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Resumo 

 

A detecção de doenças demanda a busca por dispositivos de baixo custo, com respostas 

rápidas, sensíveis e seletivas, e que possam ser usados fora de laboratórios especializados 

(point-of-care). Isso é possível por meio do uso de imunossensores eletroquímicos eficazes no 

reconhecimento de biomoléculas (biomarcador) de relevância clínica. A eficiência dos 

imunossensores está associada a formação de monocamadas estáveis e inertes aos demais 

componentes do sistema. Filmes de peptídeos nanoestruturados contendo uma molécula redox 

ativa são úteis para o desenvolvimento de imunossensores, por serem estáveis e com 

propriedades físico-químicas controláveis. Neste trabalho, sequências peptídicas contendo uma 

molécula de ferroceno foram avaliadas na formação de monocamadas auto-organizadas. A 

melhor matriz peptídica obtida foi a de sequência Fc-Glu-Ala-Ala-Cys-NH2, com um 

rendimento global de síntese de 12%. Esse pequeno rendimento é atribuído principalmente a 

baixa estabilidade do ferroceno ao meio ácido utilizado na síntese. Sequências contendo um 

resíduo de Ala a mais ou a menos foram também avaliadas, mas com resultados inferiores em 

relação aos imunossensores obtidos. Sobre esses filmes peptídicos foram depositados 

anticorpos ou aptâmeros de DNA para a detecção da proteína CRP, que é um biomarcador de 

processos inflamatórios e doenças cardíacas. A espectroscopia de impedância eletroquímica e 

sua derivada capacitância foram utilizadas como técnicas, obtendo-se imunossensores com 

limites de detecção melhores que os já descritos na literatura, isto é, de 240 pM utilizando-se o 

anticorpo, e 7,2 pM para o aptâmero. O melhor resultado obtido para o aptâmero, pode ser 

explicado pelo seu menor tamanho em relação ao anticorpo, o que permite uma maior alteração 

eletrônica quando ocorre a ligação da CRP, resultando em uma sensibilidade do sistema quase 

8 vezes maior (87,7 %) em relação ao imunossensor constituído pelo anticorpo (11,4 %). 

Ensaios de PM-IRRAS permitiram relacionar os dados analíticos obtidos com a organização do 

sistema, sendo que quanto maior a estruturação, melhor a detecção. A aplicação do modelo de 

Langmuir-Freundlich corroborou com os resultados, demonstrando que a monocamada 

peptídica de sequência Fc-Glu-Ala-Ala-Cys-NH2 apresentou um processo de formação de SAM 

homogênea, com índice de heterogeneidade próximo a 1. Os resultados obtidos permitem 

afirmar que as monocamadas peptídicas auto-organizadas podem ser utilizadas para o 

desenvolvimento de biossensores com diferentes sistemas antígeno/anticorpo, o que permitiria 

a montagem de novos sistemas “point-of-care ”.  

 



 

Abstract 

 

Detection of diseases requires devices that can be inexpensive, with fast, sensitive and 

selective responses, and can be used outside specialized laboratories (point-of-care). This is 

possible with electrochemical immunosensors made of nanostructured films, which effective 

immobilization of biomolecules is obtained to recognize biomolecules (biomarkers) of clinical 

relevance. Nanostructured peptide films containing an active redox molecule are useful for 

immunosensors because they are stable and have controllable physicochemical properties. In 

this work, synthesis of peptides containing redox molecules of ferrocene as self-assembled 

monolayers (SAMs) were studied. The best peptide matrix comprised the sequence Fc-Glu-

Ala-Ala-Cys-NH2, with a global synthesis yield of 12%. This small yield is attributed by the 

low stability of the ferrocene in acid medium of the synthesis. Sequences containing a plus or 

minus Ala residue were also evaluated, showing poorest results than the immunosensors 

obtained. A layer of antibodies and/or aptamers of CRP, an inflammatory processes and cardiac 

disease biomarker, was deposited on these peptide films, developing an electrochemical 

immunosensor for the detection and quantification of CRP. Techniques such electrochemical 

impedance spectroscopy and its capacitance derived were performed, achieving 

immunosensors with limit of detection better than those already studied, 240 pM using the 

antibody as bioreceptor, and 7,2 pM,  for the aptamer.  The enhanced performance using the 

aptamer demonstrated better efficiency, once its smallest size allows a better change in the 

electronic system when occurs the CRP bonding, resulting in a sensitivity of the system almost 

8 times superior (87.7%) than the immunosensor constituted by the antibody (11.4%). The PM-

IRRAS assays in agreement with the data obtained demonstrated that organization of the system 

is crucial for an improved detection. The application of the Langmuir-Freundlich model also 

corroborated with the results, demonstrating that the peptide monolayer sequence Fc-Glu-Ala-

Ala-Cys-NH2 presented a homogeneous SAM formation process with a heterogeneity index 

close to 1. The results obtained enable to confirm that peptides monolayers can be used for the 

development of biosensors with different antigen/antibody systems, which would permit the 

advance of new point-of-care systems. 
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CAPÍTULO 2: INTRODUÇÃO E REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1 Enunciado do Problema 

A detecção precoce de doenças é importante para diminuir a quantidade de mortes. 

Fato esse provocado pela falta de diagnóstico, o que demanda uma busca por novos tipos de 

dispositivos para esse fim (BOHUNICKY; MOUSA, 2010; TOTHILL, 2009). Esses têm sido 

concebidos com inspiração em sistemas naturais e por meio da manipulação de estruturas 

nanoscópicas, para o que é necessária a convergência das ciências biológicas, engenharias, 

físicas e químicas (GRAÇA et al., 2018). A física e a engenharia fornecem ferramentas para 

fabricar dispositivos capazes de medir características a nível celular ou sub-celular, enquanto 

na biologia encontra-se uma gama de nanoestruturas funcionais (DUHAN et al., 2017; 

RODRIGUES et al., 2018). A combinação de tais estruturas com os dispositivos de detecção 

não é simples, e por isso recorre-se à química para a síntese de moléculas que possam 

desempenhar funções semelhantes (GRAÇA et al., 2018). Entre essas moléculas merecem 

destaque os peptídeos, que já são usados em sensores para diagnósticos e promissores na 

obtenção de dispositivos de custo acessível e de fácil manuseio (LAKSHMANAN; ZHANG; 

HAUSER, 2012). Um dos desafios encontrados para a obtenção desses dispositivos é a 

imobilização de biomoléculas com capacidade de reconhecimento molecular do analito de 

interesse, para obter alta sensibilidade e seletividade. Uma imobilização eficiente pode ser 

obtida com técnicas de formação de filmes seguido de uma matriz de reconhecimento 

molecular, enquanto a seletividade e sensibilidade dependem da estruturação eficaz do filme 

nanoestruturado (SOARES et al., 2015). Por exemplo, a matriz pode ser fabricada com técnicas 

que permitem controle da arquitetura molecular, tais como Langmuir-Blodgett (LB) (KIM et 

al., 2001), automontagem por adsorção física (Layer-by-Layer, LbL) ( RODRIGUES et al., 

2018; TANG et al., 2006)  e monocamadas auto-organizadas por adsorção química (self-

assembled monolayers, SAMs) (BOLDUC; CORREIA-LEDO; MASSON, 2012a; NEWTON 

et al., 2013), sendo que, muitas vezes pode-se usar a combinação de vários materiais em uma 

mesma unidade sensorial.  

