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RESUMO 

DESENVOLVIMENTO DE SENSORES ELETROQUÍMICOS PARA DIAGNÓSTICO 

DE INFECÇÕES FÚNGICAS. Infecções fúngicas, como as causadas por Candida 

albicans, Aspergillus fumigatus, Pneumocystis jirovecii e Cryptococcus neoformans, 

são responsáveis por milhões de mortes anuais, sobretudo em regiões tropicais e 

subtropicais. O número de indivíduos imunocomprometidos, como pacientes com 

câncer, transplantados, pessoas vivendo com HIV/AIDS ou internados em UTIs, tem 

aumentado globalmente, ampliando significativamente o público vulnerável a essas 

infecções. O diagnóstico precoce, no entanto, permanece um desafio clínico devido à 

ausência de sinais e sintomas específicos nos estágios iniciais, tornando os métodos 

laboratoriais essenciais para reduzir a morbimortalidade. As técnicas convencionais, 

como microscopia óptica, histopatologia, cultivo fúngico e PCR, frequentemente 

exigem combinação para alcançar alta precisão. Neste cenário, este trabalho propõe 

o desenvolvimento de um magneto-imunoensaio eletroquímico para detecção de 

fungos em amostras de soro humano. Anticorpos anti-quito-oligômero, fornecidos pela 

FIOCRUZ-Manguinhos, foram utilizados como biorreceptores específicos da quitina, 

componente estrutural da parede celular fúngica. Esses anticorpos foram imobilizados 

em partículas magnéticas (Ab/PM) para captura seletiva e em nanopartículas de ouro 

(Ab/AuNPs) para amplificação do sinal eletroquímico. A plataforma desenvolvida visa 

oferecer uma alternativa sensível, rápida e adaptável ao diagnóstico point-of-care, 

especialmente em contextos com recursos limitados. 

 

Palavras-chave: Sensor eletroquímico; Diagnóstico de infecções fúngicas; 

Nanopartículas de ouro. 
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ABSTRACT 

DEVELOPMENT OF ELECTROCHEMICAL SENSORS FOR THE DIAGNOSIS OF 

FUNGAL INFECTIONS. Fungal infections, such as those caused by Candida 

albicans, Aspergillus fumigatus, Pneumocystis jirovecii, and Cryptococcus 

neoformans, are responsible for millions of deaths each year, especially in tropical 

and subtropical regions. The global increase in the number of immunocompromised 

individuals, including cancer patients, transplant recipients, people living with 

HIV/AIDS, and ICU patients, has significantly expanded the population vulnerable 

to these infections. Early diagnosis, however, remains a clinical challenge due to 

the lack of specific signs and symptoms in the initial stages, making laboratory 

methods essential to reducing morbidity and mortality. Conventional techniques 

such as optical microscopy, histopathology, fungal culture, and PCR often need to 

be combined to achieve high accuracy. In this context, this work proposes the 

development of an electrochemical magneto-immunoassay for the detection of 

fungi in human serum samples. Anti-chito-oligomer antibodies, provided by 

FIOCRUZ-Manguinhos, were used as specific bioreceptors for chitin, a structural 

component of the fungal cell wall. These antibodies were immobilized onto 

magnetic particles (Ab/MPs) for selective capture and onto gold nanoparticles 

(Ab/AuNPs) for signal amplification. The developed platform aims to provide a 

sensitive, rapid, and adaptable alternative for point-of-care diagnosis, especially in 

resource-limited settings. 

 

Keywords: Electrochemical sensor; Fungal infection diagnosis; Gold 

nanoparticles. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. Fungos e Sua Relevância Biológica  

Os fungos, organismos eucarióticos do reino Fungi, apresentam 

características biológicas e ecológicas bem distintas das encontradas em plantas e 

animais. Estão praticamente em toda parte: no solo, na água, em organismos vivos 

e também em matéria em decomposição, esses microrganismos exibem uma 

impressionante diversidade morfológica e fisiológica1. Enquanto leveduras como 

Saccharomyces cerevisiae representam formas unicelulares, outras desenvolvem 

estruturas filamentosas complexas, formando extensas redes de micélio, que, em 

alguns casos, podem se espalhar por áreas equivalentes a vários campos de 

futebol2. Apesar de mais de 150.000 espécies já terem sido catalogadas, estima-se 

que este número represente apenas 3-8% da diversidade fúngica real1,3. 

Boa parte dessa habilidade de colonizar os mais diversos ambientes 

vem de adaptações estruturais bastante eficientes. Nos fungos filamentosos, por 

exemplo, as hifas, que são suas unidades básicas, crescem por alongamento na 

ponta e por ramificação, formando redes que exploram o substrato com grande 

eficácia4,5. Essas hifas podem apresentar divisões internas, como nas formas 

septadas, ou serem contínuas e multinucleadas, como as cenocíticas5. Para se 

dispersarem, muitos fungos produzem esporos especializados. Um exemplo notável 

é o Aspergillus fumigatus, capaz de gerar até 1 milhão de conídios por centímetro 

quadrado de micélio — todos com melanina, o que garante resistência à radiação 

ultravioleta 6–9. 

Ao contrário das plantas, os fungos não realizam fotossíntese: são 

heterotróficos obrigatórios e obtêm seus nutrientes absorvendo compostos 

orgânicos. Essa característica os torna peças-chave nos ciclos biogeoquímicos, 

com espécies que vão desde as que decompõem lignina, como Phanerochaete 

chrysosporium, até aquelas que degradam hidrocarbonetos de petróleo, como 

Pestalotiopsis microspora10. Sua versatilidade metabólica também permite que 

sobrevivam em condições extremas desde geleiras antárticas (Cryomyces 

antarcticus) até fontes termais (Aspergillus terreus), o que mostra sua incrível 

capacidade de adaptação a variações de temperatura, acidez e disponibilidade de 

água11,12. 
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Outro aspecto importante na biologia dos fungos é a estrutura de sua 

parede celular, essencial tanto para manter sua forma quanto para protegê-los e 

interagir com o ambiente. De maneira geral, essa parede é composta por três 

camadas principais: externa, intermediária e interna. Na TABELA 1.1, é apresentada 

a proporção estimada dos principais componentes da parede celular fúngica, 

juntamente com suas respectivas funções biológicas13–15. 

A camada mais externa, em algumas espécies, pode apresentar um 

glicocálix, uma matriz amorfa formada por glicoproteínas e polissacarídeos. Essa 

estrutura está associada a funções importantes, como aderência ao hospedeiro, 

evasão do sistema imune, reconhecimento por receptores celulares e proteção 

contra a dessecação. No entanto, é mais comum em fungos patogênicos e não está 

presente em todas as espécies16,17. 

Já a camada intermediária é rica em β-glucanas, especialmente nas 

formas β-(1,3) e β-(1,6), que são interligadas por proteínas glicosiladas. Juntas, 

essas moléculas formam uma rede tridimensional que conecta as demais camadas 

e confere elasticidade e resistência à parede celular15. 

Por fim, a camada interna funciona como um verdadeiro esqueleto da 

célula fúngica. É formada principalmente por quitina, além de glucanos β-1,3 e β-

1,6, e é responsável pela rigidez estrutural e suporte mecânico da célula15. 

 

TABELA 1.1 - Composição da parede celular de fungos: componentes estruturais, respectivas 
funções biológicas e porcentagens relativas em leveduras e formas filamentosas. 

Componente Função 
% na Parede celular 

Leveduras Filamentosos 

Quitina Resistência mecânica 1-2% 10-20%  

β-Glucanas Estrutura primária 50-60%  30-50%  

Manoproteínas Interação com hospedeiro 30-40% 10-20%  

Melanina (em alguns 
fungos) 

Proteção contra UV/oxidantes Variável 

Fonte: O autor. 
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A Figura 1.1 ilustra, na parte A, a organização da parede celular 

fúngica, com destaque para suas camadas estruturais. Já na parte B, observa-se a 

representação molecular da quitina, um dos principais componentes dessa parede. 

 

                      
FIGURA  1.1 - (A) Diagrama esquemático da parede celular fúngica, evidenciando suas três camadas 
principais (externa, intermediária e interna) e conformação molecular da quitina (B) 

Fonte: Fesel e Zuccaro18. 

 

Os fungos desempenham um papel essencial no equilíbrio dos 

ecossistemas e têm se mostrado extremamente úteis no campo da biotecnologia, 

contribuindo de maneira significativa para a sociedade e o meio ambiente, conforme 

ilustrado na FIGURA 1.2. Na natureza, atuam como os principais responsáveis pela 

decomposição da matéria orgânica, reciclando cerca de 90% da biomassa vegetal 

morta. Esse processo é fundamental para os ciclos biogeoquímicos, especialmente 

os de carbono e nitrogênio, e garante a manutenção da fertilidade do solo19. 



5 
 

 
FIGURA  1.2- Resumo das funções ecológicas e usos biotecnológicos dos fungos. 

Fonte: O Autor. 

Além disso, muitos fungos vivem em parceria com outros seres vivos, 

formando relações simbióticas benéficas. Um exemplo clássico são as micorrizas, 

associações entre fungos e raízes de plantas, que melhoram bastante a absorção 

de água e nutrientes, como fósforo e nitrogênio, beneficiando cerca de 80% das 

espécies vegetais20. Outro exemplo é o dos líquens, formados pela simbiose entre 

fungos e organismos fotossintetizantes, como algas verdes ou cianobactérias21. 

No campo da biotecnologia, os fungos também têm grande destaque 

em diversas aplicações. Na medicina, por exemplo, são fonte de compostos 

fundamentais: a penicilina, derivada de Penicillium chrysogenum, revolucionou o 

tratamento de infecções bacterianas e estima-se que salve cerca de 200 milhões de 

vidas anualmente22. Outro exemplo é a ciclosporina, produzida por fungos do 

gênero Tolypocladium, essencial na medicina moderna por permitir o sucesso de 

transplantes de órgãos, ao inibir a rejeição imunológica23. 

Na indústria alimentícia, os fungos também são muito valiosos. 

Espécies como Saccharomyces cerevisiae são amplamente utilizadas na produção 

de pães, cervejas e vinhos, um setor que movimenta aproximadamente 850 bilhões 

de dólares por ano no mundo24.  Outros fungos, como Penicillium roqueforti, são 

usados na produção de queijos especiais, dando aroma, sabor e textura únicos que 

os tornam muito valorizados no mercado. 

Outro campo promissor é o da biorremediação, que é o uso de 

organismos para limpar o meio ambiente. Algumas espécies, como Phanerochaete 

chrysosporium, possuem enzimas capazes de degradar compostos orgânicos 

complexos e poluentes persistentes, como hidrocarbonetos e pesticidas. Em 

determinadas condições, esses fungos podem atingir até 80% de eficiência na 
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descontaminação de ambientes, tornando-se uma alternativa sustentável e eficaz 

para recuperação de áreas degradadas10. 

Diante de tamanha versatilidade, os fungos se mostram como 

organismos de grande importância científica. Seu potencial vai desde a promoção 

da sustentabilidade ambiental até o desenvolvimento de soluções inovadoras nas 

áreas da saúde e da indústria, reafirmando seu valor como ferramentas 

biotecnológicas de alto impacto. 

Por outro lado, é importante considerar que nem todos os fungos são 

inofensivos. Muitos apresentam risco à saúde humana e são classificados conforme 

sua capacidade de causar doenças. Fungos primariamente patogênicos são 

capazes de infectar mesmo indivíduos com o sistema imunológico íntegro, utilizando 

mecanismos próprios de invasão e evasão do sistema imune. Já os fungos 

oportunistas afetam principalmente pessoas imunocomprometidas, aproveitando-se 

de estados clínicos fragilizados para se estabelecer como agentes infecciosos. O 

aumento desses casos nos hospitais e clínicas mostra a importância de entender 

melhor como esses fungos agem, como se espalham e os desafios que trazem para 

o diagnóstico e o tratamento médico. 

1.2. Infecção Fúngica: Desafio Clínico 

As infecções fúngicas vêm ganhando cada vez mais atenção no 

cenário da saúde global e já são consideradas uma das maiores ameaças do século 

XXI, especialmente para pessoas com o sistema imunológico fragilizado. Em um 

corpo saudável, o sistema imunológico costuma dar conta de eliminar os fungos 

com os quais entramos em contato diariamente. Mas esse equilíbrio pode se romper 

quando há uma queda na imunidade, seja por alguma doença, condição médica ou 

tratamento. Nesses casos, os fungos podem se tornar perigosos e levar a infecções 

graves, que hoje são responsáveis por cerca de 1,7 milhão de mortes por ano, um 

número maior que o da malária e próximo ao da tuberculose25–27. 

Entre os fungos mais preocupantes estão Candida albicans, 

Aspergillus fumigatus (causador de cerca de 600 mil mortes anuais), Cryptococcus 

neoformans (com cerca de 200 mil mortes por ano) e a emergente Candida auris, 

considerada pela OMS um patógeno crítico por apresentar resistência a diversos 

medicamentos antifúngicos em mais de 40% dos casos28–30. 

Essas infecções podem ser divididas em dois grandes grupos: 
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• As chamadas infecções fúngicas primárias, que podem atingir até pessoas com 

o sistema imunológico normal. 

• E as infecções oportunistas, que afetam principalmente pacientes 

imunocomprometidos, como aqueles em tratamento para câncer ou vivendo 

com HIV. 

As manifestações também variam bastante — desde quadros mais 

leves, como a candidíase oral ou vaginal, até infecções invasivas, que acometem 

órgãos como pulmões, fígado e até o cérebro. Nessas formas mais graves, a 

evolução pode ser rápida e fatal. 

Nos últimos anos, o número de casos só cresceu. Tratamentos 

imunossupressores, transplantes e doenças crônicas estão entre os fatores que 

contribuem para esse aumento. Grupos especialmente vulneráveis incluem 

pacientes com câncer em quimioterapia, pessoas transplantadas, usuários 

frequentes de corticoides, além de indivíduos com HIV, diabetes ou tuberculose. 

Pacientes internados em UTIs, principalmente os que passaram por cirurgias ou 

receberam antibióticos por muito tempo, também correm mais riscos25,27,31. 

Durante a pandemia de COVID-19, a situação se agravou. A 

combinação de imunossupressão causada pelo uso de corticoides, os danos aos 

pulmões provocados pelo vírus e o ambiente hospitalar favoreceu o surgimento de 

coinfecções fúngicas sérias. Um exemplo marcante foi o aumento alarmante dos 

casos de mucormicose ,conhecida como "fungo negro",na Índia, que chegou a 

crescer entre 300% e 500% entre 2021 e 202225,27,31–34. 

