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RESUMO

Os biossensores eletroquimicos tém se destacado como dispositivos analiticos para aplicagdes em
saude, meio ambiente, industria alimenticia e seguranga publica, devido a sua sensibilidade,
seletividade e rapidez na deteccdo de analitos especificos. Esses dispositivos representam uma
alternativa viavel e eficiente aos métodos tradicionais de analise laboratorial, sendo capazes de
fornecer respostas em tempo real, com menor custo e maior portabilidade. Nesse cenario, investir em
pesquisa e desenvolvimento de biossensores ¢ essencial para atender as crescentes demandas
tecnologicas de diagnostico precoce, monitoramento ambiental e controle de qualidade industrial.
Além disso, a integragao desses dispositivos com plataformas digitais e sistemas miniaturizados amplia
seu potencial de aplicacdo em ambientes remotos. O objetivo do capitulo € apresentar os fundamentos,
as caracteristicas e as aplicacdes dos biossensores eletroquimicos, com énfase em duas classes
principais: os biossensores enzimaticos € os imunossensores. Os biossensores enzimaticos baseiam-se
na imobilizagdo de enzimas sobre eletrodos, permitindo a conversdo de sinais bioldgicos em sinais
elétricos mensuraveis. A especificidade das enzimas por seus substratos garante alta seletividade na
deteccao, sendo amplamente utilizados para a quantificacdo de glicose, lactose, ureia e outros
compostos relevantes em satde e alimentos. A imobilizagdo enzimatica pode ocorrer por diferentes
métodos, como adsorcdo, encapsulamento, ligacdo covalente e aprisionamento em matrizes
poliméricas. Avangos na engenharia de materiais tém permitido melhorar a estabilidade e a eficiéncia
desses dispositivos, tornando-os cada vez mais eficazes. J& os imunossensores utilizam a interagao
altamente especifica entre antigenos e anticorpos para reconhecer e quantificar substancias de
interesse, sendo especialmente uteis na deteccdo de agentes patogénicos, biomarcadores tumorais e
residuos de pesticidas. Eles podem operar em diferentes formatos, como imunoensaio direto ou
competitivo, com deteccao eletroquimica baseada na variacdo de corrente, potencial ou impedancia
gerada pela ligagdo antigeno-anticorpo. A escolha adequada dos elementos de reconhecimento e dos
transdutores influencia diretamente na sensibilidade, limite de deteccdo e reprodutibilidade dos
imunossensores. Com o avanco da nanotecnologia, esses dispositivos tém se tornado cada vez mais
precisos, sendo capazes de operar em concentragdes de analitos extremamente baixas. Assim, 0s
biossensores eletroquimicos representam dispositivos de deteccdo estratégicos e inovadores para
diagnosticos clinicos rapidos, vigilancia ambiental precisa e garantia da qualidade em processos
industriais e produtos alimenticios. Seu desenvolvimento continuo ¢ fundamental para impulsionar
solucdes tecnologicas acessiveis e sustentaveis, alinhadas as necessidades emergentes da sociedade
contemporanea.
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1 INTRODUCAO

Segundo a International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC), um biossensor € um
dispositivo composto por um elemento de reconhecimento bioldgico associado a um transdutor fisico-
quimico capaz de fornecer informagao analitica quantitativa de um analito®. O transdutor é o elemento
que converte uma resposta bioquimica em um sinal elétrico mensuravel, podendo ser: amperométrico,
potenciométrico, impedimétrico ou condutimétrico. A sensibilidade, a seletividade, o limite de
deteccdo, a reprodutibilidade, o tempo de resposta e o tempo de vida Util s&o os parametros relevantes
para as aplicacdes dos biossensores.

Um biossensor eletroquimico € uma classe dos biossensores na qual o transdutor € modificado
quimicamente com um filme bioquimico, podendo ser composto por um eletrodo condutor eletrénico,
semicondutor ou condutor idnico. O biossensor eletroquimico mais conhecido é o medidor de glicose,
que a partir do conceito inicial proposto por Clark e Lions? em 1962, recebeu inimeras contribuicdes,
por mais de cinco décadas, até chegar aos modelos comerciais®. No entanto, as aplicacdes dos
biossensores eletroquimicos vao muito além dos glicosimetros, sendo utilizados na detecgéo de virus?,
na identificacdo de biomarcadores do cancer®, na avaliagdo de poluentes® e na anélise de pesticidas’,
possibilitando amplo campo de atividades para pesquisas fundamentais e para inovacdes tecnoldgicas.

O mercado global de biossensores foi avaliado em 2021 em 24,9 bilhdes de dolares®. A
demanda por dispositivos descartaveis de baixo custo, de uso facilitado e com breve tempo de resposta
tem crescido significativamente neste mercado segmentado nas &reas biomédicas, de alimentos, da
agricultura, do meio ambiente e de biotecnologia. O segmento biomédico dominou os negécios dos
biossensores em 2021 com 66,5% das aplicacbes comerciais. Nesse segmento, 0s biossensores sdo
usados na analise de metabdlitos do sangue como: glicose, lactose, creatinina, ureia, colesterol e, ainda,
teste de gravidez, teste de drogas e diagndstico de algumas doencas infecciosas. O uso desses
dispositivos no meio ambiente tem crescido, sendo o segundo maior em volume de aplicacdes,
especialmente, na analise de fungos, pesticidas, herbicidas, metais pesados e poluentes. O segmento
em biotecnologia é o terceiro em valor de mercado.

Os biossensores eletroquimicos apresentam vantagens sobre os biossensores piezoelétricos e
opticos, porque apresentam baixos limites de deteccdo, alta reprodutibilidade e 6tima estabilidade.
Além dessas vantagens, a sua compatibilidade com novas tecnologias de micro e nanoeletronica torna
esses dispositivos operacional e economicamente viaveis em diversos segmentos. As principais
industrias de biossensores sdo: Bio-Rad Laboraories; Abbott Laboratories; Bayer AG; DuPont
Biosensor Materials; Johnson and Johnson, Philips; LifeScan, Inc.; Nova Biomedical; Siemens
Healthcare e Roche Diagnostics, que produzem e comercializam diversos tipos de biossensores para

uso biomédico, ambiental e biotecnologico.
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Na tltima década, a pesquisa académica na linha de biossensores superou, em média, trés vezes
e meia a produ¢do nas areas de eletroquimica e eletroanalitica, em nimero de publicagdes, conforme
avaliagdo dos indicadores de producdo na base de dados da Web of Science (Thonson Reuters),
mostrada na Figura 1. O levantamento revela ainda, que a producdo na classe de biossensores
eletroquimicos ¢ maior do que a soma das producdes em eletroquimica e em eletroanalitica, mostrando

a relevancia desta linha de pesquisa para grande area.