As SAMs permitem precisão em nível atômico da superfície, sendo que devem ser 

suficientemente ordenadas para otimizar a resposta do sensor em termos de repetibilidade, 

sensibilidade e seletividade (GATTO; VENANZI, 2013a). A combinação de nanomateriais em 

alguns casos promove alto desempenho, mas a incorporação de muitos componentes pode 

tornar o processo de fabricação mais complexo e caro (GRAÇA et al., 2018). O desafio atual é 
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conseguir integrar monocamadas auto-organizadas com dispositivos cada vez mais sensíveis, 

seletivos e robustos, permitindo a identificação e quantificação de biomarcadores com 

relevância clínica em testes de rotina (TOMIZAKI; USUI; MIHARA, 2010). 

 

2.2 Biomarcadores 
 

Um biomarcador pode ser definido como uma molécula biológica (DNAs, RNAs, 

peptídeos, proteínas, etc) encontrada no sangue, soro e urina, mas também pode estar presente 

em alguns tipos específicos de células ou em outros fluídos biológicos (TOTHILL, 2009). A 

presença e o nível da concentração dos biomarcadores são essenciais para o diagnóstico precoce 

de doenças, permitindo aos profissionais da saúde adotarem decisões para o início do 

tratamento, diminuindo assim, a taxa de mortalidade (ULUDAG; TOTHILL, 2012). A 

importância do avanço científico na descoberta de biomarcadores está no fato de oferecer novas 

estratégias para diagnósticos, possibilitando a identificação de determinadas doenças, até o 

momento não identificadas, ou ainda em estado avançado da doença (TOMIZAKI; USUI; 

MIHARA, 2010). 

Muitas doenças já estão sendo detectadas devido ao desenvolvimento do uso dos 

biomarcadores, como é o caso da doença de Alzheimer, onde o principal marcador biológico é 

a proteína beta amiloide, que se acumula nas placas senis, sinais bioquímicos para diagnosticar 

a doença (HUNTER et al., 2015; VESTERGAARD et al., 2005).  

Apesar da evolução que vem ocorrendo nesse campo científico, o diagnóstico do 

câncer, por exemplo, ainda é bastante dificultado pela natureza dos marcadores biológicos, os 

quais são matrizes complexas que apresentam diversos interferentes (ULUDAG; TOTHILL, 

2012). O plasma tem sido um dos alvos para a identificação de biomarcadores no diagnóstico 

de vários tipos de câncer. Neste sentido, as proteases liberadas por células tumorais são 

candidatas à biomarcadores tumorais (LI et al., 2014). Li e colaboradores utilizaram métodos 

sensíveis como as técnicas eletroquímicas, mais especificamente a espectroscopia de 

impedância eletroquímica, no desenvolvimento de biossensores para detectar câncer de próstata 

a partir de sequências peptídicas que são alvo das proteases liberadas por este tipo de célula (LI 

et al., 2014) . Como por exemplo, a proteína PSA (antígeno prostático específico) é destacada 

como um importante biomarcador do câncer de próstata (SARKAR et al., 2002), também 

denominada de KLK3, sendo uma glicoproteína de 34 kDa, formada por 261 resíduos de 

aminoácidos e hidrolisa o peptídeo de sequência SSYSS entre os resíduos YS (LI et al., 2014). 

A PSA está presente em pequenas quantidades no soro de homens saudáveis, contudo, o câncer 
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aumenta a sua concentração, sendo utilizada como um biomarcador para a doença. Níveis de 

PSA maiores que 4 ng mL-1 já são considerados altos, levando há necessidade de biópsia 

(KHAN et al., 2018). Os resultados encontrados por Li e colaboradores sugeriram a viabilidade 

do uso de proteases no diagnóstico do câncer de próstata. O padrão de detecção foi consistente 

com o exame patológico tradicional (ELISA), provando que o método utilizado é uma 

ferramenta promissora para o diagnóstico do câncer de próstata podendo ser aplicado aos 

demais (LI et al., 2014). 

Para o câncer de pâncreas (adenocarcinoma) um biomarcador utilizado é o CA19-9, 

uma glicoproteína sintetizada pelo pâncreas humano e células do duto biliar (FRIESS et al., 

1995; SOARES et al., 2015). O CA19-9 é um epítopo da estrutura de carboidrato sializado 

Lewisa, uma proteína de mucina de alto peso molecular, sendo o único biomarcador aprovado 

pelo FDA (US Food and Drug Administration) para câncer de pâncreas (GRAÇA et al., 2018). 

Outro exemplo de biomarcador é a proteína C-Reativa (C-Reactive Protein) utilizado 

na determinação de processos inflamatórios e doenças cardíacas (BRYAN et al., 2013). Além 

disso, nas últimas décadas, estudos mostraram que a CRP também está associada ao aumento 

do risco de problemas cardiovasculares e até mesmo indícios de câncer (GUO et al., 2015). 

Trata-se de uma proteína marcadora de inflamação sistêmica de fase aguda positiva, sendo que 

sua concentração aumenta em resposta a diversos tipos de lesões (LEITE et al., 2014). A sua 

produção ocorre no fígado, e, ao contrário de outros marcadores de fase aguda, seus níveis 

permanecem relativamente estáveis durante o evento, permitindo a sua quantificação 

(JOHNSON et al., 2012). Valores de CRP entre 3 mg L-1 e 10 mg L-1 podem ser indicativos de 

situações de inflamação mínima, acima de 10 mg L-1 infecções ou processos inflamatórios mais 

intensos, e, acima de 40 mg L-1 são mais compatíveis com infecção bacteriana (GUO et al., 

2015).  

Sendo assim, a detecção e a quantificação dos biomarcadores são essenciais para o 

diagnóstico precoce e/ou emergencial de doenças, permitindo aos médicos adotarem decisões 

para o tratamento, ou até mesmo durante cirurgias, no intuito de diminuir a taxa de mortalidade 

(MULLER; DEPELSENAIRE; YOUNG, 2017; TOTHILL, 2009). Para que a detecção e 

quantificação ocorra de maneira eficaz, vários métodos estão sendo utilizados, como por 

exemplo, técnicas que envolvem ou não marcações de analitos.  
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2.3 Técnicas “Label-free x Label-Based” 

 

Atualmente os métodos para a detecção e quantificação de biomarcadores estão 

divididos em dois principais grupos: “label-based” e “label-free”. Ambas as abordagens são 

capazes de detectar uma ampla faixa de concentrações de proteínas e/ou anticorpos, como pode 

ser visto na figura 1.  