Em pacientes transplantados, as infecções fúngicas estão entre as 

principais complicações no período pós-operatório. Isso porque, para evitar 

rejeições, esses pacientes recebem altas doses de imunossupressores, o que os 

torna alvos fáceis para fungos como Aspergillus spp. e Candida spp.. Em alguns 

casos, essas infecções podem aparecer logo nos primeiros dias após o transplante, 

cerca de 30% dos receptores de pulmão, por exemplo, desenvolvem aspergilose 

invasiva25,35. O risco também aumenta durante episódios de rejeição, quando a 

imunossupressão precisa ser intensificada. Se o diagnóstico for tardio ou a profilaxia 

falhar, as consequências podem ser sérias: desde a perda do órgão transplantado 

até o óbito35,36. 

Além disso, a presença de infecções fúngicas tanto no doador quanto 

no receptor pode representar um obstáculo ao transplante. No receptor, uma 
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infecção existente pode se espalhar com a imunidade baixa; no doador, há o risco 

de transmissão do fungo junto com o órgão. Apesar de situações assim serem raras, 

elas exigem protocolos rígidos de triagem e tratamento antifúngico adequado25,35,36 

A TABELA 1.2 resume os dados mais relevantes, mostrando a 

incidência dessas infecções nos principais grupos de risco e suas taxas de 

mortalidade. 

 

TABELA 1.2 - Incidência, principais agentes e taxas de mortalidade associadas às infecções 
fúngicas(IFs) em diferentes grupos de risco. 

Fonte: O Autor 

As infecções fúngicas (IFs) representam sério desafio para a saúde 

pública mundial. Estima-se que mais de 300 milhões de pessoas sejam afetadas 

todos os anos, resultando em cerca de 1,5 milhão de mortes25,27. Diante desse 

cenário, a Organização Mundial da Saúde (OMS) passou a reconhecer essas 

infecções como uma das principais causas de mortalidade entre grupos mais 

vulneráveis, como pessoas imunocomprometidas. A OMS também reforça a 

importância de estratégias bem coordenadas que envolvam o diagnóstico precoce, 

o acesso adequado a medicamentos antifúngicos e a ampliação da vigilância 

epidemiológica para lidar com esse problema de forma mais eficaz 25,26. 

1.3. Sintomas e Complicações  

As infecções fúngicas invasivas (IFIs) ainda são um grande desafio 

quando falamos em diagnóstico, principalmente porque, na maioria das vezes, os 

sintomas iniciais são bastante genéricos. Febre que não passa mesmo com 

antibióticos, cansaço extremo e perda de peso progressiva são sinais comuns que 

também aparecem em doenças como tuberculose, pneumonias bacterianas ou até 

alguns tipos de câncer. Essa semelhança acaba dificultando a detecção precoce e, 

em média, o diagnóstico pode demorar de duas a quatro semanas para ser feito 

Grupo 
Incidência 

de IFs 
Principais patógenos Mortalidade 

Transplantados 20-30% Aspergillus, Candida 40-60% 
Pacientes com 

câncer 
15-20% Candida, Mucorales 30-50% 

UTI/COVID-19 10-15% Candida, Aspergillus 20-40% 

HIV avançado 5-10% 
Cryptococcus, 
Histoplasma 

25-35% 
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corretamente, um atraso que pode custar vidas37–39, já que a mortalidade pode 

variar entre 40% e 60%, dependendo do fungo envolvido. 

Nesse tempo de incerteza, muitos pacientes acabam sendo tratados 

para doenças mais frequentes antes que se confirme a real causa dos sintomas. 

Um exemplo marcante vem de um estudo brasileiro, que revelou que 62% dos casos 

de histoplasmose pulmonar foram inicialmente tratados como tuberculose, e a 

medicação antifúngica adequada só começou, em média, após mais de três 

meses40–43. O mesmo ocorre com a aspergilose: em muitos casos, os pacientes 

chegam a passar por procedimentos invasivos, como biópsias pulmonares, antes 

de se obter uma confirmação do diagnóstico44–46. 

Com o avanço da infecção, os sintomas ficam mais específicos e 

também mais graves. Na forma pulmonar, por exemplo, uma tosse seca pode 

evoluir para hemoptise (sangue no escarro) em cerca de 30% dos casos de 

aspergilose invasiva47. Já na pneumocistose, há uma piora respiratória acelerada, 

com queda nos níveis de oxigênio mesmo com suporte48. Quando o sistema 

nervoso é afetado, o quadro também assusta: a meningite por Cryptococcus 

começa com dor de cabeça e alterações cognitivas sutis, mas pode evoluir para 

coma em questão de semanas49,50. E em casos de mucormicose rinocerebral, que 

costuma atingir pacientes diabéticos, o avanço é tão rápido que pode causar 

necrose e trombose em apenas 72 horas44,51. 

As formas mais graves as infecções disseminadas são particularmente 

alarmantes. A candidíase invasiva, por exemplo, pode causar lesões na pele52,53, 

falência de múltiplos órgãos54 e até choque séptico55. Uma análise de autópsias 

mostrou que 40% dos abscessos no fígado e no baço em pacientes com baixa 

imunidade tinham origem fúngica, mas não foram diagnosticados enquanto os 

pacientes estavam vivos44,56,57. 

O cenário se torna ainda mais crítico com a emergência de fungos 

resistentes, como a Candida auris, que desafia os tratamentos convencionais e tem 

causado surtos em UTIs com mortalidade acima de 60%. Muitos desses casos só 

são descobertos após o falecimento do paciente28–30. Em pessoas com diabetes mal 

controlado, o risco também aumenta bastante: quando a glicemia está desregulada 

(HbA1c acima de 9%), a mortalidade por mucormicose pode triplicar32,58. E cada dia 

perdido no diagnóstico e início do tratamento pode aumentar quase duas vezes o 

risco de morte59. 
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Mesmo quando o tratamento é bem-sucedido, as sequelas deixadas 

por essas infecções podem comprometer profundamente a qualidade de vida dos 

sobreviventes. Quem passa por um episódio de aspergilose pulmonar, por exemplo, 

pode desenvolver fibrose residual nos pulmões, com falta de ar e limitação física 

prolongada, o que muitas vezes exige reabilitação ou até suporte respiratório 

contínuo38,60. No caso da meningite criptocócica, é comum que persistam alterações 

cognitivas, de memória e até de coordenação motora, especialmente quando houve 

aumento da pressão intracraniana ou evolução prolongada da infecção51,61. Já os 

pacientes que enfrentaram mucormicose rinocerebral, particularmente os 

diabéticos, muitas vezes ficam com sequelas faciais graves, como perda dos olhos, 

destruição do palato ou ossos da face, além de paralisias. Esses impactos vão muito 

além do físico: afetam a autoestima, a reintegração social e a saúde mental58. Diante 

de tudo isso, fica claro que o cuidado não termina com a alta hospitalar. É 

fundamental oferecer acompanhamento multiprofissional, com pneumologistas, 

neurologistas, psicólogos e fisioterapeutas, para garantir uma recuperação mais 

completa e digna para quem sobrevive às IFIs38,62. 

1.4. Diagnostico de Infecções fúngicas, Métodos Tradicionais e 

Limitações  

O diagnóstico das infecções fúngicas invasivas (IFIs) ainda representa 

um dos grandes desafios da prática clínica. Como essas infecções envolvem 

diferentes agentes e podem se manifestar em diferentes órgãos e sistemas, o que 

torna difícil confiar em um único exame para obter uma resposta definitiva. Por isso, 

é fundamental adotar uma abordagem multiparamétrica, que combine métodos 

laboratoriais, exames de imagem, análise clínica e, quando necessário, 

procedimentos invasivos e, principalmente, a história clínica detalhada do paciente, 

incluindo sinais, sintomas, comorbidades e fatores de risco. Essa combinação 

amplia significativamente as chances de um diagnóstico preciso e oportuno, 

permitindo a escolha de uma conduta terapêutica mais assertiva e potencialmente 

salvadora38,39,62. 

A microscopia óptica é, muitas vezes, o primeiro passo na 

investigação. Com o uso de colorações como Grocott-Gomori e PAS, como 

representado da FIGURA 1.3, esse exame permite visualizar estruturas fúngicas 

como hifas, leveduras e esporos. Trata-se de uma técnica acessível, rápida e de 
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baixo custo, mas com sensibilidade variável (entre 30% e 70%). Além disso, ela não 

diferencia colonização de infecção ativa, sendo altamente dependente da qualidade 

da amostra e da experiência de quem realiza a leitura44,63,64. 

  

  
FIGURA  1.3 - Imagens histológicas evidenciando a morfologia típica de leveduras em tecidos 
infectados, corados com Grocott-Gomori (GMS) nas espécies A, B e C, e Fontana-Masson na espécie 
D. 

Fonte: Adaptado de Guarner J. e Brandt63. 

O cultivo permanece como padrão-ouro para a confirmação etiológica, 

pois permite identificar a espécie do fungo e realizar testes de sensibilidade a 

antifúngicos. No entanto, essa abordagem também tem suas limitações. Algumas 

espécies, especialmente as dimórficas, podem levar semanas para crescer, e o 

resultado pode ser comprometido quando a amostra tem baixa carga fúngica ou 

está contaminada com bactérias ou fungos ambientais39,44,62. 

Exames de imagem, como tomografia computadorizada e ressonância 

magnética, também são aliados importantes. Embora não sejam específicos para 

IFIs, eles ajudam a localizar lesões sugestivas (como nódulos com sinal do halo 

invertido, cavitações, abscessos cerebrais) e guiam a indicação de procedimentos 

diagnósticos como biópsias e drenagens39,46,65,66. 

Em situações em que há suspeita de acometimento profundo, como 

lesões pulmonares ou abscessos cerebrais, a biópsia de tecido infectado pode ser 

essencial. Esse tipo de procedimento fornece material para análise histopatológica, 
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cultivo e testes moleculares (como PCR ou NGS), oferecendo um panorama mais 

completo da infecção. Porém, por se tratar de um procedimento invasivo, há riscos 

cirúrgicos envolvidos, além de dificuldades logísticas relacionadas ao acesso 

anatômico e à preservação adequada do material coletado39,44,62. 

Exames imunológicos como o ELISA para detecção de (1→3)-β-D-

glucano e galactomanana têm ganhado espaço nos últimos anos. Eles oferecem 

resultados rápidos e boa sensibilidade para espécies como Aspergillus spp. e 

Candida spp., sendo úteis para triagem e monitoramento. No entanto, interferências 

laboratoriais, como o uso de hemoderivados, antibióticos β-lactâmicos e 

imunoglobulinas, podem levar a resultados falso-positivos. Além disso, esses testes 

ainda não contemplam muitos fungos emergentes ou de distribuição regional, o que 

exige que laboratórios desenvolvam seus próprios protocolos, com desempenho 

muitas vezes instável45,67,68. 

As técnicas moleculares, como a PCR em tempo real e o 

sequenciamento de nova geração (NGS), trouxeram avanços importantes ao 

permitir a detecção de DNA fúngico diretamente de amostras clínicas como em 

sangue, soro, lavado broncoalveolar e tecidos.  Essas abordagens ampliaram 

significativamente a sensibilidade diagnóstica, especialmente em casos em que o 

cultivo falha. No entanto, a simples presença de DNA fúngico não confirma infecção 

ativa, e a falta de padronização entre laboratórios, desde a extração do material 

genético até a análise dos dados, compromete a reprodutibilidade dos resultados. 

Além disso, mutações nas regiões-alvo dos primers, a degradação do DNA em 

amostras fixadas em formol e a complexidade das infecções mistas também 

dificultam a interpretação dos achados39,45,46,68. 

A espectrometria de massas por MALDI-TOF MS é outra ferramenta 

promissora, principalmente pela rapidez com que identifica colônias de leveduras — 

muitas vezes em questão de minutos. Para Candida spp. e outras leveduras, a 

acurácia é bastante elevada. Entretanto, a técnica ainda enfrenta limitações na 

identificação de fungos filamentosos, além de exigir um investimento inicial 

considerável em equipamentos e infraestrutura, o que restringe seu uso a centros 

mais especializados69,70. 

Por fim, nenhum resultado laboratorial, por mais avançado que seja, 

deve ser interpretado isoladamente. A construção do diagnóstico em IFIs depende 

da integração de todos esses elementos com a história clínica completa do paciente: 
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presença de neutropenia, uso recente de corticoides ou agentes biológicos, 

transplantes, HIV, exposição ocupacional e viagens a regiões endêmicas são 

apenas alguns exemplos de informações que fazem toda a diferença. Quando essa 

correlação é bem-feita, estudos mostram que a acurácia diagnóstica pode aumentar 

em até 30%, reduzindo o tempo para início da terapia antifúngica adequada um fator 

decisivo para melhorar o prognóstico e reduzir complicações nos pacientes que 

enfrentam essas infecções desafiadoras38,39,62. 

1.5. Fundamentos e Aplicações dos Imunoensaios e 

Imunossensores 

1.5.1. Imunoensaios  

Os imunoensaios são métodos analíticos que se baseiam na interação 

altamente específica entre anticorpos e antígenos. Essa interação confere a essas 

técnicas uma combinação única de seletividade e sensibilidade, tornando-as 

indispensáveis em diversas áreas, como o diagnóstico clínico71,72, monitoramento 

ambiental73,74, segurança alimentar75,76 e controle de qualidade farmacêutico77,78. A 

chave para essa especificidade está na capacidade dos anticorpos de reconhecer 

e se ligar com alta afinidade a regiões específicas dos antígenos, chamadas 

epítopos77. 

Os anticorpos, também conhecidos como imunoglobulinas (Ig), são 

glicoproteínas produzidas pelos linfócitos B como resposta à presença de agentes 

potencialmente perigosos, denominados antígenos. Praticamente qualquer 

substância capaz de ativar o sistema imune pode ser considerada um antígeno, 

desde toxinas e alérgenos até microrganismos como vírus, bactérias, protozoários 

e fungos79–81. 

Estruturalmente, os anticorpos são compostos por duas cadeias leves 

(~23 kDa) e duas cadeias pesadas (~50 kDa), unidas por pontes dissulfeto (FIGURA 

1.4). Essas moléculas apresentam duas regiões funcionais principais: a região Fab, 

responsável pela ligação ao antígeno, e a região Fc, que define a classe e a função 

biológica da imunoglobulina79,80,82. Nos mamíferos, existem cinco classes principais: 

IgG, IgM, IgA, IgD e IgE, cada uma com função imunológica específica e janela de 

detecção própria83,84. A IgG é a mais abundante no soro humano, sendo 

amplamente empregada em imunoensaios devido à sua estabilidade e longa meia-

vida (~23 dias). 
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FIGURA  1.4 - Estrutura de um anticorpo composto por cadeias leves e pesadas e fragmentos. 

