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1. INTRODUÇÃO 

 

Assim como na artrite reumatóide, o TNF- α pode encontrar-se de forma 

desregulada em outras doenças como o cancro (câncer), lúpus eritematoso sistêmico 

(LES), doença inflamatória do intestino (doença de Crohn, Colite ulcerativa), psoríase, 

doenças pulmonares (Fibrose cística (FC), Asma), espondilite anquilosante, transplante 

(doença do enxerto contra hospedeiro, rejeição do aloenxerto), aterosclerose, 

calcificação arterial, doenças neurodegenerativas (Esclerose múltipla (EM), doença de 

Alzheimer, doença de Prion, doença de Parkinson) (IBL, 2012). 

A ligação do TNF-α com doenças autoimunes está bem estabelecida e a 

incidência destas enfermidades tem aumentado gradativamente nos últimos anos, com 

um valor estimado de prevalência acima de 2% da população geral. Somente a AR já 

tem uma prevalência estimada entre 0,5 - 1% da população mundial, variando conforme 

o grupo populacional estudado. Um dos tratamentos-chave dessas doenças é a 

neutralização ou bloqueio de citocinas, presentes nestes processos inflamatórios, como 

o TNF-α. (CASTRO-LÓPEZ et al., 2014; TOBÓN et al., 2010). 

Os agentes biológicos usados e difundidos para o tratamento de doenças 

autoimunes são frutos de pesquisas e descobertas em Biotecnologia, que permitiram o 

desenvolvimento de anticorpos monoclonais terapêuticos, dentre quais se destacam os 

que neutralizam ou atuam como receptor para fator de necrose tumoral alfa (TNF-α), 

denominados anti-TNF-α. Estes imunobiológicos apresentam vantagem sobre outros 

medicamentos, como os DMARDs clássicos por sua especificidade contra alvos 

terapêuticos definidos e com papel conhecido no tratamento de algumas doenças 

(MACHOLD et al., 2006; SOCIEDAD CHILENA DE REUMATOLOGIA, 2008; 

MORENO et al., 2006; CRUVINEL et al., 2008; CARVALHO JUNIOR et al., 2009). 

A neutralização ou o bloqueio da ação do TNF-α pode melhorar o prognóstico 

de inúmeras doenças, como as já mencionadas, com relevante importância clínica, uma 

vez que sua detecção no plasma sanguíneo pode ajudar no diagnóstico da doença e na 

inspeção do progresso da patologia (KONGSUPHOL et al., 2014). 

Vários neutralizadores ou bloqueadores de TNF-α foram desenvolvidos ao longo 

dos últimos anos. No Brasil, estão disponíveis o Remicade® (infliximabe), o Enbrel® 

(etanercepte), o Humira® (adalimumabe), o Simponi® (Golimumbe) e o Cimzia® 

(Certolizumabe) que ainda não possuem relatos de superioridade terapêutica em relação 

à outros antiinflamatórios comuns. Entretanto, o acesso à terapia limitado, a ocorrência 
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de efeitos adversos, alto custo do tratamento, aplicação em nível hospitalar, variável 

eficácia do tratamento entre os pacientes e a perda da resposta de drogas pela evolução 

da doença, obriga o monitoramento de TNF-α, em pacientes usando soro ou plasma para 

avaliar tanto a eficácia do tratamento como o prognóstico da doença (CASTRO-LÓPEZ 

et al., 2014; ANVISA, 2013; FALEIRO et al., 2011; CENTOCOR, 2010). 

Apesar de eficientes os imunobiológicos, utilizados na terapia anti-TNF, podem 

desencadear efeitos indesejáveis como o surgimento de síndromes semelhantes ao lúpus 

induzido por fármacos, que para seus sintomas remitirem precisa ter o uso suspenso, 

assim que identificada a suspeita dessa síndrome (FURST et al., 2005). Essa terapêutica 

também pode induzir a formação de anticorpos antinucleares (ANA), evento frequente 

em doentes sob terapêutica com infliximab, embora sem significado clínico ainda 

elucidado. (BRAUN; SIEPER, 2004). 

O TNF-α por ser uma citocina importante no controle de doenças infecciosas, a 

terapia anti-TNF tem se tornado uma preocupação no tocante de existir poucas 

informações e pelo surgimento de infecções oportunistas durante o seu uso, como a 

Tuberculose Latente, e o aparecimento de infecções granulomatosas, como a listeriose, 

coccidiomicose ou histoplasmose (FALEIRO et al., 2011; CRAVO et al., 2006). 

A quantificação de TNF-α em soro humano tanto em rotina laboratorial médica 

quanto de pesquisa é realizada pelos testes imunoenzimáticos de absorbância (ELISA), 

considerados ainda o padrão ouro (SHRIVASTAVA et al., 2014). Existem inúmeros 

“kits” comerciais disponíveis no mercado com alta sensibilidade e eficiência. 

Entretanto, esta técnica apresenta altos custos, com necessidade de laboratório equipado 

e recursos humanos bem treinados para execução, além de múltiplas etapas para 

realização e tempo mínimo de quatro horas para obtenção do resultado final. 

Com o intuito de simplificar os processos de detecção, encurtar o tempo de 

análise, melhorar a sensibilidade e reduzir custos, os biossensores de quantificação de 

TNF-α estão sendo desenvolvidos. (KONGSUPHOL et al., 2014). 

Os biossensores são sistemas analíticos que fazem uso de materiais biológicos 

tais como tecidos, microrganismos, organelas, receptores celulares, enzimas, anticorpos, 

ácidos nucléicos, dentre outros, derivados biológicos como anticorpos e proteínas 

recombinantes, etc., ou biológicos sintéticos, em superfícies de transdutores físico-

químicos ou microssistemas integrados, ópticos, eletroquímicos, termométricos, 

piezoelétricos, magnéticos ou micromecânicos (LAZCKA et al., 2007; LIMA, 2008). 



11 
 

 

O elemento principal de um biossensor é a camada sensora, constituída por 

biomoléculas que proporcionam seletividade ao sistema. O uso de material biológico, 

bem como a escolha do transdutor, dependem fundamentalmente do tipo de amostra a 

ser analisada e do tipo de medida a qual se almeja. Sendo assim, a parte biológica do 

processo determina o grau de seletividade ou especificidade do biossensor, sendo este 

reconhecimento seletivo o principal objetivo no desenvolvimento desta tecnologia 

(MELO, 2008). 

Os métodos electroquímicos, executados por biossenssores são atualmente um 

foco de investigação, apesar das dificuldades referentes à reprodutibilidade desses 

métodos e a estabilidade de enzimas e outros agentes. Por isso, podem ser encontrados 

na literatura muitos estudos sobre o desenvolvimento de novos materiais transdutores, 

assim como técnicas de imobilização (GIL; MELO, 2010). 

Pelo exposto, o presente estudo teve por finalidade desenvolver um 

imunossensor para quantificação de TNF-α circulante utilizando a espectroscopia de 

impedância eletroquímica (EIS).  

O trabalho desenvolvido está exposto em duas partes, em formato de artigos 

científicos que serão submetidos a revistas distintas e que, se dividem em: Parte 1 – 

Artigo de Revisão Sobre Imunossenssores Eletroquímicos e suas aplicações e Parte 2 – 

Artigo Científico Sobre Imunossensor de Pasta de Carbono para detecção de Fator de 

Necrose Tumoral Alfa (TNF-α), por meio de Espectroscopia de Impedância 

Eletroquímica (EIS). 

Esse imunossensor desenvolvido servirá de base para futuros testes clínicos de 

monitoramento, em tempo real, do TNF-α liberado (no sangue, ou no plasma, ou na 

saliva), para o diagnóstico e a seleção de conduta terapêutica administrada em pacientes 

portadores de doenças autoimunes ou de outras patologias inflamatórias crônicas. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivos Gerais 

 

Desenvolver um imunossensor para detecção de TNF-α circulante, baseado na 

interação antígeno-anticorpo pelo método de espectroscopia de impedância 

eletroquímica (EIS). 

 

2.2 Objetivos Específicos 

 

a) Testar técnica de modificação do eletrodo; 

b) Investigar metodologia de construção de monocamada automontada para 

imobilização do anticorpo na superfície do eletrodo; 

c) Testar técnica de imobilização de anticorpos sobre eletrodo; 

d) Identificar as interações bioquímicas e eletroquímicas do TNF-α; 

e) Construir curva analítica de resposta do biossensor proposto para avaliar a 

linearidade de resposta. 
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3. METODOLOGIA 

 
 O desenvolvimento e resultados do Estudo para desenvolver Imunossensor para 

detecção de TNF-α por espectroscopia de impedância eletroquímica serão apresentados 

em duas Partes. 