 

Figura 1. Faixas aproximadas de concentração de proteínas acessíveis para diferentes técnicas 

analíticas. 

  

Fonte: Adaptada de Tkac e Davis.  

 

As técnicas denominadas “label-based” são aquelas que necessitam de marcação ou 

funcionalização. Entre elas destaca-se o teste ELISA, baseado em reações antígeno-anticorpo 

detectáveis por meio de reações enzimáticas (DE CAMARGO et al., 1984). É uma técnica de 

alta sensibilidade, baixo limite de quantificação, baixa variabilidade, e boa reprodutibilidade 

(ENGVALL; PERLMANN, 1972). Algumas desvantagens do teste de ELISA incluem falsos 

positivos, necessidade de grande volume de amostra e reagente, e longo tempo de espera. Além 

disso, é uma técnica de alto custo e sua miniaturização é dificultosa, muitas vezes não sendo 
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suficientemente sensível para detectar biomarcadores em níveis traços (ppm/ppb) 

(BERECIARTUA, 2011). 

As técnicas denominadas “label-free”, que utilizam as propriedades intrínsecas das 

moléculas para sua detecção e quantificação, têm ganhado espaço, uma vez que, é possível o 

monitoramento em tempo real, o que possibilita desenvolver dispositivos capazes de detectar 

uma proteína no momento do ensaio. Dentre elas, destaca-se as técnicas eletroquímicas, as quais 

permitem que testes do tipo “point-of-care” sejam desenvolvidos e utilizados para diagnósticos 

precoces e ao lado do paciente (HU et al., 2017; WANG, 2006). 

 

2.4 Biossensores Eletroquímicos  
 

Ambas as abordagens citadas acima têm sido amplamente utilizadas na construção de 

biossensores, que são dispositivos que utilizam a tecnologia do reconhecimento biomolecular, 

como uma plataforma de análise seletiva para alvos relevantes (AKIBA; ANZAI, 2016; 

RODRIGUES et al., 2018). O potencial de aplicação dos biossensores varia desde o 

monitoramento ambiental, processamento de comida, controle de qualidade, até diagnósticos 

médicos (BOHUNICKY; MOUSA, 2010; CHEN; DRESKIN, 2016; SPINELLE et al., 2016). 

Clark e Lyons foram os pioneiros no campo de biossensores, quando em 1962 desenvolveram 

o primeiro dispositivo para detectar glicose (CLARK JR.; LYONS, 1962).   

Os biossensores são dispositivos utilizados principalmente devido a sua alta 

especificidade, rápida velocidade de análise e baixo custo. Possuem um bioreceptor (como por 

exemplo um anticorpo) acoplado a um transdutor, responsável por converter o sinal de interação 

biológica (podendo ser o reconhecimento de um antígeno) em outro mensurável, como, por 

exemplo, um sinal elétrico (figura 2) (MEHROTRA, 2016).  

 

Figura 2. Representação esquemática de um imunossensor. 

 

Fonte: Própria Autora. Software Power Point, 2013. 
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Os aptâmeros de oligonucleótidos de DNA ou RNA são uma plataforma receptiva 

biológica amplamente utilizadas na interface dos biossensores (CITARTAN et al., 2012). Por 

exemplo, a montagem e a otimização de ensaios de aptâmeros para detecção de lisozima, ricina, 

trombina, e proteína C-reativa já foram relatadas (CHANG et al., 2014; DANIEL et al., 2017; 

FÖRSTER et al., 2012). Os aptâmeros têm vantagens sobre os anticorpos, como a alta 

estabilidade química (resistente a ambientes agressivos). 

Além disso, os aptâmeros podem ser selecionados in vitro, para uma série de alvos 

biológicos, evitando abordagens biotecnológicas dispendiosas (algumas vezes usando animais). 

A síntese química torna o uso de aptâmeros mais simples e controlável, compreendendo 

técnicas de purificação eficientes, evitando a variação de lote para lote (MARRAZZA, 2017; 

PICCOLI et al., 2018; WU et al., 2016). Os aptâmeros permitem incorporar uma modificação 

específica no local da sequência alvo, o que se provou ser difícil quando utiliza-se anticorpos 

como receptores (KANG et al., 2009). Alguns autores realizaram ensaios com biossensores 

utilizando aptâmeros nucléicos para detectar PSA, chegando a encontrar valores de limite de 

detecção de 0,25 ng mL-1 (LIU et al., 2012). Em outro estudo, Souada e colaboradores 

realizaram, por meio de técnicas eletroquímicas a detecção de PSA a partir de um aptâmero de 

DNA, de sequência: “ATTAAAGCTCGCCATCAAATAGC”, seletivo e apresentando 

constante de afinidade aptâmero/PSA em níveis nanomolares (SOUADA et al., 2015). Além 

disso, Ikebukuro já havia patenteado a mesma sequência, demonstrando sua alta capacidade de 

reconhecimento ao alvo PSA. Em outro exemplo, Deng e colaboradores demonstraram que um 

octapeptídeo pode ser utilizado para detectar PSA, através da clivagem proteolítica da 

sequência, por meio de um sistema de transdução eletroquímica (DENG et al., 2013). Além 

disso, biossensores baseados em aptâmeros para o diagnóstico de trombina, proteína envolvida 

em eventos de coagulação, já foram bem estudados e validados (SÁNCHEZ, 2006).  

Ressalta-se que entre os biossensores, os denominados imunossensores são 

dispositivos que exploram especificamente a capacidade de reconhecimento biomolecular das 

interações anticorpo/antígeno (Ab-Ag) (MAKARAVICIUTE; RAMANAVICIENE, 2013). 

A ligação do analito com o bioreceptor induz alteração das propriedades elétricas 

passível de detecção com diferentes técnicas. Os imunossensores baseados na detecção 

eletroquímica são apropriados para comercialização, uma vez que, sua performance é atribuída 

à sua sensibilidade, especificidade, e, seletividade, mesmo quando empregado diretamente em 

matrizes complexas como soro sanguíneo (AKIBA; ANZAI, 2016; WANG, 2006). As técnicas 

eletroquímicas incluem: voltametria cíclica, amperometria, voltametria com potencial linear, 
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espectroscopia de impedância eletroquímica (EIE), entre outras (SANTOS et al., 2015; WANG, 

2006). 

 

2.5 Espectroscopia de impedância eletroquímica  

 

A espectroscopia de impedância eletroquímica (EIE) é uma técnica sensível, onde, a 

mudança da resistência de transferência de carga que ocorre na interface do sistema é acessada 

como transdutor do reconhecimento do analito, apresentando algumas vantagens comparada 

com outras técnicas eletroquímicas. A mais significante é a alta sensibilidade sem necessidade 

de marcar o alvo ou utilizar elementos secundários marcados (BOGOMOLOVA et al., 2009; 

DANIELS; POURMAND, 2007; LISDAT; SCHÄFER, 2008).  