Fonte: Adaptado de Moser, M; Leo, O85. 

A ligação entre antígeno (Ag) e anticorpo (Ab) ocorre por forças não 

covalentes, como interações eletrostáticas, hidrofóbicas e ligações de 

hidrogênio78,86, resultando na formação de um imunocomplexo (AgAb) altamente 

específico. Esse complexo é descrito por meio da constante de afinidade (Kₐ), que 

relaciona as concentrações de imunocomplexo, antígeno livre e sítios livres de 

anticorpos em equilíbrio (EQUAÇÃO 1.1)87. 

Ag + Ab ⇋ AgAb           K =
[AgAb]

[Ag][Ab]
                     𝐸𝑄𝑈𝐴ÇÃ𝑂 1.1 

 

Os imunoensaios podem ser classificados com base em dois critérios 

principais: 

I. Arquitetura do ensaio – competitivo ou não competitivo; 

II. Modo de detecção – direto ou indireto. 

Essas abordagens não são excludentes e frequentemente coexistem 

em sistemas analíticos híbridos. 

Detecção Direta: Neste modelo, o anticorpo primário é diretamente 

conjugado a um marcador, como enzimas, fluoróforos ou nanopartículas. É um 
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formato mais simples e rápido, que requer menos etapas: a amostra é incubada 

com o anticorpo marcado e, após lavagem, o sinal é detectado. As vantagens 

incluem rapidez e a eliminação de interferências por anticorpos secundários. No 

entanto, a marcação direta pode reduzir a afinidade do anticorpo e, por usar apenas 

um marcador por antígeno, o método apresenta menor sensibilidade quando 

comparado à detecção indireta, FIGURA 1.5 78. 

 
FIGURA  1.5 - Esquema do imunoensaio do tipo Direto. 

Fonte: Oliveira88 

Detecção Indireta: Neste formato, um anticorpo secundário marcado 

reconhece e se liga ao anticorpo primário previamente ligado ao antígeno (FIGURA 

1.6). Esse modelo permite a amplificação do sinal, pois vários anticorpos 

secundários podem se ligar a um mesmo anticorpo primário. Embora mais sensível 

e versátil, a técnica pode gerar sinais inespecíficos devido à reatividade cruzada do 

anticorpo secundário, além de exigir uma etapa adicional de incubação, 

aumentando o tempo de análise. 

 
FIGURA  1.6 - Esquema do imunoensaio do tipo Indireto. 

Fonte: Oliveira88 
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Imunoensaio Competitivo: Neste tipo de ensaio, o analito da amostra 

compete com um analito marcado (ou com um antígeno imobilizado) pelos sítios de 

ligação do anticorpo, FIGURA 1.7, após a incubação, o excesso é removido e o sinal 

é medido: quanto mais analito estiver presente na amostra, menos anticorpos 

estarão disponíveis para se ligar à versão marcada, o que gera um sinal 

inversamente proporcional à concentração do analito. Essa abordagem é ideal para 

moléculas pequenas, como hormônios, pesticidas e fármacos, que não possibilitam 

ligação simultânea a dois anticorpos89. Apesar de sua utilidade, esse formato possui 

menor sensibilidade que os métodos não competitivos e é mais suscetível a 

interferências da matriz90. 

 
FIGURA  1.7 - Esquema do imunoensaio competitivo direto com a) antígenos imobilizados e anticorpo 
marcado e b) anticorpo imobilizado e o antígeno marcado. c) Esquema do imunoensaio competitivo 
indireto com antígenos imobilizados e anticorpo secundário marcado. 

Fonte: Oliveira88  

 

Imunoensaio Não Competitivo (Sanduíche): Os imunoensaios não 

competitivos, conhecidos também como formato sanduíche, são amplamente 

utilizados em diagnósticos clínicos devido à sua alta sensibilidade e especificidade. 

Esse tipo de ensaio é ideal para detecção de antígenos maiores ou que apresentam 

múltiplos epítopos. O ensaio tipo "sanduíche" envolve dois anticorpos: o primeiro, 

imobilizado (anticorpo de captura), captura o antígeno da amostra, e o segundo, 

marcado (anticorpo de detecção), reconhece outro epítopo do mesmo antígeno 

(FIGURA 1.8), formando assim um verdadeiro “sanduíche” entre os dois anticorpos 

e o antígeno. O sinal gerado é diretamente proporcional à concentração do 

antígeno91.  
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FIGURA  1.8 - Esquema do imunoensaio do tipo sanduíche. 

Fonte: Oliveira88  

 

Diversos marcadores podem ser empregados em imunoensaios 

incluindo enzimas (peroxidase e fosfatase alcalina), nanopartículas metálicas 

(AuNPs, AgNPs), fluoróforos, radioisótopos  e, mais recentemente, materiais 

nanoestruturados com propriedades condutivas ou plasmônicas 92,93. 

1.5.2. Imunossensores 

Os imunossensores representam um avanço notável em relação aos 

imunoensaios convencionais, ao unirem um elemento de reconhecimento biológico, 

como anticorpos ou antígenos, a um transdutor físico-químico capaz de converter o 

evento de ligação molecular em um sinal detectável. Essa integração tecnológica 

tem possibilitado o desenvolvimento de dispositivos portáteis, rápidos e altamente 

sensíveis, com tempos de resposta inferiores a 15 minutos e limites de detecção na 

faixa de femtogramas por mililitro (fg/mL), tornando-os ideais para aplicações em 

ambientes point-of-care (POC), especialmente em locais com infraestrutura 

limitada94–96. 

 

Conforme o tipo de transdução empregada, os imunossensores 

podem ser classificados em diferentes categorias: 

 

Eletroquímicos: utilizam princípios como amperometria, voltametria ou 

impedância eletroquímica94,95,97; 

 

Ópticos: baseiam-se em fenômenos como ressonância de plasmons 

de superfície (SPR) ou fluorescência95,96,98; 
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Piezoelétricos: medem variações de massa por meio de dispositivos 

como a balança de cristal de quartzo94,96,97; 

 

Térmicos: detectam alterações de calor geradas nas reações 

imunológicas94,96,97. 

 

O desempenho desses dispositivos depende de uma série de fatores, 

incluindo sensibilidade (LOD), tempo de resposta, estabilidade ao longo do tempo e 

capacidade de reutilização94–96. Avanços recentes em áreas como imobilização de 

biocomponentes, uso de nanomateriais condutores (ex.: nanopartículas de ouro, 

óxidos metálicos e grafeno funcionalizado) e integração com sistemas microfluídicos 

têm contribuído para a criação de sensores mais robustos e miniaturizados. Esses 

dispositivos são capazes de realizar análises ultra-sensíveis em poucos minutos, 

mesmo em volumes reduzidos de amostra94,95,97. 

Na prática, os imunossensores já demonstram grande aplicabilidade 

em diferentes contextos: desde a detecção de biomarcadores clínicos, como a 

troponina cardíaca em plataformas descartáveis, até a identificação de micotoxinas 

em alimentos, hormônios ambientais e resíduos de fármacos em águas residuais. A 

tendência atual aponta para o desenvolvimento de sistemas integrados no formato 

lab-on-a-chip, com interfaces conectadas a smartphones, leitura automatizada e 

suporte a análises em nuvem, recursos que aproximam a tecnologia do cotidiano e 

da realidade clínica94–97. 

Em resumo, enquanto os imunoensaios tradicionais permanecem 

como ferramentas indispensáveis nos laboratórios clínicos e de pesquisa, os 

imunossensores surgem como uma alternativa inovadora, aliando portabilidade, 

rapidez e sensibilidade. Essa evolução tecnológica está em sintonia com as 

demandas contemporâneas por soluções mais acessíveis, eficazes e 

descentralizadas, com impacto direto nas áreas de saúde pública, segurança 

alimentar e monitoramento ambiental. 
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1.5.3. Imunoensaios no Diagnóstico de Infecções Fúngicas 

Invasivas 

Os imunoensaios vêm se consolidando como ferramentas centrais no 

diagnóstico de infecções fúngicas invasivas (IFIs), graças à sua capacidade de unir 

alta sensibilidade analítica com especificidade molecular — características 

essenciais para a detecção precoce dessas infecções, que frequentemente 

apresentam evolução silenciosa e de difícil rastreamento clínico67,99. 

Fundamentados na interação precisa entre anticorpos e antígenos, esses métodos 

aproveitam a habilidade natural do sistema imunológico em reconhecer estruturas 

moleculares específicas dos patógenos fúngicos, convertendo essa resposta 

biológica em sinais detectáveis e quantificáveis100,101. 

No contexto das IFIs, dois tipos de anticorpos têm destaque: IgM e 

IgG. As IgM geralmente surgem nos primeiros dias da infecção (3 a 5 dias), 

funcionando como marcadores da fase aguda. Já as IgG aparecem mais 

tardiamente (entre 14 e 21 dias), mas permanecem por períodos prolongados no 

organismo, sendo indicativas de exposição passada ao agente infeccioso (Kaufman 

et al., 2023). Compreender essa dinâmica temporal da resposta imune é 

fundamental para a correta interpretação dos resultados — especialmente em 

pacientes imunocomprometidos, cuja produção de anticorpos pode ser reduzida ou 

retardada 100,101. 

Entre os diferentes formatos de imunoensaio, os do tipo sanduíche têm 

se mostrado altamente eficazes para detectar antígenos com múltiplos epítopos, 

como a galactomanana de Aspergillus, com limites de detecção na ordem de 0,5 a 

1,0 ng/mL (CLSI, 2023)67. Nessa abordagem, dois anticorpos monoclonais distintos 

— um para captura e outro para detecção — reconhecem diferentes regiões da 

mesma molécula, conferindo alta especificidade e robustez analítica. Por outro lado, 

os ensaios competitivos são preferidos quando se deseja detectar moléculas 

menores, como metabólitos fúngicos, pois apresentam menor suscetibilidade a 

interferências em matrizes complexas, como sangue total ou amostras de lavado 

broncoalveolar67. 

O avanço dos imunossensores, sobretudo os de base eletroquímica, 

tem ampliado ainda mais as possibilidades de diagnóstico rápido e portátil. 

Dispositivos que utilizam grafeno funcionalizado, por exemplo, já atingem limites de 

detecção extremamente baixos, próximos a 0,1 pg/mL67. Além disso, plataformas 



20 
 

microfluídicas vêm permitindo a detecção multiplexada, ou seja, a identificação 

simultânea de diferentes espécies fúngicas em um único sistema analítico. Tais 

inovações superam limitações dos métodos convencionais, principalmente no que 

diz respeito à rapidez da análise, miniaturização e aplicabilidade em campo. 

Ainda assim, é essencial considerar os fatores que podem interferir na 

interpretação dos resultados. Resultados falso-positivos podem surgir pela 

presença de substâncias como albumina em altas concentrações (>5%), uso de 

membranas de diálise com celulose, ou ainda por reações cruzadas com antígenos 

de fungos ambientais. Já os falso-negativos são frequentemente associados a 

terapia antifúngica prévia, baixa carga fúngica (<50 CFU/mL) ou imunossupressão 

grave, que pode comprometer a produção de anticorpos101. 

Dessa forma, a integração entre os dados sorológicos, o quadro clínico 

e exames complementares é crucial para elevar a confiabilidade do diagnóstico. 

Estudos recentes mostram uma concordância de 78 a 92% entre imunoensaios e 

métodos culturais em casos confirmados de IFIs67.  

1.6. Tecnologias Emergentes em Imunoensaios 

1.6.1. Dispositivos Eletroquímicos (SEDs) 

A eletroquímica, quando aplicada à análise de espécies químicas, 

baseia-se na resposta gerada na interface entre o eletrodo e a solução eletrolítica 

— onde ocorrem fenômenos associados à transferência de carga e às propriedades 

dielétricas do sistema. Essa interação é explorada de forma estratégica no 

desenvolvimento de sensores e biossensores, com destaque para dispositivos já 

consagrados, como o sensor amperométrico de glicose. Introduzido 

comercialmente na década de 1960, esse sensor continua amplamente utilizado até 

os dias de hoje. Seu funcionamento é baseado na enzima glicose oxidase, que 

catalisa a oxidação da glicose, gerando peróxido de hidrogênio — um composto 

eletroativo que pode ser detectado eletricamente96. Trata-se de um exemplo 

clássico que ilustra bem como produtos de reações enzimáticas podem ser 

monitorados por meio de sinais eletroquímicos. 

Em comparação com métodos tradicionais de análise laboratorial, os 

sensores eletroquímicos oferecem uma série de vantagens práticas. São 

dispositivos de baixo custo, de fácil operação, que fornecem respostas rápidas e, 

na maioria das vezes, dispensam etapas complexas de preparo de amostra. Além 
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disso, apresentam alta sensibilidade — uma característica essencial em aplicações 

que exigem a detecção de compostos em baixíssimas concentrações, 

especialmente em matrizes complexas102. Somam-se a esses benefícios a 

possibilidade de miniaturização dos sensores, o que os torna perfeitamente 

compatíveis com plataformas portáteis, voltadas para diagnósticos em tempo real. 

A construção desses sensores é bastante versátil, podendo envolver 

diferentes materiais condutores. Entre os mais utilizados estão o carbono vítreo e o 

ouro, escolhidos por suas amplas janelas de potencial, resistência mecânica e 

facilidade de modificação superficial. Essas propriedades são particularmente úteis 

quando se busca adaptar o sensor a diferentes contextos analíticos. 

Nos últimos anos, especialmente no campo do diagnóstico clínico, os 

eletrodos descartáveis vêm ganhando protagonismo. Isso porque, além de 

dispensarem processos como polimento e regeneração da superfície, também 

reduzem custos, tempo de análise e o risco de contaminação cruzada — um aspecto 

crítico em ambientes clínicos e laboratoriais. 

Nesse cenário, os sensores eletroquímicos descartáveis (SEDs) se 

destacam como uma alternativa cada vez mais promissora. Eles podem ser 

produzidos por diferentes técnicas, como sputtering, impressão a jato de tinta e, 

especialmente, serigrafia. Os chamados eletrodos serigrafados (screen-printed 

electrodes – SPEs) têm se consolidado como uma das plataformas mais acessíveis 

e eficazes, sendo inclusive encontrados comercialmente em larga escala103. 