 
 

3.1 Parte 1 

 

Artigo de Revisão Bibliográfica Intitulado “Imunossenssores eletroquímicos e 

suas aplicações”, que após defesa de Dissertação e aprovação pela Banca Examinadora 

foi submetido e aceito para publicação na Revista Científica Scientia Amazônia. 

 

 

3.2 Parte 2 

 

 Artigo Científico com metodologia desenvolvida, resultados e discussão sobre o 

trabalho desenvolvido. Intitulado “Imunossenssor de Pasta de Carbono para detecção de 

Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF-α), por meio de Espectroscopia de Impedância 

Eletroquímica (EIS)”, que após defesa de Dissertação e aprovação pela Banca 

Examinadora será submetido à Revista Científica Biosensors and Bioelectronics. 
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Resumo 
Imunossensor é um sistema baseado na interação imune de reconhecimento antígeno-anticorpo, que 

envolve imobilização de antígenos ou anticorpos sobre a superfície transdutora, com consequente emissão 

de sinais durante essa interação de reconhecimento molecular. Os tipos de transdutores disponíveis são os 

físico-químicos ou microssistemas integrados, ópticos, eletroquímicos, termométricos, piezoelétricos, 

magnéticos ou micromecânicos. Diversos imunossensores estão sendo desenvolvidos para simplificar os 

processos de detecção, diminuir o tempo de análise, melhorar a sensibilidade e reduzir custos. Dentre as 

técnicas de detecção a eletroquímica gera dados de elevada qualidade e é indicada para detecção de 

citocinas, proteínas, enzimas e outras substâncias. A pesquisa bibliográfica que subsidiou essa revisão foi 

baseada em trabalhos publicados nos últimos 20 anos (1996 a 2016), obtidos nas Bases de dados 

Científicos como ScienceDirect, Periódicos Capes, Scopus e Lilacs e, ao final foram selecionados 2.332 

artigos, que utilizaram a técnica eletroquímica. Dentre as vantagens dessa técnica têm-se a diversidade de 

opções que estão disponíveis para o público em termos de eletrodos, instrumentos, marcadores 

enzimáticos e reagentes. Além de apresentarem pequeno nível de interferências eletroquímicas em 

amostras clínicas ou alimentares complexas, redução ou eliminação de etapas de lavagem ou adição de 

reagentes externos acoplados com o baixo custo e a facilidade de uso de instrumentação para o 

diagnóstico rápido, prevenção e tratamento de muitas doenças, incluindo doenças infecciosas e 

autoimunes. 

Palavras-Chave: transdutor, doenças autoimunes, citocinas, anticorpos, biossenssor. 

 

Abstract 
Immunosensor is an immune system based on the interaction of antigen-antibody recognition, which 

involves immobilizing antigens or antibodies on the transducer surface, with consequent emission of 

signals during this molecular recognition interaction. The types of transducers are available 

physicochemical or integrated microsystems, optical, electrochemical, thermometric, piezoelectric, 

magnetic or micromechanical. Several immunosensors are being developed to simplify the detection 

process, reduce the analysis time, improve the sensitivity and reduce costs. Among the detection 

techniques electrochemical generates high quality data and is suitable for detection of cytokines, proteins, 

enzymes and other substances. The literature that supported the review was based on papers published in 

the last 20 years (1996-2016), obtained from Scientific databases like ScienceDirect, Capes, Scopus, and 

Lilacs and at the end we selected 2,332 articles, which used the technique electrochemistry. Among the 

advantages of this technique are the diversity of options that are available to the public in terms of 

electrodes, instruments, reagents and enzyme markers. In addition to having low electrochemical 

interferences in complex clinical or food sample, reduction or elimination of washing steps or the addition 

of external reagents coupled with the low cost and ease of instrumentation used for fast diagnosis, 

prevention and treatment of many diseases including infectious and autoimmune diseases. 

Key-words: transducer, autoimmune diseases, cytokines, antibodies, biosensor. 
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1. Introdução 
 

Biossensores são sistemas analíticos 

constituídos de materiais biológicos como tecidos, 

microrganismos, organelas, receptores celulares, 

enzimas, anticorpos, ácidos nucléicos, dentre 

outros; ou derivados biológicos como anticorpos 

recombinantes, proteínas recombinantes, etc.; ou 

biológicos sintéticos, que são acoplados a 

superfícies de transdutores físico-químicos ou 

microssistemas integrados, ópticos, 

eletroquímicos, termométricos, piezoelétricos, 

magnéticos ou micromecânicos (LAZCKA et al., 

2007). Figura 1.  

 

 

 

 

 
 

Figura 1: Esquema representativo de Biossensores. Baseado em: MARTINS, et al., 2013. 

 

 

 
A camada sensora, constituída por 

material biológico, derivados biológicos ou 

biológicos sintéticos, os quais proporcionam 

seletividade ao sistema, é o elemento principal de 

um biossensor. O material biológico e o 

transdutor, dependem fundamentalmente do tipo 

de amostra a ser analisada e o tipo de parâmetro a 

ser medido. A porção biológica do processo é a 

responsável pela seletividade ou especificidade do 

biossensor, principal objetivo no desenvolvimento 

desta tecnologia (LAZCKA et al., 2007). 

Diversos componentes biológicos podem 

ser utilizados no desenvolvimento de biossensores 

e podem ser baseados na ligação antígeno-

anticorpo, hibridização de ácidos nucléicos, 

aptâmeros, enzimas e biorreceptores. Os 

biossensores auxiliam no diagnóstico de doenças e 

no monitoramento médico pela da detecção de 

agentes infecciosos, de anticorpos e de 

biomarcadores, etc. (CALIL; SILVA, 2014; 

CHUNG et al., 2006; GIL et al., 1999; GONG et 

al., 2007; MORGAN et al., 1996; RICCARDI, 

2012; SHANKARAN et al., 2007, RICCI et al., 

2012, MOHAMMED; DESMULLIEZ, 2011). 

Imunossensor é um biossensor que emite 

sinais elétricos, ópticos, eletroquímicos, 

termométricos, magnéticos ou micromecânicos, 

dentre outros, após o reconhecimento do antígeno 
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(citocinas ou outras proteínas, açúcares, 

hormônios, ácidos nucleicos, etc.) pelo anticorpo, 

ou vice-versa. A técnica de análise é baseada na 

imobilização de antígenos ou de anticorpos sobre 

a superfície transdutora, que transmite sinais 

durante a interação e o reconhecimento molecular 

(CALIL; SILVA, 2014; CHUNG et al., 2006; GIL 

et al., 1999; GONG et al., 2007; MORGAN et al., 

1996; RICCARDI, 2012; SHANKARAN et al., 

2007, RICCI et al., 2012, MOHAMMED; 

DESMULLIEZ, 2011). 

Com o intuito de simplificar os processos 

de detecção, reduzir o tempo de análise, melhorar 

a sensibilidade e reduzir custos, estão sendo 

desenvolvidos diversos imunossensores. Dentre as 

técnicas de detecção final a eletroquímica, 

determinação óptica tais como métodos 

biofotônicos geram dados confiáveis e de 

qualidade, e têm sido frequentemente utilizadas 

para a detecção de antígenos, como citocinas, 

enzimas dentre outras substâncias. Os métodos 

ópticos requerem equipamentos complexos, 

assim, o desenvolvimento de métodos 

alternativos, como os eletroquímicos, que 

fornecem ótimos resultados com procedimento de 

simples execução é cada vez mais requisitado 

(KONGSUPHOL et al., 2014). 

 

2. Material e Método 
A pesquisa bibliográfica que subsidiou a 

presente revisão foi baseada na consulta de 

trabalhos publicados nos últimos 20 anos (1996 a 

2016), obtidos nas seguintes Bases de dados 

Científicos: ScienceDirect, Periódicos Capes, 

Scopus e Lilacs.  

Como unitermo foi utilizado 

“Immunosensors”, “Immunosensor” 

“Imunossensores”, “Imunosensores”. 

No total foram obtidos inicialmente 

13.126 arquivos distribuídos nas bases de dados 

da seguinte forma: a) ScienceDirect - resultou 

inicialmente em 6.592 arquivos publicados em 

revistas, livros e referências de trabalho; b) 

Periódicos Capes – resultou em 1.675 arquivos; c) 

Lilacs/BVS – resultou em apenas 1 arquivo; d) 

Scopus – resultou em 3.744 arquivos. 

O Portal Periódicos Capes faz busca 

direta nas bases de dados como o WebScience e 

Scopus e, por isso, foram encontrados artigos 

duplicados, em versões diversas. Portanto, foram 

excluídos e contabilizados para seleção, 

considerando os critérios pré-estabelecidos. 