 A impedância mede a resposta da corrente à aplicação de uma voltagem com corrente 

alternada (AC) ou polarização de corrente contínua (DC) (normalmente como função de 

frequência). De acordo com os dados obtidos, termos resistivos e capacitivos são quantificados, 

os quais respondem com alta sensibilidade às mudanças que ocorrem na interface de um 

eletrodo (XU; DAVIS, 2014). Análises de EIE estão integradas em dispositivos formados por 

filmes nanoestruturados e organizados (SAMs), dependendo da presença ou ausência da sonda 

redox (por exemplo: complexos de ferro) os processos são considerados faradaicos ou não-

faradaicos (BUENO; DAVIS, 2014a; XU; DAVIS, 2014). A voltagem senoidal aplicada ao 

sistema ocorre em torno de 5 – 20 mV de amplitude, para polarização de corrente contínua, e 

em torno de 0 mV para EIE não faradaica e, em geral < 250 mV para EIE faradaica.  

Nos ensaios faradaicos, um circuito equivalente denominado Randles é escolhido para 

analisar os componentes físicos e eletroquímicos. Três camadas são consideradas na interface: 

a dupla camada (próxima ao eletrodo), a camada de difusão e a resistência da solução. Na 

aplicação da voltagem no eletrodo/interface do eletrólito, um alinhamento e solvatação dos íons 

é iniciado ao longo do eletrodo, onde a dupla camada elétrica é gerada e associada à capacitância 

(𝐶𝑑𝑙). Para ensaios faradaicos, 𝑅𝑐𝑡 é a resistência de transferência de carga que ocorre na 

interface, sendo afetada pelo potencial onde a reação redox ocorre na superfície do eletrodo 

(figura 3a). Já a barreira de ativação gerada na interface, como resultado de impedimento 

eletrostático e/ou estérico, 𝑅𝑠, refere-se à resistência gerada na solução. A impedância de 

Warburg representa a difusão de íons na solução (𝑍𝑤) (BUENO;  DAVIS, 2014).          

Para fins analíticos, utiliza-se a impedância faradaica, por meio do monitoramento de 

𝑅𝑐𝑡 em função da concentração do analito. Dentro desses parâmetros, capacitância e resistência 

são os que respondem sensitivamente as alterações da interface. A análise da impedância é 
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realizada por meio do ajuste dos dados experimentais (gráfico de Nyquist em que a parte 

imaginária é mostrada em função da parte real  −𝑍′′versus 𝑍′, figura 3b) (BUENO; BENITES; 

DAVIS, 2016; GÓES et al., 2012; XU; DAVIS, 2014).  

Os termos de impedância e capacitância são uma relação inversa de acordo com a 

equação abaixo.  

𝑍 = [(𝑗𝜔)𝛼  𝐶]−1  

onde 𝑍 é a impedância, 𝛼 é o coeficiente empírico, 𝜔 é a frequência angular (𝜔 = 2𝜋𝑓) , 𝑓 é a 

frequência aplicada em Hz,  𝑗 é a unidade (−1)1/2 imaginária, e 𝐶 é a capacitância total 

(BUENO; MIZZON; DAVIS, 2012).  

 

Figura 3. Representação Esquemática da interface do eletrodo com seu circuito equivalente (a) e 

gráfico de Nyquist impedimétrico (b). 

 

Fonte: Xu and Jason, 2014. 

 

Aplicações dessa técnica podem ser vistas na tabela 1, onde Elshafey e colaboradores 

utilizando o biomarcador MDM 2, de tumor cerebral, construíram um imunossensor com 

anticorpos, ancorados em monocamadas constituída por cistamina em eletrodos de ouro 

modificados, alcançando limite de detecção na ordem de pg mL-1 (ELSHAFEY et al., 2013).  

Outras interfaces modificadas por cistamina e anticorpos geraram imunossensores 

eficientes para detecção de VEGF, biomarcador de câncer de mama e mioglobina (ELSHAFEY 

et al., 2013; SEZGINTÜRK, 2011). Além disso, muitos nanomateriais biocompatíveis são 

utilizados para modificação de eletrodos, como exemplo Lui e colaboradores apresentaram um 

imunossensor para diabetes utilizando o biomarcador Hb-A1c, imobilizado em nanopartículas 

sob eletrodo de carbono vítreo (LIU; IYENGAR; GOODING, 2012). 

Muitas sequências de DNA estão sendo utilizadas como bioreceptores para 

biomarcadores com relevância clínica. Recentemente um estudo para  biomarcador BRCA1 de 

câncer de mama reportou limite de detecção de 0,3 ng mL-1 utilizando digestão enzimática de 
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DNA (XU et al., 2012). Em outro exemplo foi realizada a detecção do gene relacionado a 

leucemia crônica, em eletrodos modificados por nanopartículas de ouro, com limite de detecção 

de 0,007 ng mL-1 (ENSAFI et al., 2011). 

 

 

Tabela 1. Exemplos de biossensores utilizando EIE faradaica para detecção de diferentes 

biomarcadores. 

 

Fonte: Própria Autora 

 

Em estudos pioneiros, Berggren e colaboradores através da EIE não faradaica, 

detectaram o hormônio gonadotrofina com limite de detecção de 0,001 ng mL-1, utilizando 

anticorpo monoclonal em eletrodos de ouro modificados com SAMs (BERGGREN; 

JOHANSSON, 1997). Em trabalho similar, interferon foi detectado na ordem de 10-6 (tabela 2) 

(DIJKSMA et al., 2001). 

  

 

 

Biomarcador Doença Limite de detecção 

(ng mL-1) 

Ref. 

Troponina cardíaca T Insuficiência Cardíaca 

 

0,2 (CHUA et al., 

2009) 

Alfa-fetoproteína (AFP) Câncer de Fígado 0,0005 (TANG et al., 

2011) 

Proteína C-reativa 

 

Inflamação e eventos 

cardíacos 

 

0,1 (BRYAN et al., 

2013) 

Hemoglobulina-A1c Diabetes N/A (LIU; 

IYENGAR; 

GOODING, 

2012) 

Receptor do fator de crescimento 

epidérmico 

Tumor epithelial 0,00034 (ELSHAFEY et 

al., 2013) 

Insulina Diabetes 0,007 (XU; LUO; 

DAVIS, 2013) 

hGH anticorpo monoclonal Desordem de crescimento 0.00064 (REZAEI et al., 

2009) 

MDM2 Tumor cerebral 0.00029 (ELSHAFEY et 

al., 2013) 

VEGF (Fator de crescimento 

endotelial vascular) 

Câncer de mama N/A (SEZGINTÜRK, 

2011) 

Mioglobina Doenças cardiovasculares 5,2 (RAJESH et al., 

2010) 

DNA Leucemia crônica 0,007 (ENSAFI et al., 

2011) 

BRCA1 (DNA) Câncer de mama 0,3 (XU et al., 2012) 
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Tabela 2.  Exemplos de biossensores utilizando EIE não-faradaica para detecção de diferentes 

biomarcadores. 