Esses sensores consistem, basicamente, em eletrodos impressos 

sobre substratos isolantes, como poliéster, cerâmica, papel ou PVC, utilizando tintas 

condutoras à base de carbono, ouro ou prata/cloreto de prata. A técnica de serigrafia 

permite depositar essas tintas de forma precisa, utilizando máscaras ou estênceis 

com o formato desejado, seguidos por uma etapa de cura térmica104. O processo é 

simples, eficiente e compatível com a produção em larga escala, com boa 

reprodutibilidade e baixo custo. Além disso, permite uma enorme flexibilidade no 

design dos sensores, o que facilita adaptações para diferentes finalidades — como 

análises clínicas, ambientais ou alimentares105. A FIGURA 1.9 ilustra alguns 

exemplos de geometrias e layouts desses dispositivos produzidos por serigrafia. 
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FIGURA  1.9- SPEs em diferentes formatos e em arranjos de oito eletrodos para aplicações 
simultâneas. Sendo: (A) Célula unitária completa, (B) arranjo de oito células eletroquímicas completas, 
(C) arranjo contendo oito eletrodos de trabalho e (D) arranjo contendo os eletrodos de referência e 
contra eletrodo. 

Fonte: Silva106. 

Entre os principais atrativos dos SEDs estão o baixo custo de 

produção, o reduzido consumo de reagentes, a portabilidade e a simplicidade de 

operação105. Essas características os tornam ideais para aplicações em point-of-

care testing (POCT) — situações em que diagnósticos rápidos, acessíveis e 

confiáveis são indispensáveis. O fato de serem descartáveis ainda contribui para a 

segurança do processo, evitando contaminações e facilitando o controle de 

qualidade em ambientes críticos. 

Por fim, vale destacar que os SEDs não se limitam à detecção 

eletroquímica convencional. Esses dispositivos podem ser funcionalizados com 

uma ampla variedade de nanomateriais, como nanopartículas metálicas (AuNPs, 

AgNPs), nanomateriais carbonáceos (grafeno, óxido de grafeno, nanotubos de 

carbono), polímeros condutores ou partículas magnéticas. Essas modificações 
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ampliam a área eletroativa, favorecem a transferência de carga e facilitam a 

imobilização de biomoléculas específicas — como enzimas, anticorpos ou sondas 

genéticas. Com isso, os SEDs se transformam em plataformas altamente 

personalizáveis, capazes de atender às mais diversas demandas analíticas com 

precisão e eficiência103–105,107,108. 

1.7. Nanomateriais: Partículas Magnéticas e Nanopartículas de 

Ouro 

O uso de nanomateriais em imunossensores eletroquímicos tem 

transformado o desempenho desses dispositivos, especialmente no que diz respeito 

à sensibilidade e à seletividade. Graças a essas tecnologias, tornou-se possível 

realizar análises em matrizes complexas — como soro, saliva e escarro — 

alcançando limites de detecção extremamente baixos, adequados a contextos 

clínicos desafiadores109,110. Entre os nanomateriais mais explorados destacam-se 

as partículas magnéticas de óxidos de ferro e as nanopartículas de ouro (AuNPs), 

que atuam de maneira complementar tanto na captura do analito quanto na 

amplificação do sinal eletroquímico. 

As partículas magnéticas (PMs), geralmente compostas por magnetita 

(Fe₃O₄) ou maghemita (γ-Fe₂O₃), exibem uma propriedade chamada 

superparamagnetismo. Isso significa que podem ser manipuladas por campos 

magnéticos sem reter magnetização residual, o que evita a agregação irreversível 

entre elas. Comercialmente disponíveis em tamanhos nano- ou micrométricos, 

essas partículas costumam apresentar grupos terminais como –NH₂, –COOH ou –

OH, que facilitam sua funcionalização com biomoléculas — incluindo anticorpos, 

aptâmeros, enzimas ou sondas genéticas111. 
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FIGURA  1.10 - Representação das PMs funcionalizadas e modificadas com diferentes materiais. 

Fonte: Silva106. 

Graças à sua elevada área superficial, as PMs permitem a 

imobilização de grandes quantidades de biorreceptores, aumentando a chance de 

captura do alvo mesmo em baixas concentrações. Após a formação do 

imunocomplexo, um ímã externo permite separar rapidamente as partículas do meio 

reacional, removendo interferentes e pré-concentrando o analito em pequenos 

volumes. Esse processo resulta em sinais mais intensos e melhora 

significativamente a relação sinal/ruído110. Estratégias mais recentes vêm 

explorando a montagem do imunocomplexo diretamente em solução, com posterior 

transferência magnética para o eletrodo, simplificando etapas de lavagem e 

tornando o processo mais eficiente para aplicações em amostras clínicas111 

Já as nanopartículas de ouro (AuNPs) se destacam por sua elevada 

condutividade elétrica, estabilidade coloidal e biocompatibilidade. Sua superfície 

pode ser facilmente modificada por ligações Au–S ou Au–N, o que viabiliza a 

ancoragem estável de diversas biomoléculas. Quando incorporadas à superfície dos 

eletrodos — por técnicas como eletrodeposição, drop-casting ou monocamadas 

auto-organizadas — as AuNPs ampliam significativamente a área eletroativa, 

facilitando a transferência de carga e permitindo detectar alvos na faixa de 

concentração femtomolar. Em solução, AuNPs conjugadas a anticorpos ou enzimas 

podem atuar como marcadores eletroquímicos, fornecendo um sinal amplificado 

após a imunorreação, por meio da oxidação anódica do ouro ou de um marcador 

redox acoplado. 
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Além disso, conjugados de AuNPs com glutationa (AuNPs-GSH) 

demonstram excelente estabilidade e oferecem múltiplos pontos de ancoragem para 

biorreceptores, o que aumenta a densidade de sítios ativos e, consequentemente, 

a sensibilidade da detecção. 

A combinação entre PMs e AuNPs tem gerado plataformas híbridas 

altamente eficientes, capazes de integrar captura seletiva, separação magnética e 

sinal eletroquímico amplificado, um exemplo disso foi o uso de  magneto-ensaio 

para detecção do SARS-CoV-2 em saliva utilizou PMs funcionalizadas com um 

peptídeo para capturar a proteína spike112. Nesse sistema, AuNPs ligadas a 

anticorpos forneceram o sinal voltamétrico, possibilitando a distinção entre amostras 

positivas e negativas sem necessidade de pré-tratamento. 

De maneira semelhante, um estudo voltado para o diagnóstico de 

tuberculose desenvolveu um sistema para a detecção simultânea dos 

biomarcadores CFP-10 e ESAT-6, utilizando PMs revestidas com ouro. O ensaio 

alcançou sensibilidade e especificidade próximas de 100% em amostras de 

escarro.111 

Esses avanços demonstram o enorme potencial da sinergia entre 

nanomateriais para o desenvolvimento de imunossensores eletroquímicos portáteis, 

acessíveis e altamente eficazes, capazes de fornecer resultados em menos de 15 

minutos. Tais características os colocam como fortes candidatos a ferramentas 

diagnósticas em contextos point-of-care, especialmente em regiões com 

infraestrutura laboratorial limitada110. 
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2. JUSTIFICATIVA E OBJETIVO 

2.1. Justificativa  

As infecções fúngicas invasivas (IFIs) representam uma ameaça 

significativa à saúde, principalmente para indivíduos imunossuprimidos, como 

pacientes com HIV, transplantados, hospitalizados, com câncer ou em uso de 

imunossupressores. Diante desse cenário, torna-se fundamental o desenvolvimento 

de metodologias rápidas, sensíveis e acessíveis para a detecção precoce dessas 

infecções, permitindo intervenções terapêuticas mais eficazes e reduzindo a 

mortalidade. Os sintomas das IFIs são inespecíficos, incluindo febre persistente, 

fadiga, dificuldade respiratória e comprometimento sistêmico, o que dificulta o 

diagnóstico clínico. Além disso, os métodos convencionais, como microscopia 

óptica, histopatologia, cultivo fúngico, PCR e ELISA, apresentam limitações, como 

baixa sensibilidade, necessidade de múltiplos testes, o que demanda um alto 

investimento, resultando em atrasos no diagnóstico e no início do tratamento. 

Portanto, faz-se necessário o desenvolvimento de ensaios e dispositivos que sejam 

sensíveis, estáveis e precisos, além de aplicáveis em análises de rotina com 

elevada frequência analítica. 

2.2. Objetivo Geral 

Desenvolver um magneto- imunoensaio baseado em anticorpos anti-

quito-oligômero para a captura seletiva da quitina, para auxiliar o diagnóstico rápido 

de infecções fúngicas. 

2.3. Objetivos Específicos  

● Promover a síntese de nanopartículas de ouro (AuNPs) que serão 

utilizadas como marcador eletroquímico.  

● Realizar a funcionalização de partículas magnéticas comerciais 

(PMs) e AuNPs com os anticorpos anti-quito-oligômeros (mAb). 

● Avaliar a reatividade do anticorpo anti-quito-oligômero produzido 

por Fiocruz Manguinhos, frente a amostra de levedura. 

● Construir dispositivos microfluídicos serigrafados descartáveis e 

avaliar sua robustez e estabilidade; 

● Desenvolver magneto-imunoensaios utilizando o anticorpo para 

detecção de quitina; 
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● Averiguar os melhores parâmetros incluindo as quantidades de 

PMs e AuNPs adicionadas, os tempos de incubação para a captura e quando da 

adição das AuNPs e os parâmetros eletroquímicos visando melhor diferenciação 

entre amostras positivas e negativas. 

● Avaliar a capacidade das PMs para a captura e separação de 

fungos em extrato de lisados de fungos e em amostras soro de feto bovino 

fortificadas com quitina e lisados de fungos via a detecção eletroquímica com uso 

das AuNPs funcionalizadas. 
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3. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL 

3.1. Reagentes e Soluções  

3.1.1. Reagentes 

Os reagentes, todos de grau analítico, utilizados foram: ácido 2-N-

morfolinoetanossulfônico (MES), ácido tetracloroáurico(III) tri-hidratado (99,9%), 

citrato trissódico, albumina de soro bovino (BSA, do inglês, bovine serum albumin), 

1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC), ácido ferroceno monocarboxílico, 

N-hidroxisuccinimida (NHS), Tween 20 (TW20), etanolamina (ETA) foram obtidos da 

Sigma-Aldrich (St. Louis, EUA).  

Fosfato de potássio monobásico (KH2PO4), fosfato de sódio dibásico 

(Na2HPO4), cloreto de potássio (KCl), cloreto de sódio (NaCl) e hidróxido de sódio 

(NaOH) foram obtidos da Merck (Darmstadt, Alemanha).  

As PMs funcionalizadas com grupo carboxílico (concentração de 10 

mg mL-1 e 1,0 µm de diâmetro) foram obtidas da Invitrogen (Dynabeads MyOne™ 

Carboxylic Acid, Prod. nº 65012, Thermo Fisher Scientific, Waltham, EUA). Tinta de 

carbono (C2160602D2) e tinta Ag/AgCl (C2130429D3) foram adquiridas da Gwent 

Electronic Materials Ltd., Reino Unido. 

3.1.2. Soluções  

Todos os reagentes utilizados no preparo das soluções eram de 

pureza analítica. A solução tampão fosfato salino (PBS) 10 mmol L-1 era constituída 

de KCl 2,7 mmol L-1 , KH2PO4 1,8 mmol L-1 , NaCl 137 mmol L-1 e Na2HPO4 10 mmol 

L-1 e tampão MES 50 mmol L-1 pH 6,0 foram preparados em água desionizada 

(Millipore, Bedford, EUA) e seu pH foi ajustado com HCl 0,1 mol L-1 e NaOH 0,1 mol 

L-1. A solução de EDC 0,4 mol L-1 foi diluída em solução de NHS 0,1 mol L-1 

preparada em MES pH 6,0, ambas preparadas imediatamente antes do uso. 

Etanolamina 1,0 mol L-1 foi preparada em água ultrapura, tendo seu pH ajustado 

com NaOH 0,1 mol L-1 para 8,0. 

3.2. Instrumento e Materiais  

3.2.1. Equipamentos  

As medidas voltamétricas foram realizadas em um multipotenciostato 

portátil µstat 8000 da DropSens (Espanha). O corte do vinil adesivo foi realizado 
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utilizando uma impressora de corte a laser da marca Two Trees. A separação dos 

AuNPs do sobrenadante foi realizada utilizando uma mini centrífuga (Modelo: Mini-

6K, 32 ALLSHENG). A homogeneização das PMs foi realizada em banho 

ultrassônico (modelo: USC - 1400, UNIQUE) com agitador de tubo vórtice (modelo: 

AV-2 82328, GEHAKA). A preparação final do conjunto SPCE foi realizada com 

auxílio de uma Prensa Térmica (Modelo: PTM 38, F1 SUPPLIES - Brasil). Utilizou-

se um pHmetro Digimed DM20 (Digimed, Brasil) para aferição de pH. 

3.2.2. Material  

O policloreto de vinila (PVC) e o vinil adesivo foram obtidos no 

comércio local de São Carlos/SP. 

3.3. Preparo de Amostra  

3.3.1. Leveduras  

As leveduras tipo Saccharomyces e diferentes linhagens (FV3_13, 

FV3_10 e FV1) foram fornecidos pelo grupo do Prof. Dr. Anderson Ferreira da 

Cunha, do Departamento de Genética e Evolução da Universidade Federal de São 

Carlos.  

 As leveduras foram plaqueadas em ágar YPD com o auxílio de 

palitos esterilizados em uma placa de Petri. As leveduras foram incubadas por 48 

horas em uma estufa com temperatura de 26ºC. Em seguida, foi realizado raspagem 

com o auxílio de uma ponteira, as leveduras foram transferidas para 1 mL de solução 

de YPD líquido. 

 A solução foi incubada por 24 horas com agitação de 250 rpm em 

uma temperatura de 30ºC, verificando a turbidez do meio. As leveduras foram 

centrifugadas a 5.000 rpm por 10 minutos a 24°C. Em seguida, o sobrenadante foi 

removido e adicionado uma quantidade de 10 mL de solução de PBS pH 7,4. Em 

seguida a solução foi aliquotado em micros tubos. 

3.3.2. Determinação da Concentração Celular  

Para a quantificação da concentração celular foi utilizada duas 

metodologias diferentes, a primeira utilizando Espectrofotometria UV-Vis e a 

segunda contagem direta em câmera de Neubauer.  
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3.3.2.1. Método por Espectrofotometria UV-Vis 

A determinação do crescimento microbiano foi realizada por meio da 

medição da densidade óptica (DO) a 600 nm (DO600), utilizando um 

espectrofotômetro. Inicialmente, foi removido da colônia uma alíquota de 1 mL e 

transferido para uma cubeta de quartzo com 10 mm. 

O equipamento foi calibrado com meio de cultivo puro como branco 

antes de cada leitura. Os dados obtidos foram analisados usando a relação da 

EQUAÇÃO 3.1113. 