Para seleção de trabalhos foram utilizados 

os seguintes critérios de inclusão: 1) artigos 

publicados nos cinco principais periódicos da 

área: Biosensors and Bioeletronics; Sensors and 

Actuators B: Chemical; Analytica Chimica Acta; 

Talanta; Electrochimica Acta. 2) Idiomas: inglês, 

português e espanhol; 3) Tópicos: 

imunossensores, biossensores, anticorpos, 

eletroquímica, imunossensor eletroquímico, 

carbono. 

Os critérios de exclusão foram: 1) teses, 

dissertações, comunicações em congresso, livros e 

referências de trabalho; 2) outros idiomas; 3) 

outros títulos de periódicos; 4) demais termos ou 

tópicos apresentados nas buscas nas bases de 

dados. 

 

3. Desenvolvimento de Imunossensores 

3.1 Seleção de publicações 
Após exclusão de arquivos por 

duplicidade, ficaram um total de 8.923 artigos. 

Na base de dados Periódicos Capes 

inicialmente aplicando os critérios de exclusão, 

foram selecionados 402 arquivos, enquanto no 

ScienceDirect foram 716 arquivos, no Scopus 

1.415 arquivos e 0 no Lilacs/BVS. 

Foram excluídos 201 artigos duplicados. 

Inicialmente para análise foram 

selecionados 2.332 artigos conforme demonstrado 

na Figura 2. 
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Figura 2: Fluxograma de seleção de estudos.  

 

 

3.2 Tipos de Biossensores e Imunossensores 
Os vários tipos de biossensores 

disponíveis envolvem sistemas de detecção 

enzimática, genética, imune, bioquímicas, dentre 

outros (BANDIERA et al., 2007; GAU et al. 

2005). 

O reconhecimento dos biossensores é 

baseado em sistemas de detecção bioquímica que 

podem envolver uma diversidade de moléculas, 

tais como: sequências de ácidos nucléicos, 

anticorpos, enzimas e outras biomoléculas que se 

ligam às moléculas complementares ou reagem 

com substratos específicos (GAU et al., 2005; 

WANG, 2000; WANG, 2006). 

Os biossensores são apresentados nos 

mais diferentes formatos: beads, nanopartículas 

metálicas, magnetizadas, coloidais, em nanotubos 

de carbono, biochips, com superfícies de 

diferentes materiais inorgânicos (ouro, prata, 

platina, vidro, quartzo, ligas metálicas, óxidos - 

SiO2, Al2O3, SnO2, TiO2
-, nitretos - N4Si3

-), 

polímeros orgânicos e biomateriais (ARSLAN et 

al., 2006; ELSAYED; HUANG; EL-SAYED, 

2005; MIYACHI et al., 2004; SOKOLOV et al., 

2003; UKAJI et al., 2007; VITICOLI et al., 2006; 

WANG, 2000). 

Segundo Carvalho e colaboradores (2003) 

para desenvolver um biossensor é de fundamental 

importância conhecer e avaliar as constantes de 

afinidades, de equilíbrios, fenômenos de interface 

(sólido/líquido) associados com interações 

enzima/substrato, etc., resultando assim em 

biossensores mais sensíveis, seletivos, 

principalmente mais estáveis e com maior 

potencial para produção comercial.  

Os imunossensores aliam reconhecimento 

bioquímico com sinais de transdução em sistemas 

de detecção de moléculas específicas, pela 

interação antígeno-anticorpo. O componente 

transdutor transforma a interação das 

biomoléculas em sinais reconhecíveis. As junções 

desses componentes desencadeiam a detecção 

específica e até, quantificação de moléculas alvos 

em amostras complexas (GAU et al., 2005; 

WANG, 2000; WANG, 2006). 

Os imunossensores eletroquímicos são 

geralmente obtidos pela imobilização de um 

elemento de reconhecimento (o antígeno ou 

anticorpo) sobre a superfície do eletrodo. Nesse 

sistema pode ser adicionado um anticorpo 

secundário marcado com enzima. A adição de um 

substrato enzimático adequado fornecerá uma 

reação enzimática com produção de uma molécula 

eletroativa gerando um sinal que é gravado, por 

instrumentos de bancada ou portáteis, por meio de 

diferentes técnicas eletroquímicas (Figura 3). 

Sendo assim a construção de um imunossensor 

eletroquímico deve partir das seguintes etapas de 

seleções: da superfície do eletrodo e do processo 

de imobilização do elemento de reconhecimento 

(RICCI; ADORNETTO; PALLESCHI, 2012). 
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Figura 3 - Visão geral dos principais componentes de um imunossensor eletroquímico genérico, com base em um 

formato de sanduíche.  

Fonte (adaptado): RICCI; ADORNETTO; PALLESCHI, 2012.  

 

 

3.3 Técnicas de Imobilização 
Segundo MARQUES e YAMANAKA 

(2008) na construção de um biossensor a técnica a 

ser empregada na imobilização é uma etapa crítica 

e os tipos de procedimentos mais comuns de 

imobilização de material biológico podem ser 

classificados em: (a) adsorção; (b) encapsulação; 

(c) ligação covalente, e (d) ligação covalente 

cruzada (crosslinking), como podem ser 

observados na Figura 4. 

 

 

Figura 4 - Esquema ilustrativo dos quatro tipos básicos 

de métodos de imobilização enzimáticos: a) adsorção; 

(b) encapsulação; (c) ligação covalente, e (d) ligação 

covalente cruzada. 

Fonte (adaptado): MARQUES; YAMANAKA, 2008. 
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A ligação covalente é a técnica de 

imobilização mais utilizada e se baseia na 

retenção da enzima, pela ligação com seus grupos 

funcionais, com a superfície do suporte. Porém, 

desvantagem dessa técnica de imobilização é a 

perda de parte da atividade enzimática, por conta 

de alterações nas conformações dos sítios ativos 

da enzima (DIAZ; PEINADO, 1997; RETAMA et 

al., 2005; VIDAL et al., 2006; YANG et al., 

2004). 

A imobilização pela técnica da ligação 

covalente cruzada (crosslinking) é baseada na 

formação de um sistema reticulado das moléculas 

da enzima, formando uma rede rígida, oferecendo 

assim a vantagem de uma ligação enzima-enzima 

mais sólida. Como desvantagem pode induzir a 

formação de barreiras de difusão, resultando no 

aumento do tempo de resposta do biossensor. O 

glutaraldeído e o álcool polivinílico, com grupos 

estirilpiridínicos (PVA-SbQ) ligados, são 

exemplos de agentes de ligação cruzada já 

utilizados na construção de biossensores 

(ANDREESCU et al., 2002; NUNES et al., 2004). 

Segundo os estudos de Makaraviciute e 

Ramanaviciene (2013) a sensibilidade, 

estabilidade e longevidade de um imunossensor, 

dependem da quantidade de moléculas de 

anticorpos imobilizados. Dessa forma, a sua 

estabilidade conformacional remanescente sobre a 

superfície, após imobilização, determina sua 

orientação na superfície do sensor. As 

imunoglobulinas (anticorpos) são compostas por 

duas cadeias leves e duas cadeias pesadas unidas 

por pontes dissulfetos. Apresentam duas regiões 

de reconhecimento de antígenos (bivalente – 

região Fab) e uma região constante (Fc) que 

caracteriza cada classe de imunoglobulinas e que 

define as suas funções biológicas (Figura 5). 

Dependendo do processo de imobilização e da 

porção que é imobilizada da imunoglobulina, 

pode dificultar a interação como antígeno (Figura 

6 A). 

 

 
Figura 5 - Representação esquemática de uma molécula 

de anticorpo. Fragmento Fab, ligação ao antígeno; Fc-

fragmento, cristalizável; CHO-hidrato de carbono 

porção; VL- domínio variável da cadeia leve; VH- 

domínio variável da cadeia pesada; CL- domínio 

constante da cadeia leve; e CH1, CH2, CH3-primeiro, 

segundo e terceiro domínios constante da cadeia 

pesada. 

Fonte (adaptado): MAKARAVICIUTE; 

RAMANAVICIENE, 2013. 

 

A imobilização de anticorpos pode ainda 

ser do tipo orientada (sítio-dirigida), pois assegura 

a minimização de impedimento estérico e, 

consequentemente, facilita a interação antígeno-

anticorpo, aumentando a sensibilidade da análise 

(PIETRO-SIMÓN et al., 2015). 

Para Makaraviciute e Ramanaviciene (2013) 

a otimização de sistemas de detecção de 

substâncias deve concentrar-se principalmente no 

da imobilização do anticorpo, com local 

específico (sítio-dirigido) para porção ligante de 

interesse. Essa técnica é indicada para aplicações 

clínicas, por ser simples, exata e permitir a 

detecção do analito diretamente. As duas 

principais abordagens existentes que podem ser 

utilizadas na preparação da superfície do sensor a 

base de anticorpo é: aleatória e sítio-dirigida ao 

local de imobilização do anticorpo, que podem 

ocorrer de diferentes maneiras, como expressos 

nas figuras 6 e 7. 
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Figura 6 – Representação das duas principais 

abordagens de imobilização de anticorpo. A-aleatória, e 

B-dirigida ao local de imobilização do anticorpo. 