Fonte: Própria Autora 

 

2.6 Espectroscopia de capacitância eletroquímica  

 

Recentemente, Jason e colaboradores introduziram a espectroscopia de capacitância 

eletroquímica, um método baseado na EIE, o qual mapeia a mudança interfacial da capacitância 

redox (𝐶𝑟) como transdutor do evento capacitivo em filmes confinados, como pode ser visto na 

figura 4 (BUENO; DAVIS, 2014b; BUENO; FABREGAT-SANTIAGO; DAVIS, 2012). O 

diâmetro do semicírculo nos gráficos de Nyquist capacitivos é o valor correspondente aos 

eventos de reconhecimento, sendo que, conforme a interface é alterada, pode-se notar diferença 

nos mesmos, omitindo assim a necessidade da presença de uma sonda redox em solução. Além 

disso, já foi demonstrado que, esse sinal gerado na superfície é fundamentalmente quântico 

(BUENO; BEDATTY FERNANDES; DAVIS, 2017; BUENO; DAVIS, 2014b).  

Na presença de um filme molecular capaz de se ligar seletivamente a um analito, 𝐶𝑟 se 

torna sensível a função de concentração do alvo de interesse (figura 4). Para datar, tais interfaces 

vêm sendo criadas por imobilização covalente de bioreceptores em uma SAM mista, sendo um 

componente redox e outro servindo como âncora para o bioreceptor (FERNANDES et al., 

2013b). A camada ativa pode ser obtida recobrindo-se eletrodos através de SAMs, cuja 

interação com o analito fornece um sinal capacitivo mensurável (QURESHI et al., 2010).  

 

 

Biomarcador Doença Limite de detecção 

(ng mL-1) 

Ref. 

HCG Doença trofoblástica gestacional 0,001 (BERGGREN; 

JOHANSSON, 

1997) 

Interferon Auto-inflamação 2 x 10-6 (DIJKSMA et 

al., 2001) 

Insulina Diabetes 2 x 10-5 (XU; LUO; 

DAVIS, 2013) 

Proteína C-Reativa Inflamação e eventos cardíacos 

 

0,001 (BRYAN et al., 

2013) 
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Figura 4. Esquema representativo da mudança da capacitância redox em relação às mudanças 

interfaciais do sistema 

 

Fonte: Piccoli et al, 2018. Software Power Point, 2013.  

 

Neste caso, os dispositivos incorporam o elemento de reconhecimento sobre a 

superfície de um eletrodo metálico com características condutoras, onde o sinal de transdução 

está relacionado com a transferência eletrônica de um par redox em solução ou de alguma 

espécie eletroativa confinada, e as alterações na capacitância do sistema ocorrem devido à 

interação biológica (antígeno/anticorpo) (BRYAN et al., 2013).  

A capacitância redox é sensível a interface e ao ambiente onde os grupos redox estão 

presentes. Davis, por exemplo, demonstrou que altos valores de constante dielétrica de 

solventes utilizados causam maior polarização e dispersão energética em filmes formados por 

ferrocenil, evento esse que também influencia o reconhecimento de antígeno-anticorpo, 

tornando essa abordagem como potencial ferramenta para transdução de sinal e, 

consequentemente, para o desenvolvimento de imunossensores (BUENO; FABREGAT-

SANTIAGO; DAVIS, 2012). 

A espectroscopia faradaica de capacitância derivada da impedância foi reportada como 

alternativa à técnicas não faradaica e como exemplo, Lehr e colaboradores estabeleceram um 

ensaio sensitivo para PAP (biomarcador de câncer de próstata) e CRP, encontrando melhorados 
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limites de detecção na ordem de picomolar, com 11 e 28 pM respectivamente (LEHR et al., 

2014, 2017).  

Recentemente Piccoli e colaboradores, utilizando a capacitância redox, reportaram 

ensaio de imunossensor para proteína CRP utilizando aptâmero de DNA ancorada em 

monocamada peptídica, contendo sonda redox confinada, obtendo limite de detecção na ordem 

de 7,2 pM (PICCOLI et al., 2018).  

A utilização da molécula ferroceno nos imunossensores eletroquímicos atraiu grande 

interesse, uma vez que, a molécula apresenta um comportamento redox, e, pode ser utilizada 

como bloco de construção para ser incorporado em diversas monocamadas auto-organizadas, 

como por exemplo em peptídeos, gerando uma plataforma específica e sensível em ensaios de 

biosensoriamento eletroquímico (HEINZE; WILD; BECKMANN, 2007; MARTIĆ et al., 

2011).  

 

Figura 5. Estrutura da molécula de ferroceno redox ativa utilizada nesse trabalho. Anidrido 3-

ferrocenil propiônico.  

 

Fonte: https://www.sigmaaldrich.com/brazil.html 

 

 

2.7 Monocamadas Auto-Organizadas (SAMs) e Peptídeos 

 

As monocamadas auto-organizadas (SAMs) são de fácil preparação, não requerem 

equipamentos especializados, podem ser obtidas em diversos tamanhos, permitem o 

acoplamento do ambiente externo a um eletrônico, e possuem flexibilidade na utilização de 

grupos funcionais de maneira a formarem superfícies hidrofílicas ou hidrofóbicas (BOLDUC 

et al., 2009; GOODING et al., 2003).  SAMs devem ser química e eletroquimicamente estáveis, 

organizadas e robustas, com moléculas cujas características sejam facilmente ajustáveis. Os 

peptídeos apresentam todas essas características, incluindo compatibilidade com biomoléculas 

(NEWTON et al., 2013), e podem formar SAMS em interfaces metálicas, evitando agregação 

de moléculas não específicas (nonfouling) (CHEN; CAO; JIANG, 2009). Isso é relevante 
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porque a adsorção não específica limita a aplicação de imunossensores em ambientes biológicos 

complexos. Com filmes de aciltióis, utilizados na maioria dos imunossensores, essa adsorção 

não específica seria um problema. Os filmes com peptídeos apresentam a vantagem da 

estabilidade de ter propriedades físico-químicas controláveis, importantes para sensoriamento 

(BOLDUC et al., 2009; BOLDUC; CORREIA-LEDO; MASSON, 2012b; KNICHEL et al., 

1995).  

Neste contexto, a síntese com o protocolo Fmoc na Síntese Peptídica em Fase Sólida 

(SPFS) (MERRIFIELD, 1963) possibilita grande flexibilidade para o planejamento (design) do 

peptídeo, que pode possuir características hidrofóbicas, hidrofílicas, zwiteriônicas, com 

estrutura secundária definida ou não. Além disso, a sequência peptídica pode ser desenhada de 

maneira a conter aminoácidos que se ligam covalentemente a um eletrodo de ouro, por exemplo 

através do resíduo de cisteína (CARUSO et al., 2016; CHO; IVANISEVIC, 2005). 