Figura 1 Distribuicdo de publicacdes nas areas de biossensores, eletroquimica/eletroanalitica e
biossensores eletroquimicos. Pesquisa realizada na base de dados da Web of Science (Thonson
Reuters), palavras-chave: biosensor®; electrochemic* AND electroanal* e electrochemical®* AND
biosensor*, respectivamente a cada area ou linha de pesquisa.
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Fonte: elaborada pelo autor.

A producdo cientifica em biossensores eletroquimicos da ultima década representa 30% de
toda pesquisa em biossensores das diversas classes. A participacdo brasileira na pesquisa em
biossensores eletroquimicos, nos Ultimos dez anos, ocupou 5% do total, resultado obtido pela contagem
das publica¢Bes que contém no campo “agéncia financiadora” a citacdo de pelo menos uma das trés
agéncias de fomento a pesquisa: Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico
(CNPq), Fundacdo de Amparo & Pesquisa do Estado de S&o Paulo (FAPESP) e Coordenagdo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES).

Nos ultimos anos, tém-se noticiado e constatado em muitas areas de pesquisa a reducao
dréstica do investimento pelas agéncias de fomento nacionais e estaduais. Os cortes do orgamento em
ciéncia e tecnologia causaram a diminuicdo de bolsas e dos recursos para insumos e equipamentos.
Contudo, a linha de pesquisa em biossensores eletroquimicos ndo sofreu impacto significativo,

sinalizando sua relevancia para as agéncias de fomento. A producdo cientifica apoiada pelas trés
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principais agéncias de fomento que subsidiam a pesquisa no Estado de Sdo Paulo, com artigos
publicados em periddicos indexados, apresentou crescimento na concessdo de beneficios na dltima

década, como mostra a Figura 2.

Figura 2 Fomento a pesquisa na area de biossensores eletroquimicos, na Gltima década, pelas trés agéncias que subsidiam
a pesquisa no estado de S&o Paulo. Pesquisa realizada na base de dados da Web of Science (Thonson Reuters), palavras-
chave: electrochemical* AND biosensor*; campo “agéncia financiadora”: CNPq, FAPESP ou CAPES.
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O investimento na linha de pesquisa em biossensores eletroquimicos, que inclui os segmentos
biomédico, ambiental e biotecnoldgico, tanto no mercado comercial quando na pesquisa académica,
cresceu na ultima década, o que mostra a ampla relevancia desse tema dentro da grande area de
eletroquimica e eletroanalitica.

Quanto ao elemento bioldgico imobilizado no transdutor, os biossensores eletroquimicos
podem ser classificados como: biossensores enzimdticos, imunossensores, biossensores celulares,
genossensores, entre outros. As classes que fornecem maiores niveis de sinal detectavel sdo os
biossensores enzimaticos e os imunossensores, utilizados na maioria das aplicacdes. A Figura 3 mostra
que, no ano de 2012, a soma da produgdo cientifica na linha de biossensores enzimaticos e
imunossensores representavam 44% das publicagdes em biossensores eletroquimicos, mantendo esse

patamar no final de uma década.
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Figura 3 Producdo cientifica sobre biossensores eletroquimicos enzimaticos e imunossensores no conjunto total das
publicacdes em biossensores eletroquimicos. Pesquisa realizada na base de dados da Web of Science (Thonson Reuters),
palavras-chave: electrochemical* AND biosensor*; enzym*; immun*.
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A reacdo monitorada eletroquimicamente pode gerar um sinal no sistema de eletrodos que

indique surgimento de corrente, acimulo de carga ou potencial, mudanca na impedancia ou alteracdo

na condutancia do meio. Esse sinal pode ser interpretado pelos métodos eletroanaliticos de

amperometria/voltametria, potenciometria, impedimetria e condutometria, respectivamente®. Os

métodos de deteccdo podem ser organizados de acordo com a categoria do sinal: corrente, potencial,

impedancia ou condutancia e desdobram-se nas técnicas de eletroanalise, como ilustrados na Figura

4,

Figura 4 Biossensor e os tipos de sinais eletroquimicos medidos pelos métodos de potenciometria, amperometria,
impedimetria e condutometria.
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Fonte: elaborada pelo autor.
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A facilidade operacional, a portabilidade e a simplicidade de construgao dos eletrodos sao as
qualidades que justificam a proeminéncia da detecgdo eletroquimica nos biossensores, em especial, a
identificacdo de um sinal mensuravel da reagdo bioquimica ndo depende fortemente do volume da
amostra. Recentemente, Mello, Bueno e Mulato'® compararam a resposta eletroquimica de
biossensores enzimaticos estruturados em filmes finos de polianilina com a resposta optica. O estudo
mostra, por exemplo, para deteccao de glicose, um limite de detec¢do de 0,16 umol L-1 para o
biossensor impedimétrico e de 2,33 umol L-1 para o biossensor optico.

A detecgdo eletroquimica de complexos como anticorpo-antigeno ¢ pouco afetada pelos
componentes da amostra, como cromoforos, fluoroforos e particulas que interferem na detecgdo
espectrofotométrica. Portanto, os ensaios eletroquimicos podem ser feitos em amostras turvas, como
sangue total, sem que haja interferéncia significativa de globulos de gordura, globulos vermelhos,
hemoglobina e bilirrubina'’.

O numero significativo de publicacdes na linha de biossensores enzimaticos € imunossensores
espelham o grande sucesso cientifico e comercial dos primeiros representantes desta classe, os
medidores de glicose. A robustez e a precisao dos glicosimetros continuam inspirando a pesquisa € a
aplicag¢do na busca de solugdes para deteccdo de inumeros analitos emergentes das areas biomédica,
ambiental e biotecnologica. O objetivo deste capitulo ¢ o de apresentar uma revisdo dos conceitos
dessas duas classes mais relevantes de biossensores eletroquimicos. O texto esta estruturado em quatro

partes: introdu¢do; biossensores enzimaticos; imunossensores € conclusao.