Fonte (adaptado): MAKARAVICIUTE; 

RAMANAVICIENE, 2013. 

 

 
 

Figura 7 – Representação esquemática de métodos de 

imobilização de anticorpo por local indicado. (A) 

proteínas de ligação via Fc, (b) por meio de fragmentos 

de anticorpo e (c) por oligossacarídeos oxidados. 

Fonte (adaptado): MAKARAVICIUTE; 

RAMANAVICIENE, 2013 

 

 

3.4 Sistemas de Transdução de Sinal, 

Camada Sensora e Aplicação 
Dentre as diversas formas de transdução de 

sinal têm-se: óptica (colorimétrica, fluorescente), 

magnética, eletroquímica (amperométricos, 

potenciométricos, espectroscopia de impedância 

eletroquímica), piezoelétrica, etc. 

(CATTARUZZA et al., 2006; DONG et al., 2006; 

JOSHI et al., 2007; YANG et al., 2006). A Tabela 

1 expressa alguns tipos de imunossensores, seus 

diferentes componentes e aplicações. 

 

3.5 Tipos de Imunossensores  
Os imunossensores têm o objetivo de 

trabalhar como teste POCT (Point-of-care) que 

permite diagnosticar doenças ou substâncias 

tóxicas, por meio de dispositivos portáteis, em 

qualquer lugar que o indivíduo esteja, da 

cabeceira de sua cama a um local distante. A 

conversão de imunossensores a dispositivos 

portáteis é fundamental para que o diagnóstico 

possa ser realizado em áreas rurais onde os 

recursos e o atendimento à saúde são escassos 

(GOPINATH et al. 2014). 

Ao longo dos anos e pelas publicações 

disponíveis foram constatados inúmeros 

dispositivos com definição de imunossensores, 

que têm por finalidade propiciar maior 

especificidade em diagnósticos diversos. 

Nos estudos de Hays, Millner e 

Prodromidis (2006) as monocamadas de um 

eletrodo foram montadas em bases de sistemas 

mistos utilizando compostos derivados tiol 

ancorados na superfície de ouro, ou pela criação 

de monocamadas de suporte para que as 

moléculas como a biotina possam ser 

imobilizadas. 

Balkenhohl e Lisdat (2007) 

desenvolveram um imunossensor eletroquímico 

capaz de detectar anticorpos antitransglutaminase 

em soro humano. A sensibilidade foi alta o 

suficiente para indicar a sua aplicação no 

diagnóstico de doença celíaca. Por ser um sistema 

com resultados quantitativos, os dados obtidos 

foram superiores aos de ensaios de linha ou 

denominados qualitativos, que apresentam apenas 

como resultados: positivo (sim) ou negativo (não). 

Ainda assim, os dados não foram tão precisos 

estatisticamente que permitam afirmar, por 

exemplo, que esse teste é mais preciso que um 

realizado por kits comerciais de ELISA. 

MORENO-GUSMÁN e colaboradores 

(2012) desenvolveram um imunossensor 

eletroquímico para detecção rápida do hormônio 

adrenocorticotrófico (ACTH) envolvendo a 

imobilização de antiACTH em eletrodos 
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impressos de carbono modificado com ácido 

fenilborônicos. 

Um imunoensaio competitivo implicando ACTH 

biotinilado e fosfatase alcalina estreptavidina 

marcada foi realizado. A resposta analítica obtida 

foi pela análise voltamétrica de pulso diferencial 

para monitorizar a reação de afinidade. 

Resultando assim, em um eletrodo de excelente 

desempenho analítico em termos de sensibilidade, 

seletividade, ampla gama de concentrações de 

antígeno quantificáveis e inter ensaio de 

reprodutibilidade. 
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Tabela 1. Tipos de imunossensores com exemplos de transdutores, camada sensora e aplicação. 

 

SUBSTRATO TRANSDUTOR CAMADA SENSORA APLICAÇÃO REFERÊNCIA 

Membrana 
celulósica (rede 

nylon) 

POTENCIOMETRICO 

E AMPEROMÉTRICO 

Anticorpo Anti-IgG 
humano e glicose 

oxidase 

Determinação de Anti-IgG 

humana 
CAMPANELLA et al., 1999 

Superfície de 

ouro 
PIEZOELÉTRICO Anticorpo antiHSA Detecção de albuminúria 

NAVRÁTILOVÁ, SKLÁDAL, 

VIKLICKY, 2001 

Eletrodo de 

vidro 
ÓPTICO Glutaraldeído e DNA 

Dinâmica de hibridização de 

DNA 
WANG et al., 2002. 

Nanopartícula 

de Ouro 
ÓPTICO 

Polietilenoglicol e 

Anticorpo AntiEGFR. 
Detecção de câncer 

EL-SAYED; HUANG; EL-

SAYED, 2005; SOKOLOV et al., 
2003. 

Nanopartículas 
de (dióxido de 

titânio)-TiO2 

VOLTAMÉTRICO Glicose oxidase 
Diagnóstico e controle da 

diabetes 
VITICOLI et al., 2004. 

Nanopartícula 

de prata 
AMPEROMÉTRICA 

Polivinil butiral (PVB), 
Glutaraldeído e glicose 

oxidase. 

Detecção de glicose REN et al., 2005. 

Nanotubos de  
carbono 

AMPEROMÉTRICO 
Glutaraldeído e glicose 

oxidase 
Diagnóstico e controle da 

diabetes 
TKAC; WHITTAKER; RUZGAS, 

2007; ZOU et al., 2006. 

Eletrodo de 

vidro 

AMPEROMÉTRICO E 

IMPEDIMÉTRICO 

Glutaraldeído e glicose 

oxidase 

Detecção de desordens 

neurológicas 
MAALOUF et al., 2006. 

Superfície de 
ouro 

ÓPTICO 

Ácido 
Mercaptoundecanóico,  

Carbodiimida (EDC), 

N-  hidroxisuccinimida 
(NHS) e IgG. 

Detecção de câncer 
CHUNG; BERNHARDT; PYUN, 

2006 

Superfície de 

ouro 
PIEZOELÉTRICO 

Mercaptoundecanóico,  

Carbodiimida (EDC), 

N-hidroxisuccinimida 
(NHS) e IgG. 

Detecção de câncer GRONEWOLD et al., 2006 

Superfície de 

ouro 
IMPEDIMÉTRICO Biotina 

Detecção de cristais de 

quartzo 

HAYS, MILLNER e 

PRODROMIDIS, 2006 

Superfície de 

ouro 
ÓPTICO 

Cisteamina, 
Carbodiimida (EDC), 

N-hidroxisuccinimida 

(NHS) e Troponina 
cardíaca. 

Detecção do infarto do 

miocárdio 
DUTRA et al., 2007. 

Nanopartícula 

de Ouro e ponto 
quântico 

ELETROQUÍMICA E 

ÓPTICO 

Carbodiimida (EDC), 

Glicose oxidase e DNA. 
Detecção de câncer 

WILLNER; BARON; WILLNER, 

2007. 

Nanopartícula 

de sílica e prata 

magnetizada 

MAGNÉTICA E 
ÓPTICA 

Aminopropiltrietóxisila

no (APTS), DETA, 
Glutaraldeído e 

Anticorpo Anti-IgG 

Detecção de câncer GONG et al., 2007 

Eletrodo 

impresso de 
ouro 

ELETROQUÍMICA 

Anticorpos 

antitransglutaminase em 
soros humanos 

Diagnóstico de doença 

celíaca 
BALKENHOHL, LISDAT, 2007 

Eletrodo 

impresso de 
carbono 

ELETROQUÍMICA  

Anticorpo monoclonal 

antiácido ocadaico 
(antiOA-MAb) 

Detecção de ácido ocadaico 

em amostra de músculo 

HAYAT; BARTHELMEBS; 

MARTY, 2012 

Eletrodo 
impresso de 

carbono 

ELETROQUÍMICA 

IMPEDIMÉTRICA 

Anticorpo antiACTH, 

ACTH biotinilado, 

fosfatase alcalina, 

estreptavidina marcada 

Detecção de ACTH MORENO-GUSMÁN et al., 2012 

Superfície de 

ouro 

ELETROQUÍMICA 

IMPEDIMÉTRICA 

Anticorpo para receptor 

de lipoproteína 
AntisLOX1 

Detecção de Troponina 

Cardíaca I 
BILLAH et al., 2012 

Nanopartículas 

de Platina 

mesoporosas 
não enzimático 

ELETROQUIMICO 
Anticorpos AntiCA125, 
antiCA153 e antiCEA 

(Ab1) 

Detecção de três tipos de 
marcadores tumorais de 

câncer de mama 

CUI et al., 2014 

Nanotubos de 

carbono em 
superfície de 

ouro 

VOLTAMÉTRICO 

(PULSO 

DIFERENCIAL) 

Anticorpo policlonal 

adaptado nanotubos de 

carbono de parede única 

Determinação De 
contaminação microbiana 

PRIETO-SIMÓN et al., 2015 
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Em geral, segundo Ricci, Adornetto, 

Palleschi, (2012) a sensibilidade de 

imunossensores eletroquímicos não é comparável 

a de métodos conjugados com enzima, no entanto, 

conduzem a limites de detecção suficientemente 

baixos, sendo, portanto, úteis para aplicações 

práticas, além de serem menos propensos a 

interferência do que os imunossensores ópticos. 

