados na determinação de 

atividades interativas entre células, soros e complementos, foram testados para 

determinar quais respostas eletroquímicas, por voltametria cíclica, poderiam 

apresentar, sob o eletrodo ouro limpo. Na Figura 15 está apresentada a resposta 

eletroquímica 15(A) do soro controle negativo, 15(B) soro controle positivo e 15(C) 

complemento. Nas condições: presença do eletrodo de ouro em solução PBS; no 

intervalo de potencial -0,2 a 0,75 V vs. Ag/AgCl/KClsat.; velocidade de varredura de 

250 mV/s. O voltamagrama obtido para o soro controle negativo, para o soro 

controle positivo e para o complemento não apresentaram quaisquer correntes 

faradaicas (oxidação/redução), indicando a ausência de interação dos soros e do 

complemento com o eletrodo.  

Por outro lado, pode-se observar que a dupla camada, nos voltamogramas, 

apresentam diferentes áreas capacitivas para soro negativo, Figura 15 A, e soro 

positivo Figura 15 B, neste ultimo apresentando uma área de voltamograma maior 
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que a de soro negativo, onde pode-se atribuir a presença de substancias 

(anticorpos) que sofrem efeito de polarização no intervalo de potencial.       

 

Figura 15. Voltamogramas resultantes (A) amostra – 5 µL de soro controle positivo 

no eletrodo de trabalho limpo de Au, (B) amostra – 5 µL de soro controle negativo no 

eletrodo de trabalho limpo de Au, (C) amostra de complemento – 5 µL no eletrodo de 

trabalho limpo de Au e (D) solução diluída de células (42450 células). 3 varreduras 

com potencial variando entre -0,2 e 0,75V, velocidade de varredura de 250 mV s-1 
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As respostas das voltametrias de soro positivo, negativo e complemento 

foram comparadas com a da voltametria da diluição de linfócitos para a menor 

quantidade de células (diluição 5 µL para 150 µL) e o tempo de adsorção de 15 min. 

As amostras de células, de acordo com a Figura 15(D), apresenta um pico de 

oxidação definido em 0,50 V vs. Ag/AgCl/KClsat., enquanto para as outras amostras, 

soro positivo e negativo e complemento, nenhum pico foi observado.  

 

A B 

C D 
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5.6 Análises voltamétricas para o cruzamento das diferentes amostras 

A partir da voltametria obtida para os soros controle (positivo e negativo) e 

complemento, foram realizados testes equivalentes a um crossmatch, ou seja, as 

amostras foram misturadas e submetidas à polarização em ciclo de voltametria com 

EAu + Cell. As Figuras 16C e 16D mostram voltametria cíclica realizada em amostras 

contendo: (a) soro de controle negativo e células; e (b) soro controle positivo e 

células. 

Na Figura 16C e 16E, voltamogramas de EAu + Cell com soro negativo e EAu + Cell 

com soro negativo e complemento mostraram muito pouco ou nenhum processo 

oxidativo comparado ao EAu + Cell isolado. Esse comportamento foi atribuído à 

remoção de células EAu por íons cloreto presentes no soro (HAN, 2018).  O soro 

negativo foi testado para a presença de cloretos (Figura 17). Os anticorpos eram não 

reativos, o que facilitou a ação dos cloretos nas células HLA, como demonstrado na 

Figura 18, das amostras, obtidas em microscópio óptico. 

Na Figura 16D, um voltamograma de EAu + Cell com soro positivo pode ser 

observado como uma resposta eletroquímica no potencial aproximado de 0,50 V vs. 

Ag/AgCl/ sat. KCl, com a área do pico anódico de 7,8 × 10-7 cm2, valor aproximado 

ao encontrado para EAu + Cell. A Figura 16F mostra o voltamograma obtido para o 

cruzamento de amostras de soro controle positivo/células/complemento e uma 

voltametria cíclica com pico de oxidação no potencial 0,52 V vs. Ag / AgCl / sat. KCl, 

com área de 9,19 × 10-7 cm2 e o aumento de toda a região de dupla camada da 

curva de voltametria, diferem do voltamograma obtido para soro controle 

negativo/células/complemento. 

Estes resultados observados na Figura 16C-16F mostram uma distinção entre 

as análises de EAu + Cell com amostras de soro controle positivo/ células e de soro 

controle negativo/ células à medida que o sinal de corrente no soro positivo é 

amplificado. Os resultados da análise eletroquímica de amostras de soro positivas e 

negativas e complemento utilizando EAu + Cell são indicadores qualitativos das 

reações entre os anticorpos e antígenos HLA específicos presentes na superfície 

celular, e podem ser utilizados para as análises qualitativas de CF e CDC. No 

entanto, os testes de voltametria são mais rápidos e podem ser medidos 

qualitativamente. Figura 15. Análises voltamétricas das soluções (A) solução de 5uL 

de soro controle  
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Figura 16. Análises voltamétricas das soluções (A) solução de 5 µL de soro controle 

negativo e complemento sobre o eletrodo de ouro limpo, (B) solução de 5 µL de soro 

controle positivo e complemento, (C)  solução de 5uL de soro negativo e células, (D)  

solução de 5 µL de soro positivo e células, (E) solução de 5 µL de células diluídas, 

soro controle negativo e complemento (5 µL:1 µL: 4 µL)  e (F) amostra de 5 µL de 

células, soro controle positivo e complemento (5 µL:1 µL: 4µL) sobre o eletrodo de 

ouro limpo, na faixa de potencial -0,2 a 1,55V, 3 varreduras a 250mV s-1 
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Figura 17. Identificação Teste de íons cloreto em amostras de soro humano com 

solução de nitrato de prata (AgNO3 0.1 mol.L-1). 