2 BIOSSENSORES ENZIMATICOS

O biossensor enzimatico € um dispositivo bioanalitico, no qual uma enzima catalitica
imobilizada no eletrodo reage quimicamente com o analito-alvo gerando um sinal mensuréavel'?. Os
glicosimetros, ou medidores de glicose, sdo os biossensores enzimaticos mais utilizados e produzidos
comercialmente. Pardmetros como origem, estabilidade operacional e armazenamento da enzima, bem
como procedimento de imobilizacdo séo fundamentais ao preparar um biossensor enzimatico®.

Os biossensores enzimaticos podem ser classificados como sondas eletroquimicas com filme
fino de enzima imobilizado na superficie do eletrodo de trabalho. O produto eletroativo pode ser
monitorado diretamente usando amperometria, na qual uma corrente é produzida em resposta a um
potencial constante aplicado, sendo a catalise enzimética a responsavel pela significativa amplificagdo
no sinal no biossensor'*. O uso de enzimas nos biossensores continua crescendo, pois devido &
complexidade dessas estruturas moleculares e sua especificidade singular com a molécula-alvo, podem

detectar com muita seletividade analitos individuais em uma mistura complexa, como urina ou

sangue®®.
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O desenvolvimento de biossensores enzimaticos nas aplicacdes biomédicas, na década de 1960,
foi iniciado com o monitoramento da glicose no sangue principalmente pelas intensas pesquisas na
area. Eletrodos funcionalizados com a enzima glicose oxidase (GOx) tém sido largamente utilizados
na deteccdo de glicose desde o trabalho pioneiro de Clark e Lyons? entre 1950 e 1960. Este biossensor
amperométrico ficou conhecido como a primeira geracao de biossensores enzimaticos. Nesta primeira
geracao, a enzima oxidase € imobilizada entre uma membrana semipermeavel e a superficie de um
eletrodo de platina. A GOx é uma enzima estavel, barata, facilmente obtida do Aspergillus niger, um
fungo comum de muitas frutas e legumes. A GOx ¢ altamente especifica para f-D-glicose a qual pode
ser detectada pela seguinte reacdo expressa nas equacoes (1), (2) e (3):

B-D-glicose + GOx-FAD — GOx-FADH; + &-D-gluconolactona (@)
GOx-FADH2 + 02 — GOx-FAD + H»0> 2
H.0, — 2e +0O, +2H* 3)

No entanto, a primeira geracdo de biossensores precisava continuamente de oxigénio como
substrato para efetivar a reacdo enzimatica. Como o oxigénio é pouco soltvel em solugdes aquosas,
havia uma limitacdo da corrente produzida na presenca do analito, pois as reacdes redox diretas entre
enzimas e os eletrodos sdo muito raras devido a tendéncia da desnaturacdo dessas proteinas quando
em contato com a superficie do eletrodo. Uma vez que, um nimero limitado de enzimas, tais como a
peroxidase do nabo silvestre, mostram-se capazes de transferir elétrons diretamente do sitio ativo da
enzima para o eletrodo®® a ideia inicial recebeu modificagdes.

Os elétrons produzidos na reacdo de uma enzima catalitica nem sempre podem ser transferidos
rapidamente e facilmente para a superficie do eletrodo. A Teoria de Marcos, largamente aceita, mostra
que a transferéncia de elétrons cai exponencialmente com a distancial’. Por isso, as enzimas
frequentemente requerem um auxiliar que transfere elétrons para superficie do transdutor. Os
mediadores redox artificiais atuam como auxiliares dessa transferéncia e sdo pequenas moléculas
sollveis capazes de fornecer oxigénio para a reacdo enzimatica nos biossensores de glicose. Embora
muitos compostos organicos sejam capazes de atuar como mediadores, 0s compostos redox organico-
metalicos sdo os mais comuns. Nessa classe estdo incluidos: quinonas, sais condutores organicos,
corantes, complexos de Ruténio, ferroceno e derivados de ferricianeto®. A reacéo da enzima GOx na

presenca de mediadores pode ser expressa pelas equacdes (4) e (5):

GOXx-FADH; + 2 Mediadorox — GOx-FAD + 2 Mediadorres + 2H* (4)
2 Mediadorres — 2 Mediadorox + 2e- (5)

Os biossensores enzimaticos com mediadores, chamados de segunda geracao, apresentam um

desempenho muito melhor do que os biossensores da primeira geragédo, principalmente devido a
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eliminacdo da dependéncia de oxigénio em solugdo. A incorporacdo de mediadores redox também
permitiu a utilizagdo de outras enzimas oxidorredutases, tais como peroxidases e dehydrogenases, que
ampliaram a lista de possiveis analitos-alvo.

A terceira geracao de biossensores enzimaticos possui 0 componente de biorreconhecimento
acoplado através da coimobilizacdo da enzima com o mediador na superficie do eletrodo. Isso pode
ser alcangado pelo contato elétrico direto entre a enzima e o eletrodo, imobilizando a enzima e o

mediador em um polimero condutor ou em um eletrodo metalico. Essa nova geragdo foi inicialmente
descrita por Heller'® e sdo biossensores ideais para medicdes repetidas, pois nem o mediador nem a

enzima precisam ser adicionados. Estudos recentes de Bueno® mostram que em sistemas como esses
a transferéncia de elétrons e a condutancia quéantica estdo correlacionadas. Esses estudos ganharam
relevancia nos aspectos fundamentais, conjugando a teoria de Rudolf Marcus e de Landauer o que
ampliou o entendimento dos processos de armazenamento e transferéncia de carga. As evidéncias desta
correlacdo foram confirmadas pelo estudo de simulacdo computacional de Feliciano e Bueno®. Esses
estudos vém contribuindo para compreensdo dos aspectos fundamentais e permitindo a melhora da

eficiéncia dos biossensores enzimaticos e o desenvolvimento de novas aplicacdes.

2.1 METODOS DE IMOBILIZACAO DE ENZIMAS

O objetivo da imobilizacdo € o de proporcionar a ligagdo estavel entre a enzima e a superficie
de deteccéo do transdutor sem bloquear o sitio ativo da proteina ou alterar drasticamente sua geometria.
Sdo basicamente quatro métodos de imobilizacdo: aprisionamento fisico, ligacdo covalente, adsorcao
e ligacdo eletrostatica'®. O periodo de estabilidade das enzimas imobilizadas depende da temperatura,
do pH e do método utilizado, variando de horas a meses, dependendo da preparacdo, desenho e das
condicdes de armazenamento do biossensor.