As vantagens dos modelos eletroquímicos estão 

na diversidade de opções de eletrodos disponíveis 

para o público, de instrumentos, de marcadores 

enzimáticos e de reagentes. Além dessas podem 

ser adicionadas as vantagens relacionadas ao 

pequeno nível de interferências eletroquímicas em 

amostras clínicas ou alimentares complexas, 

redução ou eliminação de etapas de lavagem ou 

adição de reagentes externos acoplados com o 

baixo custo e a facilidade de uso de 

instrumentação eletroquímica para o diagnóstico 

rápido, prevenção e tratamento de muitas doenças, 

incluindo doenças infecciosas e autoimunes.  

 

4. Considerações Finais 

O desenvolvimento de imunossensor de alto 

desempenho, qualidade e praticidade, com 

possível miniaturização, são de suma relevância 

para aplicação na prática médica de diagnóstico e 

monitoramento de substâncias diversas no 

organismo humano.  

Há uma demanda sobre o desenvolvimento de 

testes rápidos, quantitativos, com alta 

sensibilidade e especificidade para quantificação 

de marcadores moleculares, como citocinas, no 

sangue de pacientes portadores de enfermidades 

crônicas, como doenças autoimunes, as quais são 

tratadas com várias modalidades terapêuticas, de 

acordo com as condições clínicas dos pacientes, 

que são extremamente variáveis. 

A concepção de um imunossensor portátil, de 

fácil utilização, de alta sensibilidade e 

especificidade, contribuirá para direcionar um 

tratamento mais eficaz das doenças autoimunes, 

nas quais são utilizadas terapias com anticorpos 

monoclonais direcionados para citocinas 

inflamatórias. Além do alto custo desses 

imunobiológicos, que são fornecidos pelo 

Ministério da Saúde, a administração de doses 

inadequadas torna o paciente imunossuprimido, 

sujeito a infecções e a outras patologias graves, 

durante o tratamento. 

 

Divulgação 

Este artigo é inédito e não está sendo 

considerado para qualquer outra publicação. O(s) 

autor (es) e revisores não relataram qualquer 

conflito de interesse durante a sua avaliação. 

Logo, a revista Scientia Amazonia detém os 

direitos autorais, tem a aprovação e a permissão 

dos autores para divulgação, deste artigo, por 

meio eletrônico. 
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IMUNOSSENSOR DE PASTA DE CARBONO PARA DETECÇÃO 

DE FATOR DE NECROSE TUMORAL ALFA (TNF-α), POR MEIO 

DE ESPECTROSCOPIA DE IMPEDÂNCIA ELETROQUÍMICA 

(EIS) 
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Michella Lima Lasmarj e Maria Cristina dos Santosk  
 

 
 

Resumo 

O Fator de Necrose Tumoral - Alfa (TNF-α) é uma citocina pró-inflamatória produzida por 

diferentes células de defesa do organismo e que participa da ativação das respostas inflamatória 

e imune. Em situações de doenças inflamatórias crônicas como Artrite Reumatoide (AR), Lúpus 

Eritematoso Sistêmico (LES), Doenças Inflamatórias do Intestino (Doença de Crohn, Colite 

Ulcerativa), Psoríase, dentre outras, essa citocina pode ser detectada em altas concentrações 

séricas. A quantificação de TNF-α no soro humano tanto em rotina laboratorial médica quanto 

em pesquisa é feita, principalmente, pelos testes imunoenzimáticos de absorbância como 

ELISA. Atualmente estudos buscam desenvolver testes rápidos, quantitativos, com alta 

sensibilidade e especificidade para quantificação de TNF-α no sangue de pacientes portadores 

de enfermidades crônicas, como as doenças autoimunes. No presente estudo foi desenvolvido 

um imunossensor, para detecção de TNF-α, utilizando a Espectroscopia de Impedância 

Eletroquímica (EIS). Para isso, foram produzidos eletrodos modificados com carbono grafite em 

uma camada automontada contendo carvão, óleo mineral, glutaraldeído e passivado com caseína 

de leite em pó comercial. O anticorpo utilizado para imobilização na camada foi o Infliximabe 

(Remicade®). Para a verificação de sua especificidade, foram testados como antígeno as 

citocinas TNF-α, IL-1 e IL-6. Pelo emprego da técnica de EIS o sistema imunossensor foi 

comparado em ranges de 1-1000 pg.mL-1 e por adição sucessiva à solução da célula 

eletroquímica. Nos resultados obtidos foram constatados seletividade do eletrodo, de modo que 

o imunossensor apresentou somente leitura para reação com TNF-α, não reagindo, portanto, 

com as outras citocinas pró-inflamatórias IL-1 e IL-6. O valore da curva analítica ficou em 

torno de 0,9350, comprovando assim que o imunossensor é específico e sensível para o TNF-α.  

 

 

Palavras-chave: quantificação, citocina, terapia com anticorpo. 
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1. Introdução 

 
O Fator de Necrose Tumoral - Alfa (TNF-α) é uma citocina pró-inflamatória produzida, 

principalmente, por fagócitos mononucleares ativados (macrófagos), embora, os linfócitos T efetores, células 

NK e mastócitos, também secretem essa proteína (Aggarwal, 2003; IBL, 2012; Pfeffer, 2003). O TNF-α 

participa da ativação de várias respostas celulares, como: morte, sobrevivência, diferenciação, proliferação e 

migração celular (Bradley, 2008; Kongsuphol et al., 2014; Idriss; Naismith, 2000).  

A Artrite Reumatóide (AR) apontada como uma das doenças autoimunes mais frequentes acomete 

articulações por um invasivo e destrutivo infiltrado de linfócitos, macrófagos e sinoviócitos, e o TNF-α é 

apontado como um dos responsáveis por esse intenso quadro inflamatório (Feldman; Maini, 2003; Klimiuk 

et al., 2001; Lee; Weinblatt, 2001; Rossol et al., 2005; Sanchéz-Pernaute, 2008). 

Assim como na Artrite Reumatoide (AR), o TNF-α pode ser detectado em altas concentrações 

séricas em outras doenças como o Câncer, Lúpus Eritematoso Sistêmico, Doença Inflamatória do Intestino 

(Doença de Crohn, Colite ulcerativa), Psoríase, doenças pulmonares (Fibrose cística, Asma), Espondilite 

Anquilosante, transplante (doença do enxerto contra hospedeiro, rejeição do aloenxerto), Aterosclerose, 

Calcificação arterial e doenças neurodegenerativas (Esclerose Múltipla, Doença de Alzheimer, Doença de 

Prion, Doença de Parkinson) (IBL, 2012). 

Na AR, os receptores tipo Toll 2, 3 e 4, presentes nas células locais das articulações comprometidas, 

são ativados e estimulam a produção das citocinas pró-inflamatórias TNF-α e interleucina-6 (Sanchéz-

Pernaute, 2008).    

A ligação do TNF-α com doenças autoimunes está bem estabelecida e a incidência destas 

enfermidades tem aumentado gradativamente nos últimos anos, com valor estimado de prevalência acima de 

2% da população geral. Somente a AR apresenta prevalência estimada entre 0,5 - 1% da população mundial, 

variando conforme o grupo populacional estudado. Um dos tratamentos-chave dessas doenças é a 

neutralização ou bloqueio de citocinas, presentes nestes processos inflamatórios, como o TNF-α (Castro-

López et al., 2014; Tobón et al., 2010). 

Os anticorpos monoclonais terapêuticos, agentes imunobiológicos, desenvolvidos por pesquisas em 

Biotecnologia, para neutralizar citocinas pró-inflamatórias são indicados para o controle de doenças 

autoimunes. Dentre esses estão os que atuam como receptores para o TNF-α, denominados antiTNF-α. Esses 

imunobiológicos apresentam vantagens sobre outros medicamentos clássicos, como os DMARDs (drogas 

modificadoras do curso da doença) por sua especificidade contra alvos terapêuticos definidos e com papel 

conhecido no tratamento de algumas doenças. Porém, produzem efeitos indesejáveis como desencadeamento 

de síndromes semelhantes ao lúpus, induzido por fármacos, ou ainda formação de anticorpos antinucleares 

(ANA), evento frequente em doentes sob terapêutica com Remicade® (infliximabe) (Braun; Sieper, 2004; 

Carvalho Junior et al., 2009; Cruvinel et al., 2008; Furst et al., 2005; Machold et al., 2006; Moreno et al., 

2006; Sociedad Chilena de Reumatologia, 2008). 