1 (𝑂𝐷600) = 1,5 × 105 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑚𝐿−1 (EQUAÇÃO 3.1) 

3.3.2.2. Método por Contagem Direta em Câmara de Neubauer 

A quantificação celular foi realizada por contagem direta utilizando a 

câmara de Neubauer. Inicialmente, uma alíquota de 10 µL da cultura foi coletada e 

diluída em PBS estéril, em seguida diluída 1 para 100, evitando sobreposição de 

células na câmara. 

Antes da contagem, a câmara de Neubauer e a lamínula foram 

cuidadosamente limpas com álcool 70% e secas com papel absorvente para evitar 

contaminação ou interferências na leitura. Em seguida, 10 µL da amostra foram 

pipetados na câmara, garantindo o preenchimento homogêneo da área delimitada 

pela lamínula sem formação de bolhas de ar. 

A câmara foi então visualizada em microscópio óptico utilizado para 

observação das células nos quadrantes centrais e laterais do retículo. A contagem 

foi realizada em pelo menos cinco quadrantes da câmara, seguindo o critério de 

contagem de células que tocam as bordas superior e esquerda dos quadrantes, 

enquanto as das bordas inferior e direita foram excluídas para evitar dupla 

contagem. 

O número total de células por mililitro da amostra foi calculado 

utilizando a EQUAÇÃO 3.2, na qual C é Concentração celular (células/mL), N o 

Número total de células contadas, D o Fator de diluição da amostra, Q o Número de 

quadrantes contados e 10⁴ o Fator de conversão baseado no volume da câmara. 

𝐶 =  
𝑁×𝐷×104

𝑄
  (EQUAÇÃO 3.2) 
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3.3.3. Congelamento de leveduras 

A preservação das culturas de leveduras foi realizada por meio de 

congelamento em -80°C com glicerol. Inicialmente a cultura foi centrifugada a 5.000 

rpm por 10 minutos para a separação do sobrenadante. O pellet celular foi 

ressuspendido em PBS pH 7,4 e glicerol a 20% (v/v), A suspensão foi então alíquota 

em microtubos. Os tubos foram imediatamente submetidos a um processo de 

congelamento gradual, sendo inicialmente resfriados a -4°C por 30 minutos, seguida 

de -20°C por 1 horas e, em seguida transferidos para um ultra-freezer a -80°C para 

armazenamento definitivo. 

O descongelamento das leveduras foi realizado rapidamente em 

banho-maria a 37 °C por 2 minutos. 

3.3.4. Quitina  

A quitina na forma de coloidal foi doada pela professora Dra. Dulce Helena 

Ferreira de Souza do departamento de química da Universidade Federal de São 

Carlos.  

Após a pesagem, a solução de quitina foi diluída em tampão PBS (pH 

7,4) até atingir a concentração desejada. 

3.3.5. Lisado celular  

O lisado celular foi obtido a partir de uma amostra de 5 mL de 

leveduras, com concentração previamente determinada, em tampão PBS (pH 7,4). 

A amostra foi submetida à sonicação com uma ponta de sonicador, ajustada para 

60% de amplitude. Ondas ultrassônicas foram aplicadas à suspensão celular com 

frequência de 20 kHz, em ciclos de 15 segundos, intercalados com intervalos de 30 

segundos para evitar o superaquecimento. Durante todo o processo, a amostra foi 

mantida em banho de gelo. O procedimento foi repetido aproximadamente 10 vezes, 

até que a lise celular fosse completa. O lisado foi, então, armazenado a -20 °C para 

garantir sua estabilidade. 

3.3.6. Anticorpo anti-quito-oligômeros (mAb)  

O Anticorpo monoclonal anti-quito-oligômeros (mAb, do inglês 

monoclonal antibody), foi produzido por meio da técnica de hibridoma, o anticorpo 

DD11 foi desenvolvido pela Fiocruz Manguinhos114. 
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O Anticorpo foi aliquotados em PBS pH 7,4 nas concentrações de 0,2 

mg mL-1 em microtubos, em sequência um microtubo foi diluído e aliquotado à 

concentração de 5 µg mL-1 em PBS pH 7,4. Todas as alíquotas foram mantidas em 

-80°C até o uso. 

3.4. Síntese das nanopartículas de ouro estabilizadas com citrato 

(AuNPs) 

A síntese de nanopartículas de ouro estabilizadas com citrato foi 

realizada com base no método Turkevich115 no qual será utilizado citrato como 

agente redutor e estabilizador, fornecendo carga negativa para a superfície das 

nanopartículas, prevenindo a aglomeração das partículas. 

A síntese foi realizada partindo-se de uma solução de 200 mL 

HAuCl4·3H2O (0,01% m/v) preparada em água ultrapura foi aquecida sob agitação 

até o ponto de ebulição. Em seguida, 5,0 mL de solução de citrato de sódio 40,0 

mmol L‒1 foi adicionada à solução através de um funil de separação à solução e a 

mistura foi mantida sob agitação por 5 minutos ocasionando a mudança de cor da 

solução, do amarelo para vermelho escuro, FIGURA 3.1. Após esta etapa, a solução 

será mantida sob agitação e sem aquecimento até atingir a temperatura ambiente. 

A dispersão contendo as AuNPs sintetizadas foi armazenada protegida da luz e sob 

refrigeração até o uso. 

 
FIGURA  3.1- Etapas envolvidas na síntese das AuNPs: A) Aquecimento sob agitação até ebulição. 
B) Adição da solução de citrato de sódio. C) Interrupção do aquecimento e formação das AuNPs. 

Fonte: Fonseca116. 

 

3.5. Construção Dos Eletrodos Descartáveis (SPEs) 

Os eletrodos foram construídos pela técnica de serigrafia, já utilizada 

em nosso grupo previamente relatado na literatura117–119. A célula eletroquímica, 

composta de 8 eletrodos de trabalho (WE) à base de carbono não modificado com 

3 mm de diâmetro, um eletrodo de pseudo-referência de Ag/AgCl (RE) e um contra 
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eletrodo (CE) que foram projetados utilizando o software LightBurn, o molde será 

então cortado por meio de uma impressora de corte a laser em um adesivo vinílico.  

Após o corte, as partes indesejadas foram removidas, o vinil foi 

transferido sobre uma lâmina de PVC (policloreto de vinila, do inglês poly-vinyl 

chloride) e foi utilizado como máscara negativa para deposição da tinta condutora 

de carbono com auxílio de uma espátula.  logo após será realizado a cura da tinta 

de carbono por meio de tratamento térmico à 60°C por 60 minutos. Para o eletrodo 

de referência após a deposição e cura da tinta de carbono, a tinta de Ag/AgCl é 

aplicada sobre a tinta de carbono, com auxílio de um pincel, seguida de mais uma 

etapa de cura por 30 minutos a 60°C.  

Por fim, o vinil adesivo é removido. Sobre o sistema, será aderida uma 

capa produzida com vinil, de modo que apenas a área eletroativa dos eletrodos fique 

exposta, então o eletrodo foi prensado em uma prensa térmica na temperatura 

de 120°C por 130 segundos.  Nas costas de cada um dos eletrodos será 

posicionada um ímã para a retenção magnética das partículas sobre a superfície do 

eletrodo. A representação do procedimento de fabricação de SPCE é apresentada 

na FIGURA 3.2. 

 

 

FIGURA  3.2 - Representação esquemática da fabricação dos SEDs com as seguintes etapas: 
Recorte do adesivo de baixa aderência; Serigrafia dos eletrodos com tinta de carbono; Pintura dos 
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REs utilizando tinta de Ag/AgCl; Remoção do adesivo; Adição de máscara; Aquecimento do SED em 
prensa térmica; Adição de ímãs de neodímio na parte de trás dos WEs.  

Fonte: Nascimento120. 

 

3.6. Conjugação das AuNPs com o anticorpo anti-quito-oligômeros 

(mAb)  

As AuNPs sintetizadas, descrita no item 3.5, foram conjugadas com 

anticorpo anti-quito-oligômero, formando o conjugado AuNPs-mAb. 

Em um microtubo foi transferido 1 mL da solução de dispersão de 

AuNPs e centrifugada a 6.000 rpm por 30 minutos a 24°C. Em seguida, o 

sobrenadante foi removido e uma quantidade de 900 µL de solução de EDC/NHS 

(0,4 mol L‒1 e 0,1 mol L‒1, respectivamente) preparada em água pura foi adicionada, 

FIGURA 3.3. A dispersão foi deixada sob agitação lenta durante 1 hora em 

temperatura ambiente, seguida de centrifugação, 6.000 rpm por 30 minutos, e 

remoção do sobrenadante. Após isso, adicionou 1 mL de solução tampão PBS à 

mistura, que foi novamente centrifugada com os mesmos parâmetros. Esse 

procedimento foi repetido três vezes. 

 
FIGURA  3.3 - Imobilização do anticorpo nas AuNPs utilizando EDC/NHS 

Em seguida adicionou 1 mL da solução de anticorpo (5 µg mL-1), a 

dispersão foi deixada sob agitação lenta durante 18 horas em temperatura 

ambiente. As AuNPs foram lavadas com PBS-Tween 20 0,05% (m/v) três vezes para 

retirada de anticorpos não ancorados às AuNPs. Por fim, foi realizado o bloqueio 

dos sítios de ligação não específicos utilizando 1,0 mol L-1de etanolamina (ETA) pH 

8,0 durante 1 hora em agitação lenta em temperatura ambiente, seguida por BSA 

0,1% em PBS pH 7,4 por 30 minutos em temperatura ambiente, FIGURA 3.4. 
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FIGURA  3.4 – Etapas envolvidas na Formação AuNPs: Adição EDC/NHS; Incubação; Lavagem; 

Adição do Anticorpo; Incubação de 18 horas; lavagem; e bloqueio com ETA e BSA. 

Fonte: Do autor  

3.7. Conjugação das PMs com o anticorpo anti-quito-oligômeros 

(mAb) 

As partículas magnéticas (PMs) comerciais (Dynabeads MyOne 

Carboxylic Acid, Invitrogen com diâmetro médio de 1 μm) contendo grupos 

carboxílicos foram modificadas seguindo o protocolo do fabricante121,122 com 

adaptações., na FIGURA 3.6 é apresentada o esquema do processo de formação 

do conjugado PMs-mAb.  

Inicialmente, o frasco das PMs comerciais foi agitado em Shaker a 

1000 rpm por 15 minutos à 25°C e uma alíquota de 100 µL de PMs foram lavadas 

com 1 mL de tampão MES (50 mmol L-1 pH 5,2). As PMs foram separadas 

magneticamente com auxílio de um suporte magnético com ímãs fixados nas 

laterais. Após a separação magnética e remoção do sobrenadante, foi adicionado 1 

mL de uma solução de EDC/NHS (0,4 mol L‒1 e 0,1 mol L‒1, respectivamente) 

preparada em MES. A dispersão foi deixada sob agitação lenta durante 30 minutos 

em temperatura ambiente. As PMs foram novamente separadas magneticamente 

por meio de uma estante de separador magnético, FIGURA 3.5 e o sobrenadante 

foi descartado e lavado com tampão MÊS, o processo de lavagem foi realizado três 

vezes. 
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FIGURA  3.5 - Fotografia do separador magnético utilizado na bioconjugação das PMs. 

Fonte: Fonseca116. 

O anticorpo (5 µg mL-1), foi adicionado em seguida e mantido sob 

agitação lenta durante 24 horas em temperatura ambiente. As PMs foram lavadas 

com PBS-Tween 20 0,05% (m/v) três vezes para retirada de anticorpos não 

ancorados. Por fim, foi realizado o bloqueio dos sítios de ligação não específicos 

utilizando 1,0 mol L-1de etanolamina pH 8,0 durante 1 hora, seguida por BSA 0,1% 

em PBS pH 7,4 por 30 min. 

 
FIGURA  3.6 - Etapas envolvidas na Formação AuNPs: Adição EDC/NHS; Incubação; Lavagem; 
Adição do Anticorpo; Incubação de 18 horas; lavagem; e bloqueio com ETA e BSA. 

3.8. Variação de bloqueio  

No intuito de avaliar qual seria o melhor tipo de bloqueio utilizado no 

Magneto-imunoensaio a fim de distinguir de forma eficiente o sinal do branco 

analítico do positivo foi utilizado três métodos de bloqueio. 

A conjugação do anticorpo anti-quito-oligômeros (mAb) foi realizada 

conforme descrito no item 2.7 e 2.8 para AuNPs e PMs, respectivamente. Após a 
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imobilização do anticorpo, as partículas foram submetidas a um procedimento de 

lavagem e bloqueio com: apenas uma etapa com BSA 0,1% preparado em PBS pH 

7,4 por 30 min, utilizando apenas uma etapa com ETA 1,0 mmol L-1 preparada em 

PBS pH 7,4 por 1 h, e utilizando duas etapas consecutivas. No método de duas 

etapas, foi verificado das duas formas possíveis, iniciado com uma solução de BSA 

0,1% em PBS pH 7,4 por 30 min, seguido da adição de uma solução de ETA 1 mmol 

L-1 em PBS pH 7,4 por 1 h e invertida começando com a solução de ETA 1 mmol L-

1 em PBS pH 7,4 por 1 h, seguida da adição de BSA 0,1% em PBS pH 7,4 por 30 

min. 

3.9. Magneto-imunoensaio para determinação de quitina  

A detecção de quitina (Ch) nas amostras de leveduras e lisado foram 

realizadas em duas etapas, a primeira etapa sendo ela de captura, com o uso de 

PMS-mAb, descrito no item 3.9 e a segunda etapa a de detecção do alvo com o uso 

de AuNPs-mAb, descrito no item 3.8. A FIGURA 3.7 apresenta as etapas que 

envolveram as capturas magnéticas do alvo em amostra de PBS e fortificada com 

BSA. 

 Inicialmente foi adicionado 15 µL do conjugado PMS-mAb em um 

microtubo contendo 25 µL de solução padrão com a concentração desejada de 

quitina, levedura ou lisado celular.  

Nos estudos com amostras fortificadas com BSA, o conjugado foi 

adicionado a 25 μL de amostras previamente diluídas em BSA foram adicionados a 

320 µL de PBS (pH 7,4) a fim de obter a concentração desejada. Para os ensaios 

de controle (branco), 15 μL de PMS-mAb foram adicionados a 25 μL de PBS pH 7,4. 

A mistura foi então incubada sob agitação lenta por 15 minutos em 

temperatura ambiente, levando a formação do bioconjugado PMS-mAb/Ch, em 

seguida o bioconjugado foi separado magneticamente e o sobrenadante foi 

descartado e lavado com PBS-Tween 20 0,05% (m/v), o processo de lavagem foi 

realizada três vezes. 
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FIGURA  3.7 - Etapas envolvidas na etapa de captura, na formação do biconjugado PMS-mAb/Ch. 