A abordagem mais simples é a de aprisionar fisicamente as enzimas entre membranas pré-
formadas na superficie do eletrodo. Nesse método de imobilizacdo fisica, a composicdo nativa da
enzima é preservada uma vez que n3o envolve a formacdo de ligagdo covalente?®. Os procedimentos
mais comuns de aprisionamento enzimatico sdo: encapsulamento, inclusdo em um gel, conjugacéo em
filme eletropolimerizado e incorporag@o em pasta de carbono.

A ligacdo covalente da enzima ao transdutor é a imobilizacdo mais estavel, porque liga
diretamente ao eletrodo os grupos funcionais da proteina como NH2, COOH, OH e SH que ndo atuam
diretamente na atividade catalitica®. Por outro lado, a adsorcdo é o método menos estavel de
imobilizacdo cujas forcas que ligam o elemento de biorreconhecimento ao transdutor sé&o
principalmente forgas van der Waals, com ocasionais pontes de hidrogénio. Portanto, a vida util de um

sensor preparado por adsor¢éo é bastante limitada. No entanto, o método de adsorcéo, é de mais facil
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execucdo, requer limpeza minima e nédo prejudica a conformacéo da enzima imobilizada, sendo ideal
para os estudos iniciais de construgdo do biossensor enzimatico. Nos biossensores deste projeto serdo
utilizadas as técnicas de imobilizacdo mais adequadas para cada etapa de desenvolvimento.

2.2 APLICACOES DOS BIOSSENSORES ENZIMATICOS

As tiras de teste descartaveis de monitoramento doméstico de glicose, acopladas a medidores
eletronicos manuais vendidos nas farmacias, sdo baseados na reacdo catalitica da enzima glicose
oxidase (GOx) ou glicose desidrogenase. Nesses biossensores uma Unica gota de sangue total, sem
preparacdo ou purificacdo, € colocada em uma tira de teste estruturada em substrato polimérico que
contém trilhas condutivas e membranas nas quais os reagentes secos foram depositados. O sistema de
dois eletrodos é o mais usado sendo que no eletrodo de trabalho a enzima e o mediador sdo
imobilizados e o outro atua como eletrodo de referéncia.

Atualmente, as tiras de teste de glicose vendidas comercialmente sdo de segunda ou terceira
geracdo e o ferricianeto € um dos mediadores comumente usados. A detec¢do nesses biossensores
enzimaticos é amperométrica, sob um potencial constante aplicado. A reacédo catalisada pela enzima
produz corrente que é intensificada pelo mediador e entdo quantificada por um circuito eletrénico, ou
micropotenciostato. Os medidores de glicose vendidos comercialmente apresentam uma faixa de
sensibilidade entre 1,1 e 33,3 mmol L de glicose, precisdo de 3% a 8% e tempo de teste de cerca de
30 segundos®.

Além dos glicosimetros, existem comercialmente biossensores enzimaticos utilizados para
detectar o lactato, um éster do acido latico produzido durante o processo de respiracdo celular quando
a molécula de glicose é quebrada. Sua concentracdo no sangue aumenta do valor normal de 0,9 mmol
L para cerca de 12 mmol L com a intensa atividade do metabolismo anaerébico provocada por

exercicios extenuantes como maratona ou triatlo?’. Os primeiros medidores de lactato eletroquimicos

portateis para uso em medicina esportiva foram fabricados pela Senslab e Arkray®. Esses biossensores
requerem amostras de sangue com apenas 0,5 puL e 5 pL, respectivamente. Os niveis de lactato
sanguineo sdo usados como indicadores de condi¢cBes como acidose ou meningite bacteriana.

Quatro enzimas podem ser usadas como componentes de biorreconhecimento em biossensores
de lactato: lactato desidrogenase, lactato oxidase, lactato monooxidase e citocromo bz. Alguns
biossensores eletroquimicos de lactato incluem mediadores como ferricianeto e o dinucleotido de
nicotinamida e adenina (NAD), que é uma coenzima que apresenta dois estados de oxidacdo: NAD*
(oxidado) e NADH (reduzido). O NAD é um composto organico encontrado nas células dos seres

Vvivos e usado como transportador de elétrons em reacGes metabolicas de oxi-reducao e tem uma funcéo

preponderante na producdo de energia para a célula®®. Essas enzimas, conjugadas aos mediadores, ao
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se ligarem com o lactato, produzem corrente no eletrodo de trabalho que é medida
amperometricamente.

Outro arranjo possivel no biossensor enzimético, chamado de biossensor de interferéncia
detecta as mudancas da taxa de catalisagcdo das reacdes quando efetores se ligam as enzimas, atuando
como inibidores ou ativadores. Esses biossensores também sdo chamados de sensores de inibicdo
enzimaética foram desenvolvidos para detec¢do de pesticidas, como organofosfato e carbamato, toxinas
da respiracdo como cianeto (CN") e azida (Ns~) e metais pesados toxicos como As, Pb, Cd, Cre Hg37.
As enzimas usadas nos biossensores enzimaticos incluem tirosinase, peroxidase de nabo silvestre e
acetilcolinesterase. Embora existam aplicacdes relevantes disponiveis comercialmente, um grande
numero de analitos ainda carece de dispositivos para sua detec¢do, podendo os biossensores

enzimaticos ser desenvolvidos para esses alvos.

3 IMUNOSSENSORES

Os imunossensores sdo biossensores de afinidade baseados na forte ligacdo seletiva entre
anticorpos (Ab) e antigenos (Ag). A deteccdo de um analito, nesse caso um antigeno, é realizada
através da sua ligagdo com um anticorpo especifico imobilizado no eletrodo ou vice-versa?!. A ligacéo
Ab-Ag gera um sinal elétrico no transdutor que pode ser quantificado por algum dos métodos
eletroanaliticos, dependendo do desenho do imunossensor. Por exemplo, nos imunossensores usados
nos testes de gravidez e fertilidade, os anticorpos imobilizados no eletrodo possuem afinidade de
ligacdo com o hormdnio hCG (gonadotrofina coriénica humana), que é produzido quando o 6vulo é
fecundado. Os tipos comerciais mais comuns desses testes sao 0s colorimétricos e os que detectam a
reacao de ligacdo eletroquimicamente.