O TNF-α por suas ações nas respostas inflamatória e imune é uma citocina importante no controle de 

doenças infecciosas e, por este motivo, a terapia com antiTNF tem se tornado uma preocupação entre os 
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pesquisadores, pois existem poucas informações sobre seus efeitos colaterais. Os relatos existentes mostram, 

que o uso prolongado desses imunobiológicos podem desencadear infecções oportunistas, como a 

tuberculose latente, o surgimento de infecções granulomatosas, como a listeriose, coccidiomicose ou 

histoplasmose (Cravo et al., 2006; Faleiro et al., 2011). 

Apesar disso, vários neutralizadores ou bloqueadores de TNF-α e, também para outras citocinas pró-

inflamatórias foram desenvolvidos ao longo dos últimos anos. No Brasil, para o TNF-α, estão disponíveis o 

Remicade® (infliximabe), o Enbrel® (etanercepte) e o Humira® (adalimumabe), que ainda não possuem 

relatos de superioridade terapêutica em relação à outros antiinflamatórios comuns. Entretanto, devidos aos 

fatores como:  acesso à terapia limitado, a ocorrência de efeitos adversos, alto custo do tratamento, aplicação 

em nível hospitalar, variável eficácia do tratamento entre os pacientes e a perda da resposta de drogas pela 

evolução da doença, obriga o monitoramento do TNF-α circulante, em pacientes usando soro ou plasma para 

avaliar tanto a eficácia do tratamento como o prognóstico da doença (Castro-López et al., 2014; Faleiro et al., 

2011). 

O infliximabe é um anticorpo monoclonal quimérico anti-IgG1, sua região de ligação é composta por 

porção ou domínio murínico (região variável) e uma porção ou domínio da molécula de IgG1 humana 

(região constante) (Abreu; Ciconelli, 2005; Bertolo, 2008; Ciconelli, 2005; Cruvinel et al., 2008; Liu et al., 

2008; Martins; Andrade, 2005). O infliximabe inibe as ações biológicas do TNF-α devido sua alta afinidade 

e especificidade entre o anticorpo e o TNF-α solúvel ou aquele ligado à membrana. Esse anticorpo também 

promove a morte de células que expressam TNF-α em sua superfície pelo de mecanismo citotóxico 

dependente de anticorpos e de componentes do Sistema Complemento (Lima; Giorgi, 2008; Silva et al., 

2003).  

Diversas técnicas de imunoensaios são utilizadas para detecção de TNF-α. Dentre estas podemos 

citar: ELISA (Bobbio-Pallavicini et al., 2004; Chamberland et al., 2008; JOHNSON & JOHNSON, 2004; 

Klimiuk et al., 2001), Citometria de Fluxo (Kronqvist et al., 2008), Western Blot (Montecucco et al., 2008), 

dentre outras. Porém, a quantificação de TNF-α em soro humano tanto em rotina laboratorial médica quanto 

em pesquisa é realizado com maior frequência pelo teste de ELISA, considerado ainda como padrão ouro 

(Shrivastava et al., 2014). Para esse teste, existem inúmeros “kits” comerciais disponíveis no mercado com 

alta sensibilidade e eficiência. Entretanto, esta técnica apresenta altos custos, com necessidade de laboratório 

equipado e recursos humanos bem treinados para execução, além de múltiplas etapas para realização e tempo 

mínimo de quatro horas para obtenção do resultado final. 

Os métodos eletroquímicos, executados por biossensores são atualmente um foco de investigação, 

apesar das dificuldades referentes à reprodutibilidade desses métodos, a estabilidade de enzimas e outros 

agentes biológicos. Por isso, podem ser encontrados na literatura muitos estudos sobre o desenvolvimento de 

novos materiais transdutores, assim como técnicas de imobilização (Gil; Melo, 2010). 

Carvalho e colaboradores (2003) afirma que para desenvolver um biossensor é de fundamental 

importância conhecer e avaliar as constantes de afinidades, de equilíbrios, fenômenos de interface 

(sólido/líquido) associados com interações enzima/substrato, etc., resultando assim na obtenção de 
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biossensores mais sensíveis, seletivos e principalmente mais estáveis e com maior potencial para produção 

comercial. Portanto, deve-se usar as medidas voltamétricas e SPR (Ressonância de Plasma de Superfície) 

como fonte de informações sobre os processos eletroquímicos no campo da eletroquímica.  

Há uma demanda para o desenvolvimento de testes rápidos, quantitativos, com alta sensibilidade e 

especificidade para quantificação de TNF-α no sangue de pacientes portadores de enfermidades crônicas, 

como as doenças autoimunes, que necessitam utilizar terapias de acordo com sua condição clínica 

extremamente variável. Corcoran e colaboradores (1994) construíram biossensor em sistema BIAcore® 

(SPR), contendo uma matriz de dextrano sobre superfície de ouro, na qual foi imobilizada a citocina, TNF-α, 

em concentração de 50μg/mL e injetado no equipamento de SPR o TNF-R (p55) para caracterizar o 

envolvimento de quatro repetições ricas em cisteína do receptor do TNF p55 humano do TNF (composto por 

domínios extracelulares dos receptores de TNF p55 e p75) e linfotoxina (LT, fator de necrose tumoral-beta) 

de ligação por ambas as formas ligada à membrana e solúvel do receptor.. Liu e colaboradores (2004) 

criaram um imunossensor de Microbalança de Cristal de Quartzo (QCM) integrado a um sistema de Análise 

de Fluxo de Injeção (FIA), para investigar a interação entre TNF-α humano e anticorpos monoclonais, em 

tempo real. Chamberland e colaboradores (2008) desenvolveram um biossensor de monitoramento de ação 

de drogas anti TNF-α. Para isso, utilizaram nanoestruturas (nanorods) de ouro conjugadas com Etanercept 

(receptor de TNF-α fusionado à porção Fc de imunoglobulina) que foram injetadas em líquido sinovial, na 

calda de ratos, com artrite reumatoide induzida. Em seguida, imagens das articulações dos animais foram 

geradas com o emprego da técnica de Tomografia Fotoacústica (PAT). Nas áreas que apresentaram maior 

foco inflamatório, foram detectados contrastes nas regiões de interação entre os nanorods e o TNF-α. 

Portanto, o desenvolvimento de imunossensor de alto desempenho, qualidade e praticidade, com 

possível miniaturização, são de suma relevância para aplicação na prática médica de diagnóstico e 

monitoramento do TNF-α circulante. Devido ao uso indiscriminado de antiTNF-α, em pacientes não 

produtores de altas concentrações dessa citocina, e o favorecimento de doenças ocasionadas por parasitas 

oportunistas, o desenvolvimento de um imunossensor é fundamental para determinar em tempo real se um 

paciente necessita ou não do uso de antiTNF-α. Por isso, o presente estudo teve como objetivo desenvolver 

um imunossensor para quantificação de TNF-α circulante utilizando a espectroscopia de impedância 

eletroquímica (EIS), para futuramente possibilitar o monitoramento do TNF-α liberado, o diagnóstico e a 

seleção de conduta terapêutica a ser administrada em pacientes portadores de doenças autoimunes ou de 

outras doenças inflamatórias crônicas. 

 

2. Materiais e Métodos 

 

a. Materiais químico e biológico 

 

Carbono Vulcan (VXC72) do fabricante CABOT (Brasil), Glutaraldeído (pentan-1,5-dial) do 

fabricante Labsynth (Brasil), óleo mineral do fabricante União Química (Brasil), Solução de Cloreto de 

Potássio (KCl preparada a 0,1 mol.L-1), Solução de Ferricianeto de potássio (K3[Fe(CN)6] preparada a 10 

mmol.L-1), Solução de Ferrocianeto de potássio (K4[Fe(CN)6] preparada a 10 mmol.L-1), Solução de leite 
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desnatado da Marca Molico® do fabricante Nestle® (Brsil) e Tween 20 do fabricante Labsynth (Brasil) 

(preparada a 5% com 5 gotas de Tween), Solução Tampão de Fosfato Salino (PBS) preparada a 0,1 mol.L-

1 1x, Anticorpo Infliximabe - Remicade® (infliximabe 100 mg) do fabricante Schering-Plough (Irlanda), 

Citocina TNF-α do kit Human TNF ELISA Kit II OptEIA™ do fabricante BD Biosciences (EUA), Citocina 

IL-1 do kit Human IL-1β ELISA Kit II OptEIA™ do fabricante BD Biosciences (EUA), Citocina IL-6 do kit 

Human IL-6 ELISA Kit II OptEIA™ do fabricante BD Biosciences (EUA). 