Posteriormente, adicionou 250 μL de AuNPs-mAb no bioconjugado 

formado, conforme a FIGURA 3.8, a dispersão foi mantida em agitação lenta por 90 

minutos em temperatura ambiente levando a formação do bioconjugado PMS-

mAb/Ch/mAb-AuNPs. Após a incubação, as PMs foram separadas 

magneticamente, o sobrenadante foi removido e lavado com PBS-Tween 20 0,05% 

(m/v), o processo de lavagem foi realizado três vezes. Por fim, o bioconjugado foi 

redisperso em 100 µL de PBS pH 7,4 para posteriormente ser aplicado no SPCE, 

para a detecção eletroquímica de quitina. 

 

 

FIGURA  3.8 - Etapas envolvidas na etapa de detecção, na formação do biconjugado PMS-
mAb/Ch/mAb-AuNPs. 
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3.10. Estudo de repetibilidade 

A precisão do Magneto-imunoensaio foi avaliada de três maneiras: 

análise de 5 réplicas de um arranjo; análise de 5 réplicas de 3 dispositivos 

construídos no mesmo dia; e análise de 5 réplicas de 3 dispositivos, cada um 

construído em um dia diferente. Os resultados foram expressos em termos de 

desvio padrão relativo DPR (%) conforme definido pela EQUAÇÃO 3.3, sendo:  DP 

o desvio padrão e 𝑋 a média. 

 𝐷𝑃𝑅 (%) = (
𝐷𝑃

𝑋
) (EQUAÇÃO 3.3) 

3.11. Medidas eletroquímicas com os SPCE 

A caracterização dos eletrodos, estudos de repetitividade e estimativa 

da área eletroativa dos eletrodos foi realizada utilizando uma solução AFM (ácido 

ferroceno monocarboxílico) pH 8,0 e KCl 0,5 mol L-1 usando técnica de CV 

(Voltametria Cíclica), aplicando um intervalo de potencial de -0,2 a +0,6 V. 

Os estudos eletroquímicos para a detecção de Ch foram realizados 

empregando a técnica de DPV (Voltametria de Pulso Diferencial do inglês, 

Differential Pulse Voltammetry). Os parâmetros eletroquímicos otimizados da DPV 

foram: potencial de condicionamento (Econd) de 1,25 V, tempo de condicionamento 

(tcond) de 120 s, potencial de deposição (Edep) de 0 V e tempo de deposição (tdep) 

de 0 s. O tempo de equilíbrio (tequil) foi estabelecido em 3 s antes do início da 

varredura. 

As medidas foram realizadas na faixa de potencial entre 1,25 V e -0,2 

V, com incremento de potencial (Estep) de 0,004 V, amplitude de pulso (Epuls) de 

0,05 V e tempo de pulso (tpuls) de 10 ms. A taxa de varredura (Srate) foi ajustada 

para 0,034 V/s. A FIGURA 3.9, apresenta todo o sistema utilizado no método 

eletroanalítico utilizando os SPCE para a detecção de Quitina. 
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FIGURA  3.9 - Foto do sistema eletroquímico utilizado para a detecção de quitina utilizando o SED. 

Fonte: Adaptado de Fonseca116.  

O sistema eletroquímico apresentado na FIGURA 3.9 foi utilizado para 

toda a realização de todas as medidas eletroquímicas realizadas neste trabalho. 

Para a análise de Ch foi utilizado uma alíquota de 10,0 µL da dispersão contendo o 

bioconjugado PMS-mAb/Ch/mAb-AuNPs, item 2.10, foi adicionada em cada WE do 

arranjo de 8 eletrodos do SPCE, item 2.6. O imas que foram posicionados do lado 

oposto de cada WE permite a captura e retenção do bioconjugado sobre a superfície 

de cada WE. Em seguida foi adicionado 20 µL de uma solução de HCl 0,2 mol L-1 à 

cada célula, para atuar como eletrólito de suporte nas medidas eletroquímicas. 

Posteriormente, foi aplicado um potencial de +1,25 V vs. Pseudo-referência de 

Ag/AgCl durante 120 segundos, visando obter o sinal analítico referente ao 

processo redox do ouro presente AuNPs-mAb ligadas em quitina ancoradas nas 

PMs. 

3.12. Planejamento Fatorial 

Com a utilização de um planejamento fatorial PCC (Planejamento 

Central Composto), por meio dessa metodologia foi possível otimizar as condições 

do magneto-imunoensaio na determinação de quitina. Este tipo de planejamento 

avalia os efeitos lineares e interativos entre as variáveis, mas também os efeitos 

quadráticos, possibilitando a identificação de pontos ótimos do sistema estudado. 
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Desse modo foi possível ter uma abordagem estatística eficiente para identificar os 

parâmetros mais influentes em um experimento, especialmente quando há um 

grande número de variáveis, permitindo a avaliação dos efeitos principais com um 

número reduzido de ensaios. 

Deste modo, foram avaliadas 6 variáveis reais (n=6), sendo desse 

modo realizados 79 experimentos. Para a avaliação das variáveis reais, foram 

considerados dois níveis (um baixo (-1) e um alto (+1)), e pontos axiais (-α, +α). As 

variáveis reais estão apresentadas na TABELA 3.1, bem como os valores reais 

utilizados no estudo. 

Inicialmente, para cada variável, definiu-se um ponto central com base 

em experimentos piloto. Em seguida, estabeleceu-se um percentual de variação 

relativo ao ponto central de 30%, que permitiu definir os níveis baixos e altos por 

meio das EQUAÇÃO 3.4. 

𝑋𝑛𝑖𝑣𝑒𝑙 = 𝑋𝑐𝑒𝑛𝑡𝑎𝑙 × (1 ± 𝑝𝑒𝑟𝑐𝑒𝑛𝑡𝑢𝑎𝑙) (EQUAÇÃO 3.4) 

Essas equações garantem que os limites operacionais da variável 

estejam simetricamente distribuídos em torno do valor central, permitindo uma 

exploração consistente da região experimental. Adicionalmente, para ampliar a 

capacidade do modelo em captar efeitos quadráticos, foram calculados os pontos 

axiais. Os pontos axiais foram determinados por meio da EQUAÇÃO 3.5. 

±𝛼 = 𝑋𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑙 ± (𝑝𝑒𝑟𝑐𝑒𝑛𝑡𝑢𝑎𝑙 × 𝑃𝑜𝑛𝑡𝑜 𝐶𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑙 × 1.41) (EQUAÇÃO 3.5) 

Para Calcular desse modo os pontoas axiais foi utilizado o fator 1.41 

(aproximadamente √2 ) a qual foi utilizada para posicionar os pontos axiais a uma 

distância adequada do ponto central, de modo a garantir a rotatividade e a 

esfericidade do desenho experimental123–125.  
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TABELA 3.1 -Variáveis reais de acordo utilizados no planejamento e os respectivos níveis 
codificados. 

 

Variável 

Axial 
Inferior  

(-α) 

Nivel 
Baixo  

(-1) 

Condição 
Padrao 

(0) 

Nivel 
Alto  
(+1) 

Axial 
Superior 

(+α) 

V1 CPM (µg mL-1) 8,66 10,5 15 19,5 21,34 

V2 
CAnticorpo-PMs 

(µg mL-1) 
2,88 3,5 5 6,5 7,12 

V3 CAuNP (µg mL-1) 28,16 34,16 48,8 63,44 69,44 

V4 
CAnticorpo-AuNPs 

(µg mL-1) 
2,88 3,5 5 6,5 7,12 

V5 
Tempo da 1° 

incubação (min) 
17,31 21 30 39 42,69 

V6 
Tempo da 2° 

incubação (min) 
34,62 42 60 78 85,38 

 

As variáveis analisadas foram: a concentração de PMs a serem 

modificadas (CPMs, variável 1), a concentração de anticorpo a ser imobilizada na 

superfície das PMs (CAnticorpo-PMs, variável 2), Concentração de AuNPs a serem 

modificadas (CAuNPs, variável 3), a concentração de anticorpo a ser imobilizada na 

superfície das AuNPs (CAnticorpo-AuNPs, variável 4), o tempo de incubação entre o 

bioconjugado PMs-mAb com Ch (Tempo da 1° incubação, variável 5), o tempo de 

incubação entre o bioconjugado PMs-mAb/Ch com AuNPs-mAb, formando o 

bioconjugado final. (Tempo da 2° incubação, variável 6). 

O planejamento fatorial 26 com ponto central, sendo realizados 

experimentos de 1 a 64, de forma que do experimento 65 ao 67 são réplicas 

realizadas no ponto central e os experimentos de 68 a 79 representam os pontos 

axiais (variáveis codificadas nos níveis − α e + α). A TABELA 3.2 mostra as 

condições de cada experimento realizado, incluindo os níveis codificados para cada 

variável.  

 

TABELA 3.2 - Experimento do planejamento PCC com as variáveis codificadas. 

Experimento V1 V2 V3 V4 V5 V6 

1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 

2 -1 -1 -1 -1 -1 +1 

3 -1 -1 -1 -1 +1 -1 

4 -1 -1 -1 -1 +1 +1 

5 -1 -1 -1 +1 -1 -1 

6 -1 -1 -1 +1 -1 +1 

7 -1 -1 -1 +1 +1 -1 

8 -1 -1 -1 +1 +1 +1 

9 -1 -1 +1 -1 -1 -1 
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10 -1 -1 +1 -1 -1 +1 

11 -1 -1 +1 -1 +1 -1 

12 -1 -1 +1 -1 +1 +1 

13 -1 -1 +1 +1 -1 -1 

14 -1 -1 +1 +1 -1 +1 

15 -1 -1 +1 +1 +1 -1 

16 -1 -1 +1 +1 +1 +1 

17 -1 +1 -1 -1 -1 -1 

18 -1 +1 -1 -1 -1 +1 

19 -1 +1 -1 -1 +1 -1 

20 -1 +1 -1 -1 +1 +1 

21 -1 +1 -1 +1 -1 -1 

22 -1 +1 -1 +1 -1 +1 

23 -1 +1 -1 +1 +1 -1 

24 -1 +1 -1 +1 +1 +1 

25 -1 +1 +1 -1 -1 -1 

26 -1 +1 +1 -1 -1 +1 

27 -1 +1 +1 -1 +1 -1 

28 -1 +1 +1 -1 +1 +1 

29 -1 +1 +1 +1 -1 -1 

30 -1 +1 +1 +1 -1 +1 

31 -1 +1 +1 +1 +1 -1 

32 -1 +1 +1 +1 +1 +1 

33 +1 -1 -1 -1 -1 -1 

34 +1 -1 -1 -1 -1 +1 

35 +1 -1 -1 -1 +1 -1 

36 +1 -1 -1 -1 +1 +1 

37 +1 -1 -1 +1 -1 -1 

38 +1 -1 -1 +1 -1 +1 

39 +1 -1 -1 +1 +1 -1 

40 +1 -1 -1 +1 +1 +1 

41 +1 -1 +1 -1 -1 -1 

42 +1 -1 +1 -1 -1 +1 

43 +1 -1 +1 -1 +1 -1 

44 +1 -1 +1 -1 +1 +1 

45 +1 -1 +1 +1 -1 -1 

46 +1 -1 +1 +1 -1 +1 

47 +1 -1 +1 +1 +1 -1 

48 +1 -1 +1 +1 +1 +1 

49 +1 +1 -1 -1 -1 -1 

50 +1 +1 -1 -1 -1 +1 

51 +1 +1 -1 -1 +1 -1 

52 +1 +1 -1 -1 +1 +1 

53 +1 +1 -1 +1 -1 -1 

54 +1 +1 -1 +1 -1 +1 

55 +1 +1 -1 +1 +1 -1 

56 +1 +1 -1 +1 +1 +1 

57 +1 +1 +1 -1 -1 -1 

58 +1 +1 +1 -1 -1 +1 

59 +1 +1 +1 -1 +1 -1 

60 +1 +1 +1 -1 +1 +1 
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61 +1 +1 +1 +1 -1 -1 

62 +1 +1 +1 +1 -1 +1 

63 +1 +1 +1 +1 +1 -1 

64 +1 +1 +1 +1 +1 +1 

65 0 0 0 0 0 0 

66 0 0 0 0 0 0 

67 0 0 0 0 0 0 

68 -α 0 0 0 0 0 

69 α 0 0 0 0 0 

70 0 -α 0 0 0 0 

71 0 α 0 0 0 0 

72 0 0 -α 0 0 0 

73 0 0 α 0 0 0 

74 0 0 0 -α 0 0 

75 0 0 0 α 0 0 

76 0 0 0 0 -α 0 

77 0 0 0 0 α 0 

78 0 0 0 0 0 -α 

79 0 0 0 0 0 α 

 

A variável dependente analisada foi a diferença entre o sinal referente 

ao branco e ao padrão (−ΔI), como mostrado na EQUAÇÃO 3.6. 

−𝛥𝐼 (𝑛𝐴) = 𝐼𝐵𝑟𝑎𝑛𝑐𝑜 − 𝐼𝑝𝑎𝑑𝑟ã𝑜  (EQUAÇÃO 3.6) 

Os experimentos apresentados na TABELA 4.1 foram realizados em 

ordem aleatória para evitar erros sistemáticos. Além disso, foram fixados os 

seguintes parâmetros para a realização das medidas eletroquímicas: concentração 

de quitina, volume de bioconjugado adicionado no WE, volume de HCl 0,2 mol L-1 

adicionado nos WE. 

Com base nos resultados obtidos para cada experimento, foi calculado 

um modelo de regressão linear, utilizando o software livre Octave, na versão Guide 

user interface (GUI), com a rotina computacional “regression2”126. Posteriormente 

adquirido a equação que representa o modelo, pode-se construir os gráficos de 

contorno, utilizando um template fornecido por Pereira e Pereira-Filho126 no Excel, 

de forma que se verificou as regiões de resposta máxima. 
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4. Resultado e discussão 

4.1. Caracterização eletroquímica do SPEs 

A avaliação dos SPCEs construídos foi realizada por meio de medida 

eletroquímica utilizando a técnica de voltametria cíclica (VC), utilizando uma solução 

de ácido ferroceno monocarboxílico 1,0 mmol L−1 preparada em KCl 0,5 mol L−1. As 

medidas de CV foram realizadas após a adição de 10,0 µL desta solução em cada 

uma das oito células eletroquímicas (CE) de um único SPE e em várias velocidades 

de varreduras (FIGURA 4.1). 

 
FIGURA  4.1 – A) Voltamogramas cíclicos obtidos, contendo FMA (1,0 mmol L‒1) em solução aquosa 
0,5 mol L‒1 KCl (pH 8,0) usando arranjo SPCE com 8 células independentes com velocidades de 
varredura variando de 10 a 300 mV s‒1. B) corrente de pico anódica vs. v1/2. 