Os imunossensores se destacam dentre outros tipos de biossensores, pois detectam tracos da
ordem de partes por bilhdo (ppb), possuem alta especificidade na ligacdo anticorpo-antigeno (Ab-Ag)
e ainda possibilitam a detec¢do de diversos analitos como bactérias, virus, drogas, toxinas, horménios,
poluentes ambientais, pesticidas, herbicidas e outros compostos. Além dessas vantagens, esses
biossensores requerem pouca prepara¢do da amostra, uso reduzido de reagentes e compatibilidade com
automacdo®, tornando esses dispositivos uma alternativa atraente frente aos métodos analiticos
quantitativos convencionais como cromatografia e espectrometria de massa. O desenho multiplex dos
imunossensores também permite a analise simultanea de varias analitos, o que melhora a eficiéncia e
torna os ensaios relativamente rapidos e econémicos. Os imunossensores sao mais faceis de construir
do que os enzimaticos e apresentam quatro fatores envolvidos no seu projeto: configuracdo do eletrodo,
imobilizacdo do anticorpo, minimizacdo das interacfes inespecificas e escolha do método de

deteccdo?.
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A imunoglobulina IgG, um dos principais anticorpos (Abs) utilizados no imunossensores, ¢
uma glicoproteina em forma de “Y” com peso molecular da ordem de MW~150 kDa produzida por
um hospedeiro em resposta a presenga de uma molécula estranha chamada antigeno (Ag)*. Antigeno
¢ qualquer elemento que o corpo reconhece por estranho tais como: substancias quimicas, proteinas ou
material particulado (poeira, pdlen etc.). As IgGs t€ém quatro cadeias polipeptidicas, duas idénticas com
peso molecular igual ou superior a 50 kDa e outras duas cadeias mais leves com cerca de 25 kDa,
conforme ilustra a Figura 5. As cadeias dos Abs s3o unidas por ligagdes de dissulfeto e interagdes de

pontes de hidrogénio,

Figura 5 (a) Estrutura de uma imunoglobulina IgG: Fc — fragmento efetor, Fab — fragmento de ligagdo do antigeno, V —
dominio variavel, C — dominio constante. (b) Ligagdo de um antigeno com o fragmento Fab.

4 i ™
Fab Cédela pesada
-
) Regiao da
G dobradiga Cadeia Paratopo
leve e antigeno
. >

Fonte: adaptado da referéncia [23].

A regido de ligagao do anticorpo ¢ chamada paratopo e se liga com alta afinidade na regido do
antigeno chamada epitopo. As interacdes Ab-Ag podem ser do tipo: pontes de hidrogénio, idnica,
interagoes hidrofobicas e for¢as de van der Waals. Quando o analito a ser detectado ¢ biomédico, os
anticorpos podem ser encontrados no soro do sangue, nos fluidos como saliva e urina, € nas membranas
celulares, facilitando a coleta e anélise das amostras. Os imunossensores eletroquimicos podem ser
classificados em trés grupos quanto a transdugdo elétrica24. Na abordagem potenciométrica o
complexo Ab-Ag construido na superficie do eletrodo altera o potencial proporcionalmente a
concentracao dos analitos. No método amperométrico um potencial constante ¢ aplicado no eletrodo e
a corrente associada com a reducdo ou oxidagdo de espécies eletroativas criadas pela interagdo ¢
medida. No entanto, como a maioria dos anticorpos ndo sdo capazes de induzir reagdes eletroquimicas
por eles mesmos, agentes mediadores ou enzimas devem ser funcionalizadas na biomolécula. Por sua
vez, as técnicas impedimétricas medem a transferéncia de elétrons em resposta a um pequeno potencial
de excitacdo, possibilitando a deteccao direta de analitos sem o uso de marcadores ou pares redox. Os
imunossensores impedimétricos podem ser configurados para medidas de impedancia ou capacitancia

€ mostram vantagens sobre a detec¢do potenciométrica € amperométrica.
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3.1 PRODUCAO DE ANTICORPOS

Existem dois tipos de anticorpos os policlonais (Abs) e os monoclonais (MAbs). Os Abs sé&o
heterogéneos em relacdo ao seu dominio de ligacdo e nem sempre permitem a seletividade de deteccdo
requerida, ao passo que os MAbs melhoram os limites de deteccdo devido a maior especificidade de
ligacdo MAb-Ag sendo preferiveis para a construcdo de imunossensores eletroquimicos?. Enquanto
0s Abs sdo uma mistura heterogénea de moléculas de imunoglobulinas secretadas contra um antigeno
no inicio da resposta imune do organismo, os MADbs tém afinidade de ligacdo para um Unico epitopo,
permitindo a deteccdo de pequenas quantidades do Ag 0 que aumenta consideravelmente a
especificidade da ligacdo MAb-Ag.

Os MAbs podem ser desenvolvidos para uma ampla gama de substancias e, teoricamente, se
um MAD pode ser produzido para um analito especifico, um imunossensor pode ser desenvolvido para
detectar essa substancia. O custo dos reagentes para ensaios de imunologia continua diminuindo em
razdo do desenvolvimento das técnicas de biologia molecular. Atualmente, existe significativa
variedade de anticorpos sendo vendida por grandes fabricantes de reagentes como a Sigma Aldrich.
Para deteccdo de analitos emergentes ¢ possivel encomendar anticorpos especificos com a

funcionalizagdo adequada, de empresas nacionais especializadas.

3.2 IMOBILIZACAO DE ANTICORPOS NO ELETRODO

Como as enzimas e outras moléculas de biorreconhecimento, os anticorpos sdo muito sensiveis
as condicGes ambientais. Normalmente os MAbs sdo imobilizados em uma superficie solida para
aplicacdo em biossensores, mas conforme a orientacdo das biomoléculas nessa imobilizacdo podera
haver perda na capacidade de ligagdo com o antigeno?l. Os bragos do anticorpo, o paratopo, devem
ficar expostos a amostra, sendo necessario escolher métodos de imobilizacdo que favorecam que o
fragmento efetor se ligue a superficie do transdutor. Os MAbs podem ser imobilizados na superficie
do eletrodo por métodos que incluem ligacBes biotina-estreptavidina, adsor¢cdo a uma matriz
polimérica condutora como polipirrol e ainda ligacdes covalentes. As interacdes de anticorpos
desorientados na superficie podem levar a mudangcas na estrutura de ligagdo do paratopo?! contribuindo
para o decréscimo do limite de detec¢do do imunossensor. Além da orientagdo de imobilizacédo, a
densidade dos MAbs imobilizados na superficie deve ser adequada para minimizar os efeitos das
interacdes estéricas, associadas a sobreposicdo das nuvens eletronicas e que podem afetar a afinidade
de ligacéo.