 

 

 

No tubo 1, contendo amostra de 1 mL de água ultrapura e solução de 0,1 

mol.L-1 de AgNO3, deve-se notar que há formação de precipitado, devido à ausência 

de íons cloreto (Cl-) da água. No tubo 2 contendo 1 mL de água e 10 µL de solução 

de NaCl 0,1 mol L-1 e 10 µL de solução de AgNO3 0,1 mol.L-1. Neste caso ocorre a 

formação de precipitado de AgCl, a coloração branca do precipitado é observada 

pela turbidez da amostra. Finalmente, no Tubo 3, com 1 mL de água ultrapura, 10 µl 

de amostra de soro humano e 10 µL de solução de AgNO3 0,1 mol.L-1, a solução, 

após a adição de AgNO3, apresentou cor branca com formação de precipitado de 

AgCl. O teste realizado indica a presença de íons Cl- na amostra de soro humano. 
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Figura 18. Imagem da superfície do eletrodo no microscópio óptico (A) superfície do 

eletrodo de ouro com células e controle positivo do soro (B) superfície do eletrodo de 

ouro com células e soro controle negativo; ampliação (A) e (B), 40x. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.7. Análise voltamétrica das amostras de beads magnéticas utilizadas em 

separação por crossmatch 

 

Para realizar as análises de linfócitos B e T foram utilizadas as Beads B e T, 

sistema magnético com o anticorpo monoclonal, anti-CD19 e anti-CD3 

respectivamente. As beads magnéticas se ligam aos linfócitos permitindo a 

separação destes dos demais, em cada caso B ou T através de campo magnético 

(imã). Uma vez obtido as beads B ou T com os linfócitos B ou T conforme a 

aquisição, cada um deles foi submetido à análise por voltametria. No entanto antes 

de realizar os experimentos com as beads + linfócito foi seguido o protocolo: a) 

medidas de voltametria do eletrodo limpo em solução PBS; b) medidas de 

voltametria do eletrodo com as beads em solução PBS; e c) medidas de voltametria 

das beads + linfócitos em solução PBS. 

As medidas com EAu limpo em solução PBS no intervalo de potencial -0,2 a 

+0,8 V vs. Ag/AgCl/KClsat,não apresenta nenhuma corrente faradaica como nos 

outros experimentos realizados neste trabalho.  

Para as beads sem acoplamento com os linfócitos (Figura 19 bB e bT) os 

voltamogramas obtidos em velocidades de varreduras diferentes (0,25 e 0,50 V), no 

A B 
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mesmo intervalo de potencial já utilizado, mostra uma corrente faradaica, com pico 

no potencial 0,34 e 0,46 V para bead B e T respectivamente (SUGAWARA, 2017). 

Esse pico de corrente esta associado ao processo de oxidação envolvendo terminal 

aminos de amino ácido.  

Para as beads ligadas ao linfócito não foi possível obter voltamogramas 

distintos dos obtidos para beads em função do processo oxidativo dos linfócitos 

ocorrerem em potencias que tornam indistinto a contribuição de cada oxidação, do 

linfócito e da beads. 

  

 

Figura 19. Voltamogramas cíclicos das amostras de beads magnéticas com 

anticorpo monoclonal anti- CD19 e anti-CD3 sobre o eletrodo de ouro limpo, na faixa 

de potencial -0,2 a 0,8V, 3 varreduras a 250mV s-1 
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6. CONCLUSÕES  

 

A montagem dos eletrodos utilizando folha de poli-estireno, recoberta com 

ouro por técnica de “sputering”, e fitas de cobre servindo de contato, mostrou ser um 

sistema de fácil execução e de baixo custo para realização do trabalho. As células 

se ligaram aos eletrodos de ouro por adsorção permitindo a avaliação do sinal de 

oxidação da superfície. O processo envolvido na adsorção das células sobre o 

eletrodo provavelmente se deve a interações de grupos, de nitrogênio e/ou de 

oxigênio, expostos na superfície da célula e essa adsorção pode ser removida pela 

presença do íon cloretos. As células adsorvidas na superfície do eletrodo de ouro 

apresentaram um pico de oxidação, em um processo irreversível, em 

aproximadamente 0,50 V vs. Ag/AgCl/KClsat., quando se efetuou a varredura de 

potencial entre -0,2 e 0,8 V vs. Ag/AgCl/KClsat.. As medidas elétricas (por 

voltametria) mostraram que os soros (positivo e negativo) e o complemento não 

apresentam sinais oxidação ou redução no intervalo de potencial medido (--0,2 a 0,8 

V vs, Ag/AgCl/KClsat.).  Quando os eletrodos com células e soro positivo foi 

submetido à varredura de potencial no intervalo (-0,2 a 0,8 V vs. Ag/AgCl/KClsat.), 

apresentou o sinal de corrente amplificado, no potencial de oxidação das células 

(0,50 V), provavelmente devido a interação de substancias (anticorpos) do soro 

positivo com elementos da células.        
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