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RESUMO 

Os polímeros escova são formados por cadeias poliméricas ligadas a um substrato. Sua 

popularidade cresceu na última década devido à flexibilidade de sua síntese que permite gerar 

superfícies de estímulo e resposta especializadas. Os polímeros escova mimetizam muitos dos 

aspectos da membrana celular como porosidade seletiva e característica hidrofílica ou 

hidrofóbica dependente do meio. Eles possuem muitas aplicações na biomedicina já 

desenvolvidas. Entretanto, ainda não foi explorada a pesquisa de membranas com a topologia 

do tipo escova para aplicação em biossensores. O diagnóstico das doenças negligenciadas, em 

especial o diagnóstico da dengue, não utiliza atualmente a tecnologia dos biossensores. 

Devido a sua portabilidade, especificidade e rápido tempo de resposta os biossensores são 

uma alternativa viável para o diagnóstico da dengue. Com o intuito de contribuir para o 

diagnóstico dessa enfermidade esta dissertação de mestrado tem como objetivo desenvolver 

membranas poliméricas com a topologia escova para detecção de imunoglobulinas IgG. 

Aliando as características relevantes dos polímeros escova e a técnica de enxertia por radiação 

ionizante de raios gama foram sintetizadas membranas para atuarem como transdutor em 

biossensores na detecção de IgG. Como substrato para a síntese foi utilizado o polietileno 

(PE) e como monômero de enxerto o metacrilato de 2-hidroxietila (HEMA), diluído em 

etanol. A dose de irradiação adequada foi de 40 kGy (Gray) a uma taxa de 6 kGy/h. Após a 

síntese, as membranas de PE-e-HEMA foram caracterizadas por medida de ângulo de contato, 

espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier por refletância difusa (ATR-

FTIR), microscopia eletrônica de varredura (MEV), microanálise de energia dispersiva por 

raios X (SEDX), calorimetria exploratória diferencial (DSC) e medidas elétricas em corrente 

contínua (CC). Posteriormente foram adsorvidos fisicamente nas membranas de PE-e-HEMA 

Azul da Prússia e anti-imunoglobulinas IgG. Então a membrana de PE-e-HEMA biossensora 

foi caracterizada eletricamente na presença de concentrações de imunoglobulinas IgG 

humanas. A membrana biossensora apresentou uma resposta amperométrica quando 

umedecida em solução salina tampão (PBS - pH 7,4) contendo diferentes concentrações de 

IgG humana. O limite de detecção foi superior àquele encontrado em indivíduos saudáveis 

que é de 12 mg/mL. As membranas de PE-e-HEMA sintetizadas neste estudo são promissoras 

para aplicação em biossensores para o diagnóstico de doenças como a dengue. 

Palavras-chave: Polímeros escova, biossensores, IgG, diagnóstico, dengue, Azul da Prússia.  
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ABSTRACT 

The polymer brushes are highly organized macromolecular architectures. Its 

popularity grew in the last decade due to the flexibility of synthesis to generate surfaces of 

stimulus and response specialist. The polymer brushes mimic many aspects of cell membrane 

porosity as selective hydrophobic and hydrophilic characteristic and medium-dependent. They 

have many applications in biomedicine have developed. However, it has not been exploited to 

study the topology of membrane brush for application in biosensors. Currently on neglected 

diseases, especially dengue is not used biosensors for diagnosis. Biosensors are a viable 

alternative for the diagnosis of dengue due to its portability, specificity and fast response time. 