Todas as soluções foram preparadas com diluente água ultrapura obtida do processo de purificação 

por equipamento do tipo Milli-Q® do Fabricante Merck Millipore (Alemanha). 

 

b. Equipamentos 

 

Balança analítica de Modelo ED224S do fabricante SARTORIUS AG (Alemanha), Vortex Mixer 

basic Modelo K45-2820 - 2.800rpm 220V/60Hz com plataforma, do fabricante KASVI (Brasil), 

Potenciostato/Galvanostato µAutolabIII com módulo de impedância FRA2 do fabricante MULTI LAB 

METhrom (Holanda). 

 

c. Construção do eletrodo e monocamada 

 

A base do corpo do eletrodo foi produzida a partir de tarugos de Nylon com 12,7 mm de diâmetro e 

120 mm de comprimento total, e que foram previamente perfurados até 4 mm de profundidade por broca 

mecânica de 6 mm de diâmetro. 

Os eletrodos produzidos ocos serviram para inserir fio de cobre e minidiscos de cobre. Sobre os 

minidiscos foi adicionada a pasta de carbono contendo 1g de Carbono Vulcan macerado com 1000 L de 

glutaraldeído preparado a 5% e 80 gotas de óleo mineral. 

 

 

2.3 Imobilização do anticorpo 

 

Foram produzidos quinze eletrodos modificados (trabalho) contendo a pasta de carbono. Os 

anticorpos foram imobilizados na pasta pela técnica de imobilização por ligação cruzada com glutaraldeído. 

Cada eletrodo com monocamada foi exposto a solução de Anticorpo Remicade® (infliximabe) a uma 

concentração de 125 µg.mL-1 por período de 30 minutos. Em seguida cada eletrodo foi lavado, por 3 vezes, 

com solução Tampão Fosfato Salina (PBS) 0,1 mol.L-1. 

Com o objetivo de impedir que o anticorpo ou antígeno se ligasse nas vacâncias (espaços) da 

monocamada, cada eletrodo foi imerso em 1,5 mL de solução de bloqueio contendo leite desnatado Molico® 

5% e 20 gotas de Tween 20 por período de 10 minutos. Cada eletrodo foi lavado, por 3 vezes, com solução 

Tampão Fosfato Salina (PBS) 0,1 mol.L-1. 

 

2.4 Procedimento do Teste Eletroquímico (Imunossensor) 
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2.4.1 Testes com concentrações distintas de citocinas 

Sobre a superfície dos eletrodos contendo anticorpo imobilizado, foi adicionada solução de TNF-α 

nas concentrações de 1 pg.mL-1, 5 pg.mL-1, 10 pg.mL-1, 25 pg.mL-1, 100 pg.mL-1 em triplicata por período de 

30 minutos. Cada eletrodo foi lavado, por 3 vezes, com solução Tampão Fosfato Salina (PBS) 0,1 mol.L-1. 

Ainda, foram testados em outro momento, em mais outros eletrodos, em triplicata, por adição TNF-α 

nas concentrações de 62,5 pg.mL-1, 125 pg.mL-1, 250 pg.mL-1, 500 pg.mL-1, 1000 pg.mL-1. Cada eletrodo foi 

lavado, por 3 vezes, com solução Tampão Fosfato Salina (PBS) 0,1 mol.L-1. 

Em ambos os testes após a lavagem procedeu-se a montagem da célula eletroquímica. (Figura 1) 

 

2.4.2 Testes de adição sucessiva de citocinas na solução da célula eletroquímica. 

Diferentemente do teste anterior, o TNF-α foi adicionado à solução da célula eletroquímica de forma 

sucessiva, para detectar aumento da concentração através do diferencial de potencial gerado com o aumento 

dessa concentração após decorridos o temo de 30 minutos. Um único eletrodo de trabalho (monocamada 

modificada) foi utilizado, imerso na célula eletroquímica. Assim como no teste do item 2.4.1 como controle 

negativo foram utilizadas as citocinas pró-inflamatórias IL-1 e IL-6 que são liberadas no sangue nas reações 

inflamatórias, essa última importante no quadro clínico da AR (Figura 2). 

 

2.4.3 Ajuste de parâmetros e leituras 

Para realização de leituras pela técnica de impedância eletroquímica (EIS), os parâmetros do range 

de potencial elétrico foram programados para Amplitude de +0,01V, +0,1V e +0,25V, Frequência de 10000-

0,1 Hz.  

Na célula eletroquímica contendo o eletrodo de trabalho, contra eletrodo e eletrodo de referência foi 

adicionada 10 mL de solução contendo 9 mL de solução de cloreto de potássio 0,1 mol.L-1, 0,5 mL de 

solução de ferricianeto de potássio 0,1 mol.L-1 e 0,5mL de solução de ferrocianeto de potássio 0,1 mol.L-1 no 

teste de concentrações diferentes de citocinas e para os testes de adição sucessiva substituiu-se o cloreto de 

potássio por 9 mL da solução Tampão Fosfato Salina PBS 0,1 mol.L-1 1x. 

Realizadas as medidas pela técnica de Espectroscopia de Impedância Eletroquímica (EIS) adaptada 

a partir de Sadik et al. (2003), com uso de três eletrodos: modificado ou de trabalho, contra eletrodo de 

platina e eletrodo de referência de prata/cloreto de prata (Ag/AgCl). Os dados obtidos foram convertidos em 

sinais gráficos pelo Software NOVA®, licenciado para o potenciostato. 

 

3. Resultados e Discussão 

 

A camada automontada foi confeccionada com a inserção de moléculas químicas funcionais, como 

glutaraldeído e carbono, as quais promoveram interações químicas mais estáveis entre as superfícies e essas 

biomoléculas, anticorpo e antígeno. O que proporcionou construção de membranas com reprodutibilidade e 

estabilidade significativas, conforme estudos anteriormente descritos por Mendes (2008). 
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Para a caracterização das camadas, foram realizadas análises por EIS a cada etapa do procedimento 

de construção do eletrodo e desenvolvimento do imunossensor as quais demonstraram a adição de 

glutaraldeído, a imobilização do anticorpo e adição do bloqueio. 

O processo de bloqueio foi fundamental para o preenchimento dos espaços vazios na monocamada e, 

assim, impedir ligações não específicas, interações fracas e até mesmo deposição de citocina ou anticorpo 

que desencadeasse de forma equívoca qualquer impedimento estérico pela superposição desses, resultando 

em erro de leitura por EIS. 

 

a. Diferentes concentrações 

O teste foi realizado em triplicata, produzidos no total 15 eletrodos que foram manualmente 

ajustados quanto a adição da pasta de carbono, que demonstraram resposta e intensidade diferente de TNF-α. 

Para as concentrações distintas o melhor parâmetro testado de potencial elétrico de amplitude foi o de +0,1V, 

observa-se a formação de semicírculo de impedância, não há uma correlação direta nos valores de Rct que 

demonstrem que conforme se aumenta a concentração haverá aumento ou redução deste. O fato dos 

eletrodos terem sido construídos manualmente faz com que haja variações na superfície, tornando-a 

heterogênea, o que por sua vez afeta as características medidas no teste EIS, acarretando assim oscilações 

nas interações antígeno-anticorpo e perda de sensibilidade. 

Nos testes com IL-1 e IL-6 nas mesmas concentrações e condições utilizados no teste com TNF-α 

observa-se a não formação de semicírculo de impedância característico para gráficos de Nyquist, 

confirmando a especificidade do biossensor para TNF-α. Para estas citocinas os melhores parâmetros 

testados foram de +0,1 e 0,25 V. Esses resultados são importantes, pois as duas citocinas pró-inflamatórias 

IL-1 e IL-6 são liberadas, juntamente com o TNF-, também no sangue nas respostas aos agentes 

infecciosos ou em doenças inflamatórias crônicas  (Figuras 3 e 4). 

Em outro teste comparando eletrodos de ouro e interação antígeno-anticorpo, Kongshupol e 

colaboradores (2014) compararam TNF-α e IL-2 em soro humano nas concentrações de 1-1000 pg.mL-1, 

observaram que o eletrodo detectava a presença de IL-2 com formação de semicírculo a curva de 

normalização do Rct, comprovando não ter qualquer relação de intensidade de picos máximos no gráfico de 

Nyquist para concentrações diferentes, atestando assim a especificidade do imunossensor ao TNF-α. 

Observa-se no resultado deste trabalho uma relação inversa entre as diversas concentrações testadas 

de TNF-α (1-1000 pg.mL-1), intensidade do pico x concentração, por exemplo maior concentração com 

menor pico, assim como também foi observado no trabalho de Kongsuphol e colaboradores (2014), 

característica de moléculas presentes que obstruem a transferência de carga elétrica principalmente em altas 

concentrações de TNF-α. 