Outro fator determinante para a constru¢cdo de um imunossensor eficiente ¢ a reducdo de
ligagdes inespecificas. A ligacdo ndo especifica em um biossensor envolve a adsor¢do dos MAbs com
espécies diferentes daquelas do analito alvo. Também pode haver adsor¢des dessas outras espécies nos

espacos vazios do eletrodo, fendmeno que aumenta o sinal de fundo, e € o principal limitante de
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deteccdo nos biossensores eletroquimicos’. Portanto, para reduzir ou eliminar essas ligagdes ndo
especificas, devem ser incluidos procedimentos tais como o uso de surfactantes ndo i6nicos, Tween
20, albumina sérica bovina (BSA), polietileno glicol, gelatina ou caseina. As camadas automontadas
(self-assembled monolayers) de oligo (etileno glicol) e as camadas de dextran também sao usadas com
sucesso para evitar ligagdes ndo especificas em superficies de eletrodos. As técnicas de imobilizagdo
descritas serdo utilizadas no desenvolvimento dos imunossensores nos eletrodos de baixa rugosidade

propostos.

3.3 APLICACOES DOS IMUNOSSENSORES

H& um vasto campo para pesquisa e para aplicagdo dos imunossensores que abrange 0s
segmentos das &reas biomedica, ambiental e biotecnoldgica. Contudo, é a &rea biomédica que possui
0 maior namero de publicacbes e apresenta maior demanda para pesquisa, dispondo de biossensores
comerciais para alguns marcadores. Neste segmento, atualmente, a grande necessidade esta sendo a
deteccdo de doencas infecciosas. Nos Ultimos anos, doencgas virais transmissiveis emergiram com
grande intensidade, causando enormes prejuizos em diversos paises. As principais doencas com
epidemias no século XXI foram: SARS, gripe aviaria, HIN1, ebola, dengue, chikungunya, zika e o
novo coronavirus (SARS-COV-2).

A principal necessidade nos casos das epidemias é a triagem répida dos pacientes, em postos
de atendimento e hospitais, para que os individuos recebam o tratamento adequado. No que se refere
ao diagnostico ha dois extremos: os testes rapidos colorimétricos baseados na interacdo anticorpo-
antigeno, e o teste molecular conhecido como método da polimerase da cadeia reversa (do inglés,
Polymerase chain reaction — PCR). O primeiro, também chamado teste soroldgico, fornece o resultado
em poucos minutos, mas € eficaz somente quando o sistema imunoldgico ja esta produzindo anticorpos
0 que acontece alguns dias ap0s a infeccdo. No outro extremo o PCR, padrdo ouro de diagnostico,
analisa 0 genoma do virus e é capaz de fornecer resultado preciso mesmo no inicio da doenca, antes
da manifestacdo dos sintomas. Contudo, por se tratar de uma analise especializada e de maior custo
ela esté disponivel em maior escala somente nos casos de extrema necessidade, como foi na pandemia
do novo coronavirus.

Para preencher o espaco entre os dois extremos de diagnostico, colorimétrico e PCR, tém
surgido novas propostas como a utilizacdo do imunossensor para detecgdo de proteinas estruturais de
virus, tais como as proteinas do envelope e do capsideo. Na literatura este arranjo é chamado de
biossensor de afinidade. Esta opcao permite estender a janela de diagnostico para os periodos iniciais
da doengca utilizando a interagdo Ab-Ag?®. Proposta semelhante pode ser aplicada para outros virus
possibilitando aumento da janela de deteccdo, maior sensibilidade do que os testes colorimétricos e

menor custo do que os ensaios moleculares.
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Atualmente, existem biossensores incorporados em instrumentos portateis comerciais como o
i-STAT, desenvolvido desde a década de 1990 pela Abbot e capaz de analisar pequenos volumes (20
L) de sangue total®®. Trata-se de um instrumento manual, de uso simples, com cartuchos descartaveis
contendo biossensores associados com microfluidica. O instrumento mede simultaneamente varios
parametros bioquimicos como: hematologia, gases no sangue, parametros de coagulacéo,
endocrinologia, marcadores cardiacos, no entanto, ndo h& imunoensaios disponiveis para esse
equipamento, espaco a ser preenchido pelos imunossensores.

O instrumento portatil biossensor promissor mais moderno ¢ o Osler Origin, desenvolvido pela
Osler Diagnostics, uma startap criada na Universidade de Oxford. Em fase final das etapas regulatérias
o instrumento promete alta eficiéncia, incluindo as mais avancadas técnicas de deteccdo e engloba
todos os beneficios dos biossensores: medicdo em amostra de sangue total, sensibilidade ao alvo em
baixas concentragdes, ensaio multiplex, baixo custo, facil operacdo e fornecimento de resultados em
alguns minutos®®. A filosofia de cartuchos inseriveis permite a continuidade da pesquisa no
desenvolvimento de biossensores para inimeros marcadores ainda ndo suportados pelo Osler Origin
e pelo i-STAT, tanto da area biomédica quanto nas areas ambiental e biotecnoldgica. Os biossensores
desenvolvidos para uso point-of-care ganham relevancia uma vez que os hospitais, os postos de saude
e as clinicas médicas dos grandes centros urbanos necessitam da detec¢ao rdpida para um grande

numero de analitos.

4 CONCLUSAO

Os biossensores eletroquimicos envolvem um amplo campo de pesquisa cientifica em todo o
mundo e representam uma das areas mais dindmicas e promissoras da tecnologia aplicada a detec¢ao
de substancias quimicas e biologicas. Sua importancia crescente se justifica pela combinacao de alta
sensibilidade, seletividade, rapidez de resposta e potencial de miniaturizagdo, caracteristicas
fundamentais para o avango de dispositivos de detec¢do nas areas da saide, meio ambiente, seguranga
alimentar e controle industrial. Ao longo deste capitulo, foram abordadas duas classes fundamentais
de biossensores eletroquimicos, os biossensores enzimaticos € os imunossensores. A énfase recaiu em
seus principios de funcionamento, formas de imobilizagdo dos biocomponentes e aplicagdes.