A velocidade de varredura (ν) foi variado de 10 a 300 mV s−1(FIGURA 

4.1- B), os valores das corrente de pico anódica (ipa) foram observados em relação 

com a raiz quadrada da velocidade de varredura (v1/2). 

A diferença entre os potenciais de pico anódico (Epa) e catódico (Epc) 

em todas as velocidades de varredura foi de aproximadamente 33 mV; esse valor 

foi inferior ao valor esperado para processos reversíveis (aproximadamente 59 mV) 

127,128 entretanto, consistente com estudos em SPCEs129 os quais apresentam que 

os valorem de ΔEpa-Epc entre 30 a 40 mV. A relação entre as correntes de pico 

anódica e catódica (Ipa/Ipc) em cada velocidade de varredura avaliada foi próxima 

de 1, confirmando a reversibilidade cinética do sistema 128. Esses dados reforçam 
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que a arquitetura dos SPCEs favorece processos redox quasi-reversíveis, 

adequados para aplicações analíticas130. 

Foi observado relação linear entre ipa e v1/2 como representado na 

(FIGURA 4.1- B) com uma correlação linear (r) de 0,995, representado por meio da 

equação: Ip (µA) = 0,708+37,33x (v1/2) (mV s‒1) ½. Utilizando a equação de Randles-

Sevcik, conforme apresentado abaixo, EQUAÇAO 4.1. 

i𝑝 = ±(2,69 × 105) × 𝑛3 2⁄ × 𝐴 × 𝐷1 2⁄ × 𝐶 × 𝑣1 2⁄  (EQUAÇAO 4.1) 

Em que i𝑝 é a corrente de pico (A), n é o número de elétrons da reação, 

A é a área eletroativa (cm2), D é o coeficiente de difusão do ácido ferroceno 

monocarboxílico em solução de KCl 0,5 mol L-1 (5,7 × 10−6 cm 2 s−1), v é a 

velocidade de varredura de potencial (V s−1), e C é a concentração do ácido 

ferroceno monocarboxílico em solução (mol cm−3). 

4.2. Precisão e Repetibilidade do SPCE 

A precisão e repetibilidade do dispositivo foi avaliada em três níveis:  

no mesmo dia (intradia), usando arranjos diferentes de eletrodos, entre dias 

(interdia), intradispositivo, usando as oito células eletroquímicas (CE) de um único 

SPCE. 

A avaliação foi realizada por medidas eletroquímicas utilizando uma 

solução de ácido ferroceno monocarboxílico 1,0 mmol L−1 preparada em KCl 0,5 mol 

L−1.   

Os resultados obtidos podem ser observados nos gráficos de barra, o 

intradispositivo (FIGURA 4.2) o desvio padrão relativo (RSD) foi de 2,82% entre as 

oitos células eletroquímicas.  
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FIGURA  4.2 - Estudo de repetibilidade intradispositivo com uma solução padrão de 

ácido ferroceno monocarboxílico 1,0 mmol L−1 preparada em KCl 0,5 mol L−1. 

 

Para o estudo de repetibilidade intradia, foram utilizados três 

dispositivos diferentes para análise no mesmo dia (FIGURA 4.3), os resultados 

obtidos podem ser observados nos gráficos de barra, O RSD obtidos para intradias 

(mesmo dia, dispositivos diferentes foi 2,76 %, 
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FIGURA  4.3 - Estudo de repetibilidade intradia com uma solução padrão de ácido ferroceno 
monocarboxílico 1,0 mmol L−1 preparada em KCl 0,5 mol L−1. 

Para o estudo de repetibilidade análise interdias (dias diferentes), 

foram utilizados três dispositivos diferentes para análise em três dias diferentes 

(FIGURA 4.4), os resultados obtidos podem ser observados nos gráficos de barra, 

O RSD obtidos para intradias foi 2,59 %, 
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FIGURA  4.4 - Estudo de repetibilidade interdias com uma solução padrão de ácido ferroceno 
monocarboxílico 1,0 mmol L−1 preparada em KCl 0,5 mol L−1. 

 

Esses resultados em conjunto mostram que as SPCE apresentam um 

repetitividade e precisão, portanto, podem ser utilizadas para a realização das 

medidas eletroquímicas na construção do Magneto-imunoensaio. 

4.3. Estudos eletroquímicos preliminares com as AuNPs sintéticos 

A fim de avaliar o comportamento eletroquímico das AuNPs 

sintetizados, item 3.5, foram realizadas medidas com SPCE utilizando a técnica de 

DPV (do inglês, Differential Pulse Voltammetry) na ausência e na presença das 

AuNPs, utilizando HCl 0,2 mol L-1 como eletrólito de suporte, a FIGURA 4.5 

apresenta as curvas DPV obtidas. 

Inicialmente, foi realizado a aplicação do potencial de +1,25 V durante 

120 segundos resultando na oxidação do Au presente nas AuNPs para Au(III) que 

na presença dos íons Cl− forma o íon complexo [AuCl4]− , imediatamente após a 

oxidação eletroquímica, foi realizada uma varredura de potencial de +1,10 a −0,15 

V, vs. Ag/AgCl originando um pico catódico. A medida de DPV realizada na presença 
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das AuNPs resultou no surgimento de um pico em aproximadamente 0,32 V oriundo 

do processo de redução do ouro presente nas AuNPs. 

 

- Branco 

- AuNPs

 
FIGURA  4.5- Representação do processo de oxirredução das AuNPs e as curvas DPV obtidas a partir 
da aplicação do bioconjugado 

4.4. Detecção eletroquímica da quitina  

A detecção eletroquímica da quitina, utilizando AuNPs, foi realizada 

em diferentes pH e soluções como: PBS pH 7,4, Tris-HCl pH 7 e McIlvaine pH 3, 4 

e 5 com e sem quitina. As medidas foram realizadas utilizando a técnica de DPV 

(Voltametria de Pulso Diferencial), com o uso de HCl 0,2 mol L-1 como eletrólito de 

suporte. 

Na Figura 4.6, são apresentadas as respostas voltamétricas obtidas, 

evidenciando a influência do pH sobre o sinal de redução do ouro, o qual se mostrou 

dependente das condições do meio. 



55 
 

4 5 6 7 8 9

0

2

4

6
Ip

 (
m
A
)

pH

 
FIGURA  4.6- Resposta do magneto-imunoensaio de duas soluções de quitina em pH de 4 a 9. 

Nos experimentos realizados em pH básico (8 e 9), observou-se uma 

queda considerável na intensidade de corrente. Esse resultado pode ser explicado 

pelo fato de que, nessas condições, os íons de ouro(III) tendem a se reorganizar 

formando complexos hidroxilados, como [Au(OH)₄]⁻. Quando isso acontece, o 

processo de redução do ouro se torna menos favorável, já que esses complexos 

exigem potenciais mais altos para serem reduzidos. Em outras palavras, o ouro 

passa a “resistir” mais à redução, o que naturalmente se reflete na diminuição do 

sinal voltamétrico. Além disso, em meio fortemente alcalino, pode ocorrer a 

dissolução parcial da superfície das nanopartículas de ouro, processo conhecido 

como etching (ou corrosão química), no qual as partículas sofrem desgaste e têm 

sua área ativa reduzida. A soma desses fatores ajuda a compreender, em pH ácido, 

o sinal é mais intenso, enquanto em pH básico ele tende a enfraquecer ou até 

desaparecer. 

Em contrapartida, as condições ácidas favorecem tanto a estabilidade 

eletroquímica do ouro quanto a interação com a quitina. Isso ocorre porque, em 

baixos valores de pH, os grupos funcionais da quitina, como as aminas presentes 

em unidades de glucosamina, encontram-se protonados. Essa protonação aumenta 
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a afinidade eletrostática entre a quitina e a superfície das nanopartículas de ouro, 

potencializando a resposta do eletrodo modificado. Assim, a combinação entre 

maior disponibilidade de sítios ativos no ouro e maior interação da quitina com a 

superfície contribui para explicar os melhores resultados observados em meio ácido. 

 Os picos de correntes observados para a amostra sem quitina (branco analítico) 

apresentam a interação específica a quitina. Além disso, foi observada uma corrente 

de pico mais intensa na presença da quitina; isto aponta claramente para a interação 

entre a quitina e o anticorpo anti-quito-oligômeros (mAb). 

4.5. Otimização Magneto-imunoensaio 

No intuito de avaliar as melhores condições experimentais foi realizado o 

planejamento fatorial PCC e Estudo de variação de bloqueio, a fim de melhor 

diferenciar as respostas de branco de uma amostra com quitina.  

4.5.1. Planejamento fatorial PCC 

O planejamento fatorial PCC foi organizado como um planejamento 

fatorial 26 com ponto central, sendo realizados experimentos de 1 a 64 com as 

variáveis codificadas entre −1 e +1, de forma que do experimento 65 ao 67 são 

réplicas realizadas no ponto central e os experimentos de 68 a 79 representam os 

pontos axiais (variáveis codificadas nos níveis − α e + α). A variável independente 

foi as respostas entre o branco e a amostra (−𝛥𝐼). As variáveis dependentes em 

seus respectivos níveis de variação e as respostas obtidas estão descritos na 

TABELA 4.1. 

TABELA 4.1 - Resultados experimentais do planejamento paras as variáveis: a concentração de PMs 
a serem modificadas (CPMs, variável 1), a concentração de anticorpo a ser imobilizada na superfície das 
PMs (CAnticorpo-PMs, variável 2), Concentração de AuNPs a serem modificadas (CAuNPs, variável 3), a 
concentração de anticorpo a ser imobilizada na superfície das AuNPs (CAnticorpo-AuNPs, variável 4), o 
tempo de incubação entre o bioconjugado PMs-mAb com Ch (Tempo da 1° incubação, variável 5), o 
tempo de incubação entre o bioconjugado PMs-mAb/Ch com AuNPs-mAb, formando o bioconjugado 
final. (Tempo da 2° incubação, variável 6) entre o branco a amostra (−𝛥𝐼). 

Exp. V1 V2 V3 V4 V5 V6 −𝛥𝐼 

1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 453,42 

2 -1 -1 -1 -1 -1 1 450,01 

3 -1 -1 -1 -1 1 -1 655,06 

4 -1 -1 -1 -1 1 1 484,14 

5 -1 -1 -1 1 -1 -1 368,48 

6 -1 -1 -1 1 -1 1 370,52 

7 -1 -1 -1 1 1 -1 450,97 

8 -1 -1 -1 1 1 1 420,33 

9 -1 -1 1 -1 -1 -1 561,83 
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10 -1 -1 1 -1 -1 1 402,26 

11 -1 -1 1 -1 1 -1 640,73 

12 -1 -1 1 -1 1 1 557,73 

13 -1 -1 1 1 -1 -1 466,46 

14 -1 -1 1 1 -1 1 306,98 

15 -1 -1 1 1 1 -1 545,72 

16 -1 -1 1 1 1 1 441,43 

17 -1 1 -1 -1 -1 -1 601,28 

18 -1 1 -1 -1 -1 1 520 

19 -1 1 -1 -1 1 -1 707,71 

20 -1 1 -1 -1 1 1 580,17 

21 -1 1 -1 1 -1 -1 428,34 

22 -1 1 -1 1 -1 1 375,68 

23 -1 1 -1 1 1 -1 517,31 

24 -1 1 -1 1 1 1 490,89 

25 -1 1 1 -1 -1 -1 494,42 

26 -1 1 1 -1 -1 1 436,67 

27 -1 1 1 -1 1 -1 725,41 

28 -1 1 1 -1 1 1 534,24 

29 -1 1 1 1 -1 -1 417,14 

30 -1 1 1 1 -1 1 309,84 

31 -1 1 1 1 1 -1 563,81 

32 -1 1 1 1 1 1 364,96 

33 1 -1 -1 -1 -1 -1 458,57 

34 1 -1 -1 -1 -1 1 417,7 

35 1 -1 -1 -1 1 -1 709,5 

36 1 -1 -1 -1 1 1 564,07 

37 1 -1 -1 1 -1 -1 420,58 

38 1 -1 -1 1 -1 1 365,4 

39 1 -1 -1 1 1 -1 538,84 

40 1 -1 -1 1 1 1 477,28 

41 1 -1 1 -1 -1 -1 537,89 

42 1 -1 1 -1 -1 1 423,15 

43 1 -1 1 -1 1 -1 704,19 

44 1 -1 1 -1 1 1 635,28 

45 1 -1 1 1 -1 -1 476,54 

46 1 -1 1 1 -1 1 382,99 

47 1 -1 1 1 1 -1 703,57 

48 1 -1 1 1 1 1 525,6 

49 1 1 -1 -1 -1 -1 586,38 

50 1 1 -1 -1 -1 1 552,46 

51 1 1 -1 -1 1 -1 653,14 

52 1 1 -1 -1 1 1 557,95 

53 1 1 -1 1 -1 -1 496,18 

54 1 1 -1 1 -1 1 321,46 

55 1 1 -1 1 1 -1 583,64 

56 1 1 -1 1 1 1 517,5 
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57 1 1 1 -1 -1 -1 626,64 

58 1 1 1 -1 -1 1 578,09 

59 1 1 1 -1 1 -1 800 

60 1 1 1 -1 1 1 679,57 

61 1 1 1 1 -1 -1 446,49 

62 1 1 1 1 -1 1 423,99 

63 1 1 1 1 1 -1 637,7 

64 1 1 1 1 1 1 472,29 

65 0 0 0 0 0 0 587,34 

66 0 0 0 0 0 0 564,75 

67 0 0 0 0 0 0 536,53 

68 Α 0 0 0 0 0 540,69 

69 -α 0 0 0 0 0 387,07 

70 0 α 0 0 0 0 538,79 

71 0 -α 0 0 0 0 496,37 

72 0 0 α 0 0 0 531,37 

73 0 0 -α 0 0 0 513,54 

74 0 0 0 α 0 0 300 

75 0 0 0 -α 0 0 576,31 

76 0 0 0 0 α 0 747,58 

77 0 0 0 0 -α 0 301,23 

78 0 0 0 0 0 α 365,87 

79 0 0 0 0 0 -α 601,45 

 

Inicialmente, foi elaborada uma matriz principal com os efeitos. Assim, 

o modelo foi avaliado empregando a rotina “fabi_efeito” para determinar quais 

efeitos são mais importantes para obter os melhores resultados. Para isso, foi 

calculado a variância experimental (460,4728), erro experimental (21,4586) e o erro 

de um efeito (6,1946) por meio dos resultados obtidos nas réplicas do ponto central. 