In order to contribute to the diagnosis of dengue this dissertation aims to develop polymeric 

membranes with the topology brush for detection of IgG immunoglobulin. Combining the 

relevant characteristics of the polymers brush and grafting technique by ionizing gamma 

membranes were synthesized to act as a transducer in biosensors for the detection of IgG. As 

substrate for the synthesis was used polyethylene (PE) and as the graft monomer of 2-

hydroxyethyl methacrylate (HEMA) diluted in ethanol. A suitable irradiation dose was 40 

kGy (10
3
Gray) at a rate of 6 kGy / h. After synthesis, the membranes of PE-g-HEMA were 

characterized by measuring contact angle, infrared spectroscopy by Fourier transform diffuse 

reflectance (ATR-FTIR), scanning electron microscopy (SEM), scanning energy dispersive 

microanalysis by X-rays (SEDX), differential scanning calorimetry (DSC) and electrical 

measurements in direct current (DC). Were physically adsorbed on the membranes of PE-g-

HEMA Prussian Blue and anti-IgG. Then the membrane PE-g-HEMA biosensor was 

electrically characterized in the presence of concentrations of human IgG. The membrane 

biosensor showed amperometric response when wetted in saline buffer (PBS-pH 7.4) 

containing different concentrations of human IgG. The detection limit was greater than that 

found in healthy subjects is 12 mg/mL. The membranes of PE-g-HEMA synthesized in this 

study are promising for application in biosensors for the diagnosis of diseases such as dengue. 

 

Keywords: Polymer brushes, biosensors, IgG, diagnosis, dengue, Prussian Blue 
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CAPÍTULO 1 — INTRODUÇÃO 

Esta breve introdução procura esclarecer, em linhas gerais, sobre o tema desenvolvido 

nesta dissertação. As características dos Polímeros Escova (Polymer Brushes – PBs) 

inicialmente levantados nesta seção serão melhor definidas nos capítulos que constituem o 

corpo do texto. Serão expostas também informações iniciais sobre o quadro atual de 

manifestação da dengue, a motivação que levou à síntese de membranas transdutoras de PBs e 

a metodologia utilizada neste estudo.  

Durante a última década os PBs emergiram como uma nova classe de materiais 

avançados. A sua versatilidade funcional e formação das cadeias permitem a criação de 

estruturas moleculares com potencial para aplicação em diversas áreas da ciência de materiais 

(1). 

A crescente popularidade dos PBs deve-se a sua versatilidade para criar filmes de 

composição química, espessura e densidade de enxertia também em pequena escala (até 

100nm) (2). Por outro lado a combinação de PBs com a técnica de litografia permite a criação 

de superfícies complexas a partir de modelos planejados (3,4). 

Os PBs são estruturas poliméricas macromoleculares formadas por cadeias que se 

ligam a um substrato (5). Os PBs se diferenciam dos polímeros de enxerto tradicionais pela 

atuação de forças intermoleculares que causam o alongamento das cadeias na direção normal 

ao substrato onde estão ligadas (6). 

Os filmes de PBs mimetizam muitos aspectos da membrana celular. Pode-se citar a 

formação de poros que são seletivos ao pH (7) e a mudança de topologia de superfícies em 

decorrência da interação com diferentes solventes (8–13). As superfícies dinâmicas dos PBs 

quando em contato com fluidos biológicos tanto podem impedir a adesão celular em 

dispositivos implantáveis (14–17) quanto favorecer a ligação de biomoléculas de interesse em 

mecanismos de sensoriamento (18–20). 

As características únicas dos PBs oferecem uma miríade de possibilidades funcionais.  

A sua reorganização molecular em diferentes meios possibilita a fabricação de superfícies de 

estímulo-resposta altamente eficientes. Essa característica adaptável ao meio externo faz dos 

PBs materiais de grande interesse para a interface com o meio biológico (21). 

No centro do desenvolvimento dos polímeros escova estão as pesquisas desenvolvidas 

desde a década de 1950 (22,23). A abordagem teórica da formação das cadeias poliméricas 

nos PBs foi introduzida por Gennes (24). Atualmente, o conhecimento adquirido nos estudos 
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anteriores permite o desenvolvimento as aplicações dos PBs como, por exemplo, em 

biomateriais (25).  

Assim, os PBs têm potencial para o desenvolvimento de dispositivos capazes de 

interagir com fluídos fisiológicos, como os biossensores. Dispositivos bioeletroquímicos 

baseados em PBs demonstram o potencial de integração entre o meio biológico, química de 

polímeros e microeletrônica (26,27).  