Nowinski e colaboradores sintetizaram o peptídeo de sequência EKEKEKE, que 

evitou adsorção para fibrinogênio e lisozima na ordem de 38,9 e 5,3 ng cm-2 respectivamente 

(NOWINSKI et al., 2012). Demonstrou-se também que na presença de resíduos hidrofóbicos, 

a interação entre as cadeias é favorecida. Para o peptídeo de sequência EKEKEKE-PPPPC 

foram encontrados valores de 17,9 e 4,5 ng cm-2 para o fibrinogênio e a lisozima (figura 6) 

(NOWINSKI et al., 2012).  

 

Figura 6. Peptídeo all-in-one em ouro com três distintas funções incorporadas na sequência: (1) 

reconhecimento biomolecular via RGD; (2) nonfouling via EK; e (3) superfície de ancoragem através 

da sequência composta por quatro prolinas (P) e um resíduo de cisteína (C).  

 

Fonte: Figura retirada de Nowinski et al, 2012. 

 

Peptídeos não geram sinais eletrônicos mensuráveis em resposta à ligação ao alvo, 

portanto é necessário acoplar um marcador para ter um sinal mensurável. Biossensores 

eletroquímicos têm sido produzidos com peptídeos e marcadores redox, como ferroceno e azul 
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de metileno (MB), que podem detectar proteínas, proteases, ácidos nucléicos e anticorpos 

(imunossensores) (GONZÁLEZ-FERNÁNDEZ et al., 2016). Sensores já foram construídos, 

por exemplo, com peptídeos helicoidais de aminoácidos não naturais como o carbono alfa tetra-

substituído (ácido alfa aminobutírico – conhecido como Aib) e funcionalizados na porção N-

terminal por ácido lipóico (GATTO; VENANZI, 2013b). Peptídeos helicoidais apresentam 

condução eletrônica determinada por dois mecanismos competitivos: tunelamento (supertroca 

através da ponte peptídica, que predomina para peptídeos menores) e hopping de elétrons 

através das regiões de amida (GATTO; VENANZI, 2013b; LONGO et al., 2015). O último 

mecanismo permitiu a transferência eletrônica de longo alcance, com distâncias manométricas. 

Além disso, peptídeos helicoidais formam filmes nanoestruturados cujo comportamento é 

definido pela estrutura secundária e agem como mediadores para transferência eletrônica 

(GATTO; VENANZI, 2013b).  

A estratégia se torna completa com a funcionalização na região C-terminal com 

cisteína ou ácido lipóico (interação Au-S) e uma estrutura secundária helicoidal, como os 

resíduos de Aib (ácido alfa aminobutírico) (GATTO; VENANZI, 2013b). A funcionalização 

da porção N-terminal com grupos eletroativos também garante que o mesmo esteja 

suficientemente longe da superfície do ouro para evitar interações ouro/sonda, e que a solução 

eletrolítica seja acessível. Outra vantagem é que o peptídeo na SAM seja rígido, minimizando 

o desordenamento terminal e os efeitos da dinâmica das cadeias. Peptídeos formados por 

resíduos de Aib e Ala (alanina), funcionalizados por resíduo de 2,2,6,6-tetramethylpiperidine-

1-oxyl-4-amino-4-carboxylix acid, conhecido como TOAC, foram investigados por Gatto e 

colaboradores (GATTO; VENANZI, 2013a), e peptídeos formados por resíduos de Ala e 

funcionalizados por ferroceno foram utilizados em biossensores eletroquímicos por Piccoli e 

colaboradores (PICCOLI et al., 2018; SANTOS et al., 2015). 

Zaitouna e colaboradores utilizaram peptídeos com azul de metileno para imunossensor 

de HIV, obtendo resultados adequados com recobrimentos moleculares para filmes densamente 

empacotados de 3.0 x 10-11 mol cm-2 (ZAITOUNA; MABEN; LAI, 2015). Gonzalez-Fernandez 

et al demonstraram que peptídeos funcionalizados com MB levam a sensores com desempenho 

superior aos obtidos com peptídeos funcionalizados com molécula de ferroceno. Para o sensor 

de tripsina, por exemplo, obteve-se um limite de detecção de 250 pM com azul de metileno 

(ZAITOUNA; MABEN; LAI, 2015) utilizando técnica eletroquímica para detecção 

(GONZÁLEZ-FERNÁNDEZ et al., 2016).  

Na tabela 3 pode-se notar os numerosos trabalhos datados com peptídeos na fabricação 

de sensores utilizando diferentes métodos eletroquímicos. Os mesmos podem variar desde sua 
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utilização em filmes nanoestruturados (formação de SAMs) como as sequências EKEKEKE-

PPPPC, SGSGSG, LA-Aib4-Trp-Aib(OtBu), ou, como moléculas bioreceptores de um alvo de 

interesse. Por exemplo os autores Etayash e colaboradores identificaram células de câncer de 

mama através peptídeo de sequência WxEAAYQrFL com limite de detecção de 50-100 células 

mL-1 (ETAYASH, 2015). Além disso, mais recentemente, Leo e colaboradores utilizando filme 

de peptídeo com sequência CGSGSGS, e o peptídeo QLGPYELWELSH como receptor,  

conseguiram identificar anticorpos de Rituximab, resultados esses importantes para o avanço 

do campo de peptídeos em sensoriamento (LEO et al., 2015).   
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Tabela 3. Revisão de Peptídeos Utilizados em Sensores. 

Fonte: Própria Autora 

Nesse trabalho, buscou-se a construção de imunossensores eletroquímicos, utilizando 

filmes peptídeos nanoestruturadas para imobilizar o anticorpo e aptâmero (DNA) de CRP 

Ref Técnicas 

utilizadas 

Peptídeo como SAMs Peptídeo como Bioreceptor 

(ETAYASH, 2015) Micro cantilever --- WxEAAYQrFLC 

(GATTO; VENANZI, 

2013b) 

VC Lipoic Acid-Aib4-Trp-

Aib(OtBu) 

-- 

(GONZÁLEZ-

FERNÁNDEZ et al., 

2016) 

VOQ Ahx 

PEG 

Fc-FRR 

Fc-frr 

(CUI et al., 2017) EIE EKEKEKE-PPPPC --- 

(LEO et al., 2015) QCM, AFM, 

EIE, elipsometria 

CGSGSGS WPRWLEN 

(CUI et al., 2017) QCM, AFM, 

EIE, elipsometria 

CGSGSGS QLGPYELWELSH 

(LI et al., 2012) VOQ MUA RGTWEGKWK-Fc 

(LI, 2013) VC MCH YHWYGYTPQNVI 

(PAWLOWSKI et al., 

2012) 

AFM and VC (Boc)-Cys-(S-Acm)-

(Ala-Leu)n-NH-

(CH2)2-SH 

--- 

(VALENCIA et al., 

2016) 