Nos trabalhos de Pui e colaboradores (2013) foi testada a detecção de TNF-α secretado de células do 

tipo Jurkat (linhagem de linfócitos T – derivadas da leucemia/linfoma de células T) cultivadas em meio para 

cariótipo para multiplicação de linfócitos in vitro RPMI (Roswell Park Memorial Institute Medium), de 1-

10.000 pg.mL-1 e comparadas ao IFN-γ (interferon gama) e TNF-α, de 1-1000 pg.mL-1, comerciais por EIS, 

comprovando assim também ser sensível e específico. 
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b. Adição sucessiva 

Na Figura 5 observa-se, pelos gráficos de Nyquist em (a) TNF-α, (b) IL-6 e (c) IL-1, que à medida 

que se adiciona TNF-α à solução da célula eletroquímica, há formação de semicírculos de intensidade 

variável e crescente, de acordo com cada concentração. Embora quando se atinge a concentração de 852 

pg.mL-1 o sinal permaneça constante devido a possível saturação da solução ou outras reações dinâmicas que 

possam contribuir para perda de sensibilidade. Ainda assim, é possível construir curva de normalização de 

Rct onde o valor obtido de R = 0,9350. 

Na leitura por EIS de IL-6 não há formação do semicírculo nas quatro primeiras leituras, porém a 

partir da quinta análise o processo dinâmico do eletrodo faz com que a superfície apresente uma pequena 

formação de semicírculo de impedância, provavelmente devido a degradação do Anticorpo antiTNF-α. 

 

c. Seletividade 

 

Ao utilizar IL-1 e IL-6 como controle negativo, observa-se nas figuras 3, 4 e 5 que assim como em 

trabalhos antes divulgados por Kongsuphol e colaboradores (2014), onde testou-se com IL-2, não houve 

interação antígeno-anticorpo, confirmando que o imunossensor é específico para detecção de TNF-α. Em 

outro estudo publicado por Liu e colaboradores (2013) de imunossensor eletroquímico para detecção de 

TNF- α em amostras de sangue, o limite de detecção dessa citocina foi de 10 ng.mL-1. Enquanto, pelo ensaio 

de ELISA, esse limite de detecção foi de 15 pg.mL-1 num range de detecção de 15 – 1000 pg.mL-1. Os 

resultados obtidos no presente trabalho e no de Kongsuphol e colaboradores (2014) o limite de detecção foi 

de 1 pg.mL-1 em um range de 1-1000 pg.mL-1, confirmando assim que imunossensor é específico e sensível 

até mesmo em amostras de soro líquido. 

Em outro teste de seletividade Liu e colaboradores (2012) compararam a detecção de TNF- α com as 

citocinas IL-2, IL-12, IL-17, IFN-γ e BSA 1% e constaram num range de 50 a 100 ng.mL-1 que não houve 

interação dessas citocinas com o eletrodo, demonstrando que imunossensor foi específico para detecção de 

TNF-α. 

 

4. Conclusões 

 

O range do potencial elétrico da amplitude foi programado para três amplitudes diferentes de 

+0,01V, +0,1V e +0,25V, pois fora desse intervalo o glutaraldeído provavelmente degrada, sofrendo reações 

de oxidação. E ainda, pode-se observar que o melhor parâmetro para teste e detecção do TNF-α foi na 

amplitude de +0,25V, que apresentou melhor correlação, principalmente pela técnica de adição sucessiva. 

O imunossensor testado é considerado específico devido aos testes realizados com controle negativo 

que demonstrou a especificidade para citocina TNF-α. Ressalta-se ainda que ao testar IL-1 e IL-6 

comparando-se ao TNF-α pela técnica da adição sucessiva e sinal por EIS, pode-se sugerir que ao converter, 
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num futuro, esse imunossensor à apresentação de eletrodo impresso, por exemplo, a detecção poderá ser de 

boa resolubilidade. 

O desenvolvimento do imunossenssor realizado neste trabalho reforça ainda que, com materiais 

simples, pode-se colocar no mercado imunossenssor de baixo custo que apresente as características 

comprovadas pelos resultados obtidos. 

Portanto, devido à alta demanda para testes rápidos, quantitativos, com alta sensibilidade, e 

especificidade aliado aos resultados obtidos nesse estudo pode-se dar o primeiro passo para uma possível 

miniaturização do sistema.  

Em apresentação portátil poderá ser aplicado na prática médica de diagnóstico e monitoramento de 

TNF-α no sangue de pacientes portadores de enfermidades crônicas, como as doenças autoimunes, que 

necessitam utilizar terapias de acordo com sua condição clínica extremamente variável e assim, promover 

maior racionalidade de tratamento terapêutico e reduzir maiores complicações e reações adversas pelo uso 

indiscriminado de imunobiológicos. 
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Figura 1. Etapas de produção de monocamada, imobilização de anticorpo, adição de bloqueio, adição de antígeno (citocina) por adição sob a monocamada e leitura por 

espectroscopia de impedância eletroquímica (EIS). 
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Figura 2. Etapas de produção de monocamada, imobilização de anticorpo, adição de bloqueio, adição de antígeno (citocina) de forma sucessiva na solução da célula 

eletroquímica e leitura por espectroscopia de impedância eletroquímica (EIS). 
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Figura 3. Gráficos de Nyquist para eletrodos de interação antígeno – anticorpo nas concentrações de 1pg.mL-1, 5 pg.mL-1, 10 pg.mL-1, 25 pg.mL-1, 100 pg.mL-1. (a) Eletrodo 

interação TNF-α e Infliximabe. (b) Eletrodo interação IL-1 e Infliximabe como controle negativo. 

 

(a) (b) 
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Figura 4. Gráficos de Nyquist para eletrodos de interação antígeno – anticorpo nas concentrações de 62,5 pg.mL-1, 125 pg.mL-1, 250 pg.mL-1, 500 pg.mL-1, 1000 pg.mL-1. (a) 

Eletrodo interação TNF-α e Infliximabe. (b) Eletrodo interação IL-6 e Infliximabe. 

 

 

IL-6 in KCl 
TNF-α in KCl 

(a) (b)IL-1 in KCl 
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Figura 5. Gráficos de Nyquist para eletrodos de interação antígeno – anticorpo por adições sucessivas. (a) Eletrodo interação TNF-α e Infliximabe. (b) Eletrodo interação IL-6 

e Infliximabe. (b) Eletrodo interação IL-1 e Infliximabe.
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Há relevância para o desenvolvimento de testes rápidos, quantitativos, com alta 

sensibilidade e especificidade para quantificação de marcadores moleculares, como citocinas, 

no sangue de pacientes portadores de enfermidades crônicas, como doenças autoimunes, as 

quais são tratadas com várias modalidades terapêuticas, de acordo com as condições clínicas 

dos pacientes, que são extremamente variáveis. 

A concepção de um imunossensor portátil, de fácil utilização, de alta sensibilidade e 

especificidade, contribuirá para direcionar um tratamento mais eficaz das doenças 

autoimunes, nas quais são utilizadas terapias com anticorpos monoclonais direcionados para 

citocinas inflamatórias. Além do alto custo desses imunobiológicos, que são fornecidos pelo 

Ministério da Saúde, a administração de doses inadequadas torna o paciente 

imunossuprimido, sujeito a infecções e a outras patologias graves, durante o tratamento. 

O imunossensor testado é considerado específico devido aos testes realizados com 

controle negativo que demonstrou a especificidade para citocina TNF-α. Ressalta-se ainda que 

ao testar IL-1 e IL-6 comparando-se ao TNF-α pela técnica da adição sucessiva e sinal por 

EIS, pode-se sugerir que ao converter, num futuro, esse imunossensor à apresentação de 

eletrodo impresso, por exemplo, a detecção poderá ser de boa resolubilidade. 

O desenvolvimento do imunossenssor realizado neste trabalho reforça ainda que, com 

materiais simples, pode-se colocar no mercado imunossenssor de baixo custo que apresente as 

características comprovadas pelos resultados obtidos. 

Portanto, devido à alta demanda para testes rápidos, quantitativos, com alta 

sensibilidade, e especificidade aliado aos resultados obtidos nesse estudo pode-se dar o 

primeiro passo para uma possível miniaturização do sistema.  

Em apresentação portátil poderá ser aplicado na prática médica de diagnóstico e 

monitoramento de TNF-α no sangue de pacientes portadores de enfermidades crônicas, como 

as doenças autoimunes, que necessitam utilizar terapias de acordo com sua condição clínica 

extremamente variável e assim, promover maior racionalidade de tratamento terapêutico e 

reduzir maiores complicações e reações adversas pelo uso indiscriminado de 

imunobiológicos. 
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