Na FIGURA 4.7 é apresentado o gráfico de porcentagem que cada efeito impacta 

na resposta enquanto na FIGURA 4.8 são apresentados os efeitos significativos em 

um intervalo de confiança de 95% e t = 4,303para grau de liberdade igual a 2 uma 

vez que havia 3 réplicas no ponto central. 
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FIGURA  4.7 - Significância dos efeitos referentes as variáveis a concentração de PMs a serem 
modificadas (CPMs, variável 1), a concentração de anticorpo a ser imobilizada na superfície das PMs 
(CAnticorpo-PMs, variável 2), Concentração de AuNPs a serem modificadas (CAuNPs, variável 3), a 
concentração de anticorpo a ser imobilizada na superfície das AuNPs (CAnticorpo-AuNPs, variável 4), 
o tempo de incubação entre o bioconjugado PMs-mAb com Ch (Tempo da 1° incubação, variável 5), o 
tempo de incubação entre o bioconjugado PMs-mAb/Ch com AuNPs-mAb, formando o bioconjugado 
final. (Tempo da 2° incubação, variável 6). 
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FIGURA  4.8 - Gráfico de probabilidade dos efeitos pela magnitude dos efeitos referentes as variáveis 
a concentração de PMs a serem modificadas (CPMs, variável 1), a concentração de anticorpo a ser 
imobilizada na superfície das PMs (CAnticorpo-PMs, variável 2), Concentração de AuNPs a serem 
modificadas (CAuNPs, variável 3), a concentração de anticorpo a ser imobilizada na superfície das 
AuNPs (CAnticorpo-AuNPs, variável 4), o tempo de incubação entre o bioconjugado PMs-mAb com Ch 
(Tempo da 1° incubação, variável 5), o tempo de incubação entre o bioconjugado PMs-mAb/Ch com 
AuNPs-mAb, formando o bioconjugado final. (Tempo da 2° incubação, variável 6). 

 Como podemos observar na FIGURA 4.7, os efeitos 4,5 e 6 foram que 

apresentaram maior porcentagem e influência na resposta. Uma nova matriz apenas 

contendo somente os efeitos significativos, foi avaliada por meio da mesma rotina 

anterior. Os valores de variância experimental (537,2664), erro experimental (23,179), 

erro de um efeito (0,0089) e valor de t = 2,003 (grau de liberdade igual a 8) foram 

recalculados por meio das novas réplicas contidas na matriz e os novos gráficos foram 

obtidos. 
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FIGURA  4.9 - Significância dos efeitos referentes as variáveis a concentração de anticorpo a ser 
imobilizada na superfície das AuNPs (CAnticorpo-AuNPs, variável 4), o tempo de incubação entre o 
bioconjugado PMs-mAb com Ch (Tempo da 1° incubação, variável 5), o tempo de incubação entre o 
bioconjugado PMs-mAb/Ch com AuNPs-mAb, formando o bioconjugado final. (Tempo da 2° incubação, 
variável 6).  
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FIGURA  4.10 - Gráfico de probabilidade dos efeitos pela magnitude dos efeitos das variáveis a 
concentração de anticorpo a ser imobilizada na superfície das AuNPs (CAnticorpo-AuNPs, variável 4), 
o tempo de incubação entre o bioconjugado PMs-mAb com Ch (Tempo da 1° incubação, variável 5), o 
tempo de incubação entre o bioconjugado PMs-mAb/Ch com AuNPs-mAb, formando o bioconjugado 
final. (Tempo da 2° incubação, variável 6).  

Com os valores dos coeficientes significativos do planejamento fatorial 

atual, foi possível determinar a equação que representa o modelo e gerar os gráficos 

de contorno a cada duas variáveis conforme apresentado na FIGURA 4.11. e 

FIGURA  4.12. 
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FIGURA  4.11 - Gráficos de contorno referentes ao planejamento fatorial 23 relacionando as variáveis 
4,5 e 6. 

 

FIGURA  4.12 - Gráficos de superfície referentes ao planejamento fatorial 23 relacionando as variáveis 
4,5 e 6. 
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Por fim, no gráfico de contorno é apresentado diferentes regiões, que 

indicam as condições experimentais possíveis relacionadas a duas variáveis. Como 

pode ser observado na FIGURA 4.11, as regiões que proporcionam maior resultado 

são as de coloração roxa, sendo as condições escolhidas para os demais estudos. 

Portanto, a concentração de anticorpo a ser imobilizada na superfície das AuNPs 

(CAnticorpo-AuNPs, variável 4) foi 7,12 µg mL-1, o tempo de incubação entre o 

bioconjugado PMs-mAb com Ch (Tempo da 1° incubação, variável 5) escolhido foi 

de 17,31 mim, o tempo de incubação entre o bioconjugado PMs-mAb/Ch com 

AuNPs-mAb, formando o bioconjugado final. (Tempo da 2° incubação, variável 6) foi 

34,62 minutos, dessa forma foi possível determinar as melhores condições de 

trabalho. 

4.5.2. Estudo da etapa de bloqueio 

Para minimizar interações inespecíficas, foram realizados testes de 

bloqueio nas nanopartículas de ouro e magnéticas utilizando diferentes agentes 

bloqueadores: albumina sérica bovina (BSA), etanolamina (ETA) e a sua 

combinação BSA+ETA. Os resultados mostraram que o bloqueio mais eficaz para 

as AuNPs foi obtido com BSA+ETA, enquanto para as MPs o melhor desempenho 

foi alcançado com ETA isoladamente. Embora testes individuais tenham mostrado 

desempenho variável para ETA nas PMs, a combinação BSA+ETA apresentou 

menor erro experimental e maior consistência nos resultados. Por esse motivo, 

optou-se por utilizar a combinação BSA+ETA para o bloqueio tanto das AuNPs 

quanto das PMs (Figuras 4.13).  
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FIGURA  4.13- Resultados de pico de redução de Au(III) de acordo com bloqueio de BSA, ETA e 
BSA+ETA em nanopartículas magnéticas(PMs) e nanopartículas de ouro (AuNPS). A) Bloqueio de 
AuNPS em BSA, ETA e BSA+ETA em reação com PMS bloqueado com BSA para formação do 
bioconjucado; B) Bloqueio de AuNPS em BSA, ETA e BSA+ETA em reação com PMS bloqueado com 
ETA para formação do bioconjucado; C) Bloqueio de AuNPS em BSA, ETA e BSA+ETA em reação com 
PMS bloqueado com BSA+ETA para formação do bioconjucado; D) Bloqueio de PMs em BSA, ETA e 
BSA+ETA em reação com AuNPS bloqueado com BSA para formação do bioconjucado; E) Bloqueio de 
PMs em BSA, ETA e BSA+ETA em reação com AuNPS bloqueado com ETA para formação do 
bioconjucado; F) Bloqueio de PMs em BSA, ETA e BSA+ETA em reação com AuNPS bloqueado com 
BSA+ETA para formação do bioconjucado. 

A BSA, por ser uma proteína relativamente grande, se fixa à superfície 

das AuNPs, formando uma camada que cobre os espaços disponíveis e fornece 

proteção estérica, ou seja, cria uma barreira física que dificulta a ligação de outras 

moléculas ou partículas indesejadas. A ETA, por sua vez, é uma molécula menor 

que complementa esse bloqueio, preenchendo os pequenos espaços ou grupos 

reativos que ainda permanecem expostos após a adsorção da BSA, ajudando a 

impedir ligações não específicas. 

Nos testes iniciais, a combinação BSA+ETA apresentou o bloqueio 

mais consistente nas AuNPs, garantindo proteção estérica e neutralização de sítios 

reativos. Para as PMs, embora o uso de ETA isoladamente tenha mostrado algum 

efeito de bloqueio, os resultados apresentaram maior variação e erro experimental. 
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Por outro lado, a aplicação da combinação BSA+ETA em ambas as partículas 

reduziu significativamente o erro dos experimentos, fornecendo resultados mais 

confiáveis. Dessa forma, optou-se por adotar o protocolo de bloqueio com BSA 

seguida de ETA tanto para AuNPs quanto para PMs, assegurando que o sinal do 

magneto-imunoensaio pudesse ser claramente distinguido do branco, sem 

interferências (Figuras 4.14). 

Essa abordagem mostra a importância de um bloqueio eficiente: sem 

ele, moléculas ou partículas indesejadas poderiam se ligar às superfícies, 

comprometendo a sensibilidade e a precisão do ensaio. Ao combinar uma proteína 

grande com um bloqueador pequeno, é possível criar uma camada de proteção 

completa, equilibrando barreira física e química, o que é essencial para 

experimentos de detecção sensível como os que envolvem imunoensaios 

magnéticos. 

 

FIGURA  4.14 - Resultados do pico de redução do ouro em diferentes bloqueios (BSA, ETA, BSA+ETA) 
nas nanopartículas de ouro e nanopartículas magnéticas (PMS). 

4.6. Construção da curva calibração 

Após a otimização dos parâmetros, o magneto-imunoensaio proposto foi 

aplicado em soluções padrão contendo concentrações variadas quitina, foi 

realizada uma curva de calibração utilizando concentrações entre 0,03 e 2,2 mg 
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mL⁻¹. Os valores de corrente obtidos por DPV estão apresentados na Figura 

4.15, mostrando uma relação linear.  

As correntes transientes aumentaram linearmente com o logaritmo da 

concentração de quitina. A equação de regressão linear foi 𝑦 = 652,8 + 179,28𝑥, 

com um r de 0983, indicando uma relação linear entre a resposta e a 

concentração de quitina. 

 

 
FIGURA  4.15 - Valores do pico anóptico em variação de concentração de quitina.   

A curva de calibração demonstra a sensibilidade e o potencial do método para 

quantificação precisa de quitina em amostras biológicas, atendendo aos requisitos 

para aplicações diagnósticas. 

4.7. Efeito do magneto-imunoensaio em leveduras de fungos 

A fim de verificar como o modelo reage à leveduras foi testado a metodologia 

com leveduras do tipo das Saccharomyces, além disso foi utilizado três tipos 

diferentes de leveduras, doados pelo professor Prof. Dr. Anderson Ferreira da 

Cunha, na figura 4.16 mostram variações na resposta eletroquímica devido às 

diferenças na concentração de quitina nas paredes celulares das leveduras.  
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FIGURA  4.16 - Valores de corrente de pico para a redução do Au(III) para diferentes grupos de 
leveduras em diferentes concentrações Saccharomyces 4*104 cell mL-1; FV1 5*107 cell mL-1; FV3_13 
1*108 cell mL-1; FV3_10 7*107 cell mL-1. 
 

Na FIGURA 4.16, observa-se que a intensidade dos picos varia de acordo com 

a concentração e a espécie fúngica. Essa diferença pode ser atribuída tanto às 

distintas quantidades de quitina presentes na parede celular quanto às variações no 

tamanho das células, características que influenciam diretamente a resposta 

observada. 

Além da variação observada entre espécies e concentrações (FIGURA 4.16), 

buscou-se avaliar também a influência da lise celular na resposta eletroquímica 

obtida. Esse aspecto é particularmente relevante, uma vez que o rompimento das 

células pode expor ou liberar quantidades diferentes de quitina e outros 

componentes da parede celular, impactando diretamente a intensidade do sinal. 

Para verificar esse efeito, foram analisadas duas amostras: uma contendo células 

de levedura intactas e outra composta pelo lisado da mesma espécie, preparadas 

em concentrações semelhantes para possibilitar a comparação. 
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FIGURA  4.17 - Comparação da resposta eletroquímica entre células de levedura intactas e lisado 
celular da mesma espécie, em concentrações semelhantes. 

Na FIGURA 4.17 observa-se que a amostra de lisado de levedura 

apresentou intensidade de sinal eletroquímico inferior em comparação à amostra de 

levedura intacta, ambas preparadas em concentrações semelhantes. Essa redução 

pode estar associada ao rompimento da parede celular durante o processo de lise, 

que pode ter causado a dispersão ou degradação parcial dos componentes 

estruturais, diminuindo a quantidade de quitina disponível para interação com o 

sistema de detecção. Outra possibilidade é que o processo de lise tenha liberado 

moléculas interferentes, que competem ou dificultam o reconhecimento específico 

dos biorreceptores, resultando em menor intensidade de resposta. 

4.8. Construção da curva calibração com leveduras 

 

Após a otimização dos parâmetros, o magneto-imunoensaio proposto foi 

aplicado em soluções padrão contendo concentrações variadas de leveduras 

do tipo Saccharomyces, foi realizada uma curva de calibração utilizando 

concentrações entre 102 a 106 cell mL⁻¹. Os valores de corrente obtidos por DPV 

estão apresentados na Figura 4.18, mostrando uma relação linear.  
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As correntes transientes aumentaram linearmente da concentração de 

leveduras. A equação de regressão linear foi 𝑦 = 0,36411 + 2,979𝑥, com um r 

de 0,9616, indicando uma excelente relação linear entre a resposta e a 

concentração de quitina. 

 
FIGURA  4.18 - Valores do pico anóptico em variação de concentração de levedura do tipo 
Saccharomyces. 
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CAPÍTULO 5 

Conclusões  
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5. CONCLUSÕES  

Neste trabalho foi desenvolvido um método simples e com baixo custo para o 

diagnóstico rápido e precoce de infecções fúngicas invasivas, usando duas etapas 

a primeira a etapa de captura da quitina presente na parede celular dos fungos 

utilizando o conjugado PMs-Ab e a etapa de detecção com o conjugado Ab-AuNPs, 

construindo assim no final do processo o bioconjugado. Para validar a eficácia do 

método, foram realizadas diversas otimizações e caracterizações. 

As otimizações univariadas realizadas foram importantes para encontrar as 

condições mais eficientes do imunoensaio e assim obter a melhor resposta 

eletroquímica com maior diferenciação entre o branco e uma amostra referência. 

O planejamento fatorial realizado, permitiu encontrar as melhores condições 

para a concentração de peptídeo sintético e das partículas magnéticas, ambos 

utilizados na etapa de modificação das PMs com quitina, além dos tempos de 

incubação necessários para a formação do bioconjugado final. A avaliação da 

precisão intermediária e repetibilidade apresentaram valores de DPR menores de 

15%, o que é aceitável para imunoensaios. Portanto, pode-se considerar que o 

planejamento foi bem-sucedido, sendo possível encontrar as melhores condições 

para as variáveis estudadas. 

Durante as etapas de otimização, o método apresentou valores excelentes de 

intensidade de corrente em parâmetros críticos como tempo de incubação e 

volumes de conjugados utilizados nas etapas de captura e detecção. Essas 

otimizações possibilitam este método ser utilizado em amostras de sangue total de 

indivíduos saudáveis e indivíduos infectados. 
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