VC --- Fc–Ahx–SPINNTKPHEAR 

(ZAITOUNA; 

MABEN; LAI, 2015) 

VCA e VC --- EAAEWDRVH P-K-MB 

(ZAITOUNA; 

MABEN; LAI, 2015) 

VCA e VC SGSGSG EAAEWDRVH P-K-MB 

(ZAITOUNA; 

MABEN; LAI, 2015) 

VCA e VC EKEKEK EAAEWDRVHP-K-MB 

(JING et al., 2015) VC, DPV, SEM e 

TEM 

--- biotin–GPLGVRGKGGC 

(MANNOOR et al., 

2010) 

EIE --- GIGKFLHSAGKFGKAFVGEIMKS 

(HE et al., 2015) VC, LSV e SEM --- CHSSKLQK 

(SHANG et al., 2011) QCM, VC, EIE e 

AFM 

CGSGSGS QLGPYELWELSH 

(YANG et al., 2017) VC e XPS --- PGGSTPVSRANMKYYYYYY 



96 

 

CAPÍTULO 5: CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS FUTURAS 
 

5.1 Conclusões  

 

A síntese de peptídeos em fase sólida possibilitou a obtenção de peptídeos marcados com 

uma sonda redox. Os peptídeos foram sintetizados contendo uma molécula de ferroceno, 

possibilitando assim, uma abordagem eletroanalítica.  

Os peptídeos desenhados nesse trabalho possibilitaram a formação de monocamadas 

auto-organizadas. Essas foram confirmadas por meio da voltametria cíclica realizada após 

imobilização do peptídeo ao eletrodo (presença dos picos anódicos e catódicos). As interfaces 

formadas, após a ligação do anticorpo ou do aptâmero, foram adequadas para detectar e 

quantificar a proteína CRP com baixo limite de detecção (0,24 nmol L-1), por meio do 

biosensoriamento capacitivo redox. A capacidade de detectar o alvo está relacionada com a 

resposta capacitiva da sonda redox ligada aos peptídeos, a qual se mostrou sensível a alterações 

no seu ambiente (interação anticorpo-antígeno) e da transmissão dessa perturbação para o ouro.  

Ressalta-se que, além de apresentar sensibilidade similares ou superiores aos aciltióis, 

os imunossensores formados pelos peptídeos possuem outra vantagem, que é a propriedade 

não-incrustantes.  

Os resultados aqui apresentados destacam a utilidade e o promissor potencial de 

peptídeos eletroativos para o desenvolvimento de técnicas “label-free” sensíveis e seletivas para 

diferentes biomarcadores relacionados a outros tipos de doenças, utilizando biosensoriamento 

capacitivo redox.  

Em resumo, este trabalho introduziu peptídeos que ao se ligarem a superfície de ouro 

formam monocamadas auto-organizadas e com boas características físico-químicas e 

bioquímicas. Estas novas interfaces podem servir como uma alternativa para as monocamadas 

tradicionais, como os alciltióis. Somado a isto, a estrutura da monocamada peptídica é 

homogênea e possui como componente único o peptídeo redox, isto é, já contendo o ferroceno 

e o sítio de ancoragem de receptor. As SAMs de aciltióis são mistas, cadeias contendo sonda 

redox misturadas com cadeias sem a sonda, podendo apresentar regiões não homogêneas.   

As monocamadas peptídicas podem desempenhar um importante papel como filmes 

nanoestruturados para utilização em biossensores. Os peptídeos permitem minimizar os efeitos 

de agregação de outras moléculas não específicas e diminuir etapas na construção do 

imunossensor, facilitando o controle das propriedades do filme. Assim, espera-se gerar sensores 

mais sensíveis, seletivos e estáveis. A validação de sensores utilizando SAM peptídicas foram 

realizadas nesse trabalho, permitindo que diferentes biomarcadores possam agora ser avaliados. 
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Desta forma, acredita-se que, os sensores com peptídeos possam se tornar uma ferramenta 

relevante na medicina. 
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APÊNDICE 1: Peptídeo sem Ferroceno 
 

Peptídeo Ac-Glu-Ala-Ala-Cys-NH2 

 

O trabalho utilizou peptídeos contendo a sonda redox ferroceno confinada na 

monocamada, principalmente para que não houvesse necessidade da mesma em solução. Porém 

alguns testes também foram realizados com o peptídeo contendo duas alaninas e sem a presença 

do ferroceno, e os resultados encontram-se abaixo.  

Como o ferroceno era colocado na extremidade N-terminal, eliminando a carga do 

grupo amino, para esse peptídeo foi necessário o processo de acetilação, assim a extremidade 

amino não ficaria carregada positivamente, atrapalhando a imobilização do receptor ao grupo 

carboxila do ácido glutâmico.  

 

Figura 42. Estrutura química do peptídeo sem ferroceno Ac-Glu-Ala-Ala-Cys-NH2. 

 

Fonte: Própria Autora. Software PepDraw online. 

 

 

As medidas eletroquímicas foram realizadas na presença de ferroceno metanol 1 mM 

em PBS. Após imobilização do peptídeo no ouro o voltamograma demonstrou o bloqueio do 

sistema como pode ser visto na figura 43. As medidas de EIE foram realizadas em potencial de 

circuito aberto. O recobrimento molecular encontrado foi de 1.4 x 10-10 mol cm-2. O espectro 

de FTIR do peptídeo apresentou uma banda em torno de 1654 cm-1 de amida I em concordância 

com o peptídeo com ferroceno (figura 44).  
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Figura 43. Voltametria cíclica do peptídeo Ac-Glu-Ala-Ala-Cys-NH2 após formação da SAM 

(velocidade de varredura de 100 mv s-1 e voltametria de dessorção do tiol em KOH para cálculo de 

recobrimento molecular. 
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Fonte: Própria Autora. Software Origin Pro 8.0. 

 

Figura 44. Espectro de FTIR do peptídeo Ac-Glu-Ala-Ala-Cys-NH2. 
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Fonte: Própria Autora. Software Origin Pro 8.0. 

 

 

Estudos de estabilidade foram realizados com o eletrodo imerso em PBS durante 30 min 

e medidas consecutivas de EIE de uma em uma hora, durante 6 h (figura 45). A SAM peptídica 

demonstrou ser estável com mínima alteração no sinal de resistência de transferência de carga 

(𝑅𝑐𝑡). Os erros da figura 46 b estão relativamente altos devido a grande diferença nos valores 

de 𝑅𝑐𝑡 entre os 3 eletrodos testados.  
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Figura 45. Estabilidade da SAM peptídica Ac-Glu-Ala-Ala-Cys-NH2. Diagrama de Nyquist após cada 

incubação em PBS e sua respectiva mudança relativa nos valores de 𝑹𝒄𝒕 . 
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Fonte: Própria Autora. Software Origin Pro 8.0. 