Os biossensores enzimaticos destacam-se pela utilizacdo de enzimas como elementos de
reconhecimento biologico, cuja especificidade em relagdo ao substrato permite medigdes altamente
seletivas. Essa caracteristica os tornam ferramentas essenciais, por exemplo, na determinagdo de
glicose em fluidos biologicos, contribuindo diretamente para o monitoramento de doengas como o
diabetes mellitus. Os métodos de imobilizagdo enzimética, como adsorcao fisica, ligacdo covalente,
aprisionamento em matrizes ou encapsulamento, exercem influéncia direta sobre a estabilidade,

reusabilidade e sensibilidade dos dispositivos. Avangos recentes no desenvolvimento de materiais
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condutores, como 0s nanomateriais € os polimeros condutores, t€ém proporcionado melhorias
significativas no desempenho desses sensores, tornando-os mais robustos e confiaveis. Além disso, o
uso de enzimas modificadas geneticamente ou estabilizadas por técnicas fisico-quimicas tem ampliado
o tempo de vida util e a eficiéncia dos biossensores enzimaticos em diferentes condigdes operacionais.

Os imunossensores, por sua vez, exploram a interacao especifica entre antigenos e anticorpos,
sendo particularmente Uteis na deteccdo de agentes patogé€nicos, toxinas, biomarcadores tumorais,
hormonios e outros compostos com relevancia clinica, ambiental ou alimentar. A sensibilidade desses
dispositivos pode ser aprimorada por meio da escolha criteriosa dos pares antigeno-anticorpo, da
otimizacao das superficies de imobilizagdo e da aplicacao de técnicas eletroquimicas adequadas, como
voltametria de pulso, amperometria ou impedancia eletroquimica. Com o advento da nanotecnologia,
tornou-se possivel aumentar ainda mais a area de superficie dos eletrodos e incorporar nanomateriais
funcionais capazes de melhorar a conducao eletronica e a eficiéncia da imobilizagcdo. Como resultado,
os imunossensores modernos tém alcancado limites de detec¢do extremamente baixos, permitindo
analises em amostras complexas com alta confiabilidade.

A andlise comparativa entre biossensores enzimaticos e imunossensores revela que ambos
possuem vantagens e desafios especificos, sendo que a escolha da plataforma mais adequada depende
do tipo de analito, da matriz da amostra e dos requisitos da aplicagdo final. Enquanto os biossensores
enzimaticos sdo amplamente aplicdveis em andlises continuas e de rotina, os imunossensores sao
particularmente eficazes para diagnosticos pontuais e detecgdo de substidncias com relevancia
biomédica ou toxicologica. Ambos os tipos de biossensores, no entanto, compartilham o desafio
comum da estabilidade dos biocomponentes e da necessidade de calibragdao frequente, aspectos que
continuam sendo alvo de intensa pesquisa.

O futuro dos biossensores eletroquimicos aponta para a integragdo com tecnologias digitais e
dispositivos portateis, como smartphones, microcontroladores e sistemas de Internet das Coisas (IoT),
ampliando suas aplicagdes em ambientes remotos, em tempo real e em contextos de medicina
personalizada. Além disso, o desenvolvimento de plataformas multifuncionais e multiplexadas,
capazes de detectar simultaneamente diversos analitos, representa uma tendéncia crescente nessa area
de pesquisa e desenvolvimento. A interdisciplinaridade entre a quimica, a biotecnologia, a engenharia
de materiais e a ciéncia de dados tem potencial para impulsionar inovagdes significativas nesse cenario.

Em um contexto global de crescente demanda por diagnosticos rapidos, monitoramento
ambiental e rastreabilidade de produtos, os biossensores eletroquimicos tém papel estratégico como
dispositivos acessiveis, sustentaveis e adaptaveis. O desenvolvimento de inovagdes com base em
principios bioeletroquimicos pode contribuir ndo apenas para o avango cientifico e tecnoldgico, mas
também para o enfrentamento de desafios sociais urgentes, como o controle de epidemias, a vigilancia

da qualidade da agua e a seguranca alimentar em larga escala.
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Portanto, investir em pesquisa, desenvolvimento e formacao de recursos humanos na area de
biossensores ¢ fundamental para consolidar essa tecnologia como parte integrante de solucdes
inovadoras e eficientes. A consolidacao de parcerias entre universidades, centros de pesquisa e setor
produtivo serd essencial para a transferéncia de conhecimento e para a producdo em escala de
dispositivos para aplicacdo. Diante disso, os biossensores eletroquimicos, especialmente os
enzimaticos € os imunossensores, consolidam-se como protagonistas na constru¢ao de um futuro onde

a ciéncia se alia a inovagdo para promover qualidade de vida, sustentabilidade e bem-estar social.

\

Foundations and Frontiers: ’The Dynamics qf Multidisciplinary Sciences
BIOSSENSORES ELETROQUIMICOS ENZIMATICOS E IMUNOSSENSORES



\/

THEVENOT, J. TOTH, K.; DURST, R.A.; WILSON, G.S. Electrochemical biosensors: recommended
definitions and classification (IUPAC technical report). Pure and Applied Chemistry, v. 71, n. 12, p.
2333-2348, 1999.

REFERENCIAS

CLARK, L. C.; LYONS, C. Electrode systems for continuous monitoring in cardiovascular surgery.
Annals of The New York Academy of Sciences, v. 102, ed. 1, p. 29, 1962.

LISI, F; PETERSON, J. R.; GOODING, J. J. The application of personal glucose meters as universal
point-of-care diagnostic tools. Biosensors and Bioelectronics, v. 148, p. 111835, 2020.

ZHU, H.; FOHLEROVA, Z.; PEKAREK, J.; BASOVA, E.; NEUZIL, P. Recent advances in lab-on-a-
chip technologies for viral diagnosis. Biosensors and Bioelectronics, v. 153, p. 112041, 2020.

CUIL, F.; ZHOU, Z.; ZHOU, H. S. Review measurement and analysis of cancer biomarkers based on
electrochemical biosensors. Journal of The Electrochemical Society, v. 167, p. 037525, 2020.

HERNANDEZ-VARGAS, G.; SOSA, J.E.-H., HERNANDEZ, S.S.; RODRIGUEZ, AM.V;
SALDIVAR, R.P,; IQBAL, H.M.N. Electrochemical biosensors: a solution to pollution detection with
reference to environmental contaminants. Biosensors, v. 8, n. 29, 2018.

REYNOSO, E. C. TORRES, E.; BETTAZZI, F.; PALCHETTI, I.; Trends and Perspectives in
immunosensors for determination of currently-used pesticides: the case of glyphosate,
organophosphates, and neonicotinoids. Biosensors, v. 9, n. 20, p. 237-258, 2019.

GRAND VIEW RESEARCH. Biosensors Market Size, Share & Trends Analysis Report By
Technology, By Application (Medical, Agriculture), By End User (POC Testing, Food Industry), By
Region, And Segment Forecasts, 2022 - 2030. California: GVR, 2022.

09 ENSAFI, A. A. (Ed.). Electrochemical Biosensors. Amsterdam: Elsevier, 2019.

MELLO, H. J. P. D.; BUENO, P. R.; MULATO, M. Comparing enzymatic biosensors:
impedimetric/capacitive electrochemical response versus Optical Response. Analytical Methods, v. 12,
p- 4199-4210, 2020.

HASANZADEH, M.; SHADJOU, N. Electrochemical nanobiosensing in whole blood: recent
advances. Trac-Trends In Analytical Chemistry, v. 80, p. 167-176, 2016.

WANG, J. From DNA Biosensors to Gene Chips. Nucleic Acids Research, v. 28, n. 16,
p. 3011-3016, 2000.

BARTLETT, P. N. Bioelectrochemistry fundamentals, experimental techniques and applications. West
Sussex, England: John Wiley & Sons, 2008.

COPELAND. R. A. A practical introduction to structure, mechanism, and data analysis: Enzymes. 2nd
ed. New York: John Wiley & Sons, 2000.

KURBANOGLU, S.; ERKMEN, C.; USLU, B. Frontiers in electrochemical enzyme based biosensors
for food and drug analysis. Trac-Trends in Analytical Chemistry, v. 124, p. 115809, 2020.

BOLLELLA, P.; GORTON, L.; ANTIOCHIA, R. Direct Electron Transfer of Dehydrogenases for
Development of 3rd Generation Biosensors and Enzymatic Fuel Cells. Sensors, v. 18, p. 1319, 2018.

Foundations and Frontiers: ’The Dynamics qf Multidisciplinary Sciences
BIOSSENSORES ELETROQUIMICOS ENZIMATICOS E IMUNOSSENSORES



\/

BARD, A. J.; FAULKNER, J. R. Electrochemical methods fundamentals and applications. New
Jersey: John Wiley & Sons, 2001.

GREGG, B. A.; HELLER, A. Cross-linked redox gels containing glucose-oxidase for amperometric
biosensor applications. Analytical Chemistry, v. 62, n. 3, p. 258-263, 1990.

BUENO, P.R. Electron Transfer and Conductance Quantum. Physical Chemistry Chemical Physics, v.
22, p. 26109-26112, 2020.

FELICIANO, G.T.; BUENO, P.R. The Two-Dimensional Nature and the Meaning of the Density-of-
States in Redox Monolayers. Journal of Physical Chemistry C, v. 124, p. 14918-14927, 2020.

JONES, A.; DHANAPALA, L.; KANKANAMAGE, RN.T.;, KUMAR, C.V.; RUSLING, J.F;
Multiplexed Immunosensors and Immunoarrays. Analytical Chemistry, v. 92, n. 1, p. 345-362, 2020.

VAN EMON, J. M. Immunoassay and other bioanalytical techniques. Boca Ronton: Taylor & Francis,
2007.

ALTSHULER, E. P.; SEREBRYANAYA, D. V.; KATRUKHA, A. G. Generation of recombinant
antibodies and means for increasing their affinity. Biochemistry (Moscow), v. 75, n. 13, p. 1584-1605,
2010.

ZHANG H.; MILLER B.L.; Immunosensor-based label-free and multiplex detection of influenza
viruses: State of the art. Biosensors and Bioelectronics, v. 141, p. 111476, 2019.

OSSIPOW, V.; FISCHER, N. (Ed.) Monoclonal antibodies: methods and protocols. [s.l.]: Springer,
2014.

ASAL, M. OZEN, O.; SAHINLER, M.; TAHSIN, H.B.; POLATOGLU, I. An overview of
biomolecules, immobilization methods and support materials of biosensors. Sensor Review, v. 39, ed.
3, p. 377-386, 2019.

KUCHERENKO, I. S.; TOPOLNIKOVA, Y. V.; SOLDATKIN, O. O. Advances in the biosensors for
lactate and pyruvate detection for medical applications: a review. Trac-Trends in Analytical Chemistry,
v. 110, p. 160-172, 2019.

FIGUEIREDO, A.; VIEIRA, N.C.S.; SANTOS, J.F. dos; JANEGITZ, B.C.; AOKI, S.M.; JUNIOR,
PP; LOVATO, R.L.; NOGUEIRA, M.L.; ZUCOLOTTO, V.; GUIMARAES, F.E.G. Electrical
detection of dengue biomarker using egg yolk immunoglobulin as the biological recognition element.
Scientific Reports, n. 5, 2015.

SCHULLY, K. YOUNG, C.C.; MAYO, M.; CONNOLLY, A.L.; RIGAS, V.; SPALL, A.; CHAN, A.A;
SALVADOR, M.G.; LAWLER, J.V.; OPDYKE, J.A.; CLARK, D.V.; CURRIE, B.J. Next-generation
diagnostics for melioidosis: evaluation of a prototype i-stat cartridge to detect burkholderia
pseudomallei biomarkers. Clinical Infectious Diseases, v. 69, p. 421-427, 2019.

OSLER DIAGNOSTICS. The Osler Origin, 2022. A one-stop solution, consolidating multiple existing
systems onto a single instrument. Disponivel em: https://www.oslerdiagnostics.com. Acesso em 10 de
junho de 2022.

Foundations and Frontiers: ’The Dynamics qf Multidisciplinary Sciences
BIOSSENSORES ELETROQUIMICOS ENZIMATICOS E IMUNOSSENSORES