Os PBs se localizam em uma área multidisciplinar do conhecimento que integra a 

química, a física e mesmo a biologia através da ciência de polímeros. A possibilidade do 

controle eficiente da sua síntese em pequena escala (10 a 100 nm) garante o acesso a novas 

rotas para a criação de superfícies especializadas no reconhecimento de biomoléculas (28–

30). 

A motivação desta dissertação de mestrado foi o reconhecimento da deficiência no uso 

da tecnologia dos biossensores no diagnóstico das doenças negligenciadas (Neglected tropical 

diseases – NTDs), em especial a dengue. Então, considerando as inúmeras qualidades dos 

PBs com potenciais aplicações em biossensores esta dissertação iniciou o desenvolvimento de 

membranas transdutoras com a topologia escova visando o diagnóstico de doenças.  

A dengue é uma doença viral infecciosa amplamente disseminada no mundo. Ela está 

incluída no grupo das 17 enfermidades negligenciadas segundo a WHO (World Health 

Organization - Organização Mundial da Saúde) (31). A dengue é considerada atualmente 

como a mais importante doença viral transmitida por mosquitos. A incidência é de mais de 50 

milhões de infecções anuais que ocorrem em 100 países onde é endêmica (32). Além disso, 

mais de 2,5 bilhões de pessoas que vivem nas áreas de risco podem contrair o vírus da doença. 

Sendo ainda que a ocorrência mundial de casos cresceu 30 vezes nos últimos 50 anos (32).  

Existem quatro sorotipos do vírus que estão distribuídos nas regiões tropicais e 

subtropicais do mundo. Em contraste com as outras enfermidades negligenciadas a dengue é 

predominante nas cidades. E uma vez que as estatísticas mundiais apontam para o aumento da 

população urbana (33), a dengue ainda continuará sendo uma enfermidade preocupante nas 

próximas décadas.  

Atualmente não existe um método único para o diagnóstico de dengue. Os métodos 

mais confiáveis fornecem resultados definitivos, porém o resultado é demorado e muitas 

vezes de custo inacessível à população das regiões de incidência. Por outro lado, os testes 

rápidos mais utilizados, não oferecem o diagnóstico conclusivo da doença (34).  
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O tratamento clínico da dengue quando ministrado no início dos sintomas evita a 

ocorrência dos casos severos que levam ao óbito. A Organização Mundial da Saúde salienta a 

urgência na criação de métodos mais eficientes para a detecção do vírus da dengue (32). De 

fato, o diagnóstico precoce é a chave para reduzir a zero os casos de morte pela doença. 

O quadro atual da enfermidade é alarmante e, além disso, o sucesso na obtenção de 

vacinas tetravalentes ainda é incerto como noticiado recentemente (35,36). Então as 

esperanças de muitos indivíduos acometidos por essa enfermidade estão depositadas no 

surgimento de novos métodos para o diagnóstico da doença. 

Os biossensores são uma alternativa promissora para atender as necessidades atuais do 

diagnóstico da dengue. Em especial, os biossensores eletroquímicos são os mais versáteis para 

o diagnóstico de doenças virais (37). Eles possuem rápido tempo de resposta e funcionamento 

simples. Um elemento essencial do biossensor é a membrana transdutora responsável pela 

interface entre as moléculas biológicas e os sistemas eletrônicos de processamento. 

Esta dissertação de mestrado tem como objetivo desenvolver membranas transdutoras 

para aplicação em biossensores eletroquímicos aplicados ao diagnóstico da dengue. A 

pesquisa desses biossensores foi focada na síntese de membranas de copolímeros com a 

topologia escova (PBs) para aplicação em biossensores para detecção de imunoglobulina IgG.  

Os PBs, ainda pouco explorados nas aplicações de biossensores, são estruturas 

macromoleculares promissoras para imobilização e reconhecimento de biomoléculas (25). 

Contudo, atualmente, os métodos de síntese de PBs utilizam reações químicas. Então, com o 

intuito de explorar uma rota alternativa de síntese para os PBs foi utilizado neste estudo o 

método de síntese por radiação ionizante por raios gama de uma fonte de cobalto 60 (
60

Co).  

O método de polimerização por radiação ionizante (grafting radiation), muito 

utilizado em copolímeros de enxerto, apresenta vantagens sobre a metodologia convencional 

de síntese de polímeros devido à formação de radicais livres e a operação em temperatura 

ambiente. A síntese por radiação ionizante tem alta eficiência de polimerização sem necessitar 

de adição e posterior remoção de catalisadores (38). 

Os filmes de polietileno de baixa densidade (PE) foram usados como substrato da 

enxertia. O monômero enxertado foi o metacrilato de 2-hidroxietila (HEMA) e o solvente 

utilizado nas soluções foi o etanol (EtOH). Na rota de síntese enxerta-se o monômero HEMA 

sobre os filmes de PE por irradiação simultânea. 

Os componentes da síntese são acondicionados em ampolas de vidro e expostos à 

irradiação, com dose de 40 kGy (1 Gray ≈ 1 Joule/kg) a uma taxa de 6 kGy/hora (39).  
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Esta dissertação focaliza no desenvolvimento de uma membrana transdutora com a 

topologia escova para aplicação em biossensores.  Para atingir o objetivo foram utilizados o 

melhores resultados da metodologia e dos parâmetros de irradiação empregados na síntese das 

membranas de copolímero PE-e-HEMA, estudados anteriormente pelo grupo de Polímeros 

Bioativos e Biomiméticos.  

Grande parte do estudo foi dedicada a uma revisão minuciosa da literatura. Esta 

revisão inclui a maioria das publicações sobre os PBs que possuam ligação com sistemas de 

sensoriamento ou interação com o meio biológico. Muitos aspectos teóricos sobre o tema, não 

abordados neste texto, poderão ser encontrados nas referências da dissertação. 

A redação e apresentação gráfica desta dissertação de mestrado seguem as Normas 

para Apresentação de Dissertações e Teses estabelecidas pela Pró-Reitoria de Pesquisa e Pós-

Graduação (PRPPG) da UNIFEI, na versão de julho de 2012.  

A dissertação está dividida em seis capítulos.  A temática do estudo é introduzida no 

Capítulo 1, salientando o potencial de utilização dos polímeros escova (PBs) em membranas 

transdutoras para o diagnóstico de doenças como a dengue. O Capítulo 2 faz uma revisão da 

literatura sobre os PBs, descreve os aspectos da manifestação da dengue e apresenta o método 

de síntese por radiação ionizante. No Capítulo 3 são expostos os objetivos gerais e 

específicos da dissertação. O Capítulo 4 é dedicado a descrever a metodologia empregada na 

síntese e caracterização das membranas de polímeros escova por radiação de raios gama. O 

Capítulo 5 apresenta os resultados obtidos na caracterização das estruturas de PBs, medidas 

elétricas e ensaios com imunoglobulina IgG. Finalmente no Capítulo 6 são discutidas as 

principais conclusões decorrentes da pesquisa e desenvolvimento das membranas de enxerto 

de PE-e-HEMA com topologia escova. Além do que, são apresentadas as perspectivas para o 

desenvolvimento das membranas sensíveis de PE-e-HEMA conjugada com dispositivos 

biossensores.  
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CAPÍTULO 2  —  REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1. POLÍMEROS COM TOPOLOGIA ESCOVA 

Os polímeros com topologia tipo escova (Polymer Brushes – PBs) são caracterizados 

por um conjunto de cadeias poliméricas ligadas a uma superfície ou interface (5). Devido às 

forças de interação intermoleculares o agrupamento das cadeias tende a se esticar na direção 

normal à superfície onde estão fixadas. Além disso, estiramento ocorre nas condições de 

equilíbrio térmico e químico do polímero.  

O estiramento e organização das cadeias na direção normal onde estão enxertadas 

diferenciam os PBs dos polímeros tradicionais que possuem uma conformação aleatória das 

cadeias (6). A formação das cadeias alongadas nos PBs afeta muitos aspectos do 

comportamento do polímero e resulta na formação de novas propriedades para essas 

estruturas. Uma delas é a mudança da morfologia da superfície com o solvente presente no 

meio de contato. A Figura 2.1 ilustra uma conformação típica do PBs em diferentes tipos de 

solventes. 

Figura 2.1: Representação de um polímero com arquitetura molecular tipo escova (Polymer Brushes — PBs). 

                  Em (a) é representada a arquitetura tipo escova  em seu solvente ideal. Dependendo da constante 

          dielétrica do meio o material apresenta morfologia com estrutura externa hidrofóbica (b) ou  

      hidrofílica (c). A cor azul (linhas grossas) indica as regiões de alta densidade eletrônica e  

a vermelha (linhas finas) as regiões de baixa densidade.  

Dentre os exemplos de novas propriedades exibidas pelos PBs estão a localização 

interfacial de grupos terminais (40), o controle de floculação (41), de segregação de fase e 

resposta a estímulos externos (42), manipulação da molhabilidade (8–13) e controle de adesão 

de moléculas, proteínas e células nas superfícies dos materiais (43,44).  

(

c) 

(

a) 

(

b) 

1

0 nm 

10 nm 

(a) (b) (c) 
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Atualmente, as aplicações de PBs têm atraído áreas como química, física, ciência das 

superfícies, ciência de materiais, nanotecnologia, engenharia biomédica e biologia (25). As 

pesquisas em polímeros escova têm sido muito ativas nos últimos 20 anos (45,46).  Esses 

polímeros têm exibido excelente robustez mecânica e estabilidade química.  Ao se olhar o 

desenvolvimento dos PBs no início do século XXI, fica claro que eles também integram a 

classe de materiais em nanoescala (1). 

Os polímeros escova atraíram atenção pela primeira vez na década de 1950, quando 

foi descoberto que moléculas poliméricas enxertadas eram efetivas para prevenir floculação 

em partículas coloidais (22,23,47,48). Os primeiros tratamentos quantitativos para os PBs 

foram reportados por Gennes (24).  Todos esses estudos introduziram a abordagem teórica dos 

PBs.  

Na década de 1990 alguns grupos de pesquisa (49) apresentaram estudos de PBs que 

ajudaram a reconhecer a diferença entre essas estruturas e as estruturas dos polímeros 

tradicionais. A partir de então os PBs começaram a ser usados em aplicações como materiais 

adesivos (50), superfícies que alteram a hidrofilicidade com a temperatura (51), lubrificantes 

(52) e polímeros surfactantes (49). 

Uma das vantagens dos PBs é que as superfícies podem ser sintetizadas conforme a 

aplicação.  Por exemplo, diferentes concentrações de monômero podem ser enxertadas, 

produzindo superfícies com variação de porosidade e espaçamento de cadeias (25). 

Entretanto, pergunta-se qual a sua relevância nas aplicações tecnológicas. Eles serão 

mesmo necessários em contraste com os materiais existentes? Uma maneira de responder essa 

questão é verificar se a modificação da superfície por PBs trazem um ganho para o 

desempenho sobre outros materiais existentes como filmes finos e superfícies auto 

organizadas em escala nanométrica (25). 

2.1.1. Arquiteturas de polímeros escova e métodos de síntese 

A interface de ligação das cadeias poliméricas em um PB pode ocorrer entre dois 

polímeros sólidos, entre dois líquidos, entre um líquido e o ar, ou ainda entre soluções 

fundidas de homopolímeros (5). Entretanto, este texto de dissertação irá focalizar no estudo de 

polímeros escova em substrato de superfícies sólidas.  

Em termos da composição química os PBs ligados em substrato sólido podem ser 

divididos em homopolímeros, homopolímeros mistos, copolímeros aleatórios e copolímeros 

em bloco. Esses tipos de PBs estão ilustrados na