 

 

Após o peptídeo ter sido imobilizado sobre eletrodo de ouro, e sua estabilidade testada, 

ensaios de seletividade foram realizados incubando-se o eletrodo com CRP, HSA (soro 

albumina humana) e soro diluído (50%), nesse experimento o eletrodo continha apenas o 

peptídeo e não o bioreceptor. Os resultados encontram-se na figura 46.  

 

Figura 46. Resposta de impedância da monocamada peptídica Ac-Glu-Ala-Ala-Cys-NH2 após 

incubação com CRP, HSA e Soro e sua respectiva resposta relativa. 
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Fonte: Própria Autora. Software Origin Pro 8.0. 
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A monocamada constituída pelo peptídeo então foi ativada com EDC/NHS e o 

aptâmero de DNA foi ancorado, mudanças de 𝐑𝐜𝐭 podem ser vistas na figura 47, demonstrando 

que o imunossensor poderia ser construído com sucesso a partir de um filme com peptídeo e 

sonda redox em solução. 

A diferença aqui encontrada é que, o valor da transferência de resistência de carga 

diminui quando o aptâmero está presente, bem como após bloqueio com BSA, em concordância 

com os resultados dos espectros de PM-IRRAS mostrados na figura 50.  

 

 

Figura 47. Diagrama de Nyquist impedimétrico para a SAM do peptídeo Ac-Glu-Ala-Ala-Cys-NH2 

(vermelho) após o aptâmero ser ancorado (azul) e depois do bloqueio com BSA (amarelo).  
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Fonte: Própria Autora. Software Origin Pro 8.0. 

 

 

O imunossensor foi então submetido as diferentes concentrações de CRP e uma curva 

de calibração foi obtida (figuras 48 e 49). Os parâmetros analíticos encontram-se na tabela 14. 

Os resultados mostraram que o peptídeo sem ferroceno é satisfatório para uso em sensores e 

ensaios de impedância puderam ser realizados. 
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Figura 48. Resposta Relativa (RR%) do imunossensor formado pelo peptídeo Ac-Glu-Ala-Ala-Cys-

NH2 após cada concentração de CRP e diagrama de Nyquist do mesmo. 
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Fonte: Própria Autora. Software Origin Pro 8.0. 

 

 

Figura 49. Resposta relativa (RR (%)) do imunossensor em relação ao log das diferentes 

concentrações de CRP utilizadas. 
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Fonte: Própria Autora. Software Origin Pro 8.0. 

 

 

 

Tabela 14. Parâmetros Analíticos para o imunossensor formado por SAM peptídica Ac-Glu-Ala-Ala-

Cys-NH2.  

 

 

 

 

Fonte: Própria Autora. 

 

Intervalo Linear (pM) 10 - 5000  

Sensibilidade por década (%) 16,7 ± 1.13 

R2 0,97 

LDD (nM) 0,4 
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Para o peptídeo que não possui ferroceno em sua extremidade N-terminal as bandas 

de amida II não aumentam linearmente com a adsorção dos anticorpos e antígenos, elucidando 

que o mecanismo de detecção está relacionado tanto com a interação específica quanto à 

orientação molecular dos dipolos, que muda com a adsorção do CRP nos filmes 

nanoestruturados (figura 50). Este comportamento deve-se, provavelmente, à ausência do grupo 

ferroceno na molécula do peptídeo, que torna a monocamada peptídica menos organizada. Em 

concordância as medidas de impedância eletroquímica demonstraram que a formação da 

monocamada de peptídeos nos eletrodos de Au gera uma resistência de transferência de carga 

de aproximadamente 7500 Ω, que abaixa para 3800 Ω após a imobilização do anticorpo anti-

CRP, seguido de um novo aumento da resistência para 4400 Ω após a interação Ab-Ag, 

corroborando os resultados de PM-IRRAS.  

 

 

Figura 50. Espectro de PM-IRRAS para o imunossensor com filme contendo o peptídeo Ac-Glu-Ala-

Ala-Cys-NH2. 

 

Fonte: Própria Autora. Software Origin Pro 8.0. 
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APÊNDICE 2: Peptídeo com Ferroceno Ácido Carboxílico 
 

Além dos peptídeos sintetizados durante o doutorado outras moléculas foram testadas. 

No intuito de diminuir o custo e aumentar o rendimento de síntese foi testado um outro tipo de 

ferroceno para acoplamento na região N-terminal dos peptídeos, a molécula de ferroceno ácido 

carboxílico. 

A mesma foi acoplada utilizando os ativadores HCTU/DIEA durante 2 h, conforme 

procedimento para acoplamento de aminoácidos, uma vez que esse ferroceno possui um ácido 

carboxílico não ativo no anel (figura 51). Esse ferroceno, em comparação com o anidrido de 

ferroceno utilizado nos peptídeos já explicados, possui dois grupos CH2 a menos.  

 

Figura 51. Estrutura química do ferroceno ácido carboxílico. 

 

Fonte: https://www.sigmaaldrich.com/brazil.html 

 

Quando o peptídeo Fc-Glu-Ala-Ala-Cys-NH2 foi sintetizado com essa molécula, o 

resultado eletroquímico não foi satisfatório, e demonstrou um comportamento diferente do que 

já havia sido obtido em relação ao outro (com molécula de anidrido de 3-ferrocenopropiônico). 

Como pode-se ver na figura 52, o voltamograma já não possui picos definidos como esperado, 

e o potencial formal agora ocorreu em torno de 0,55 V, o que acabou gerando diagramas de 

Nyquist capacitivos com valores de 𝐶𝑟 menores que os anteriores, e além do que, o sistema 

exibiu completa instabilidade frente aos ensaios. A monocamada variou de sinal em torno de 

50% em 24 h, o que inviabiliza a construção do imunossensor. É importante ressaltar que a 

presença de dois grupos CH2 podem afetar a capacidade eletrônica da sonda redox e a 

cristalinidade da SAM, o que poderia estar afetando sua eficácia como componente do 

biossensor. Este dado mostra a importância da escolha da sonda redox para a formação do 

biossensor eletroquímico.  
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Figura 52. Voltametria cíclica para o peptídeo Fc-Glu-Ala-Ala-Cys-NH2 com ferroceno ácido 

carboxílico (a) e diagrama de Nyquist capacitivo (b). 

 

Própria Autora. Software Origin Pro 8.0. 

 

 O espectro de PM-IRRAS para esse peptídeo se distingue dos anteriores apenas na 

diminuição da área/intensidade das bandas quando em contato com Anti-CRP e CRP como 

pode ser visto na figura 53, e o mesmo deslocamento em 1180 cm-1 ocorre para esse sistema. O 

que demonstra uma mudança da posição dos grupos amida I e II, deduzindo que não há 

formação de uma monocamada compacta desejável. 

 

Figura 53. Espectro de PM-IRRAS para o peptídeo com ferroceno ácido carboxílico Fc-Glu-Ala-Ala-

Cys-NH2. 

 

Fonte: Própria Autora. Software Origin Pro 8.0. 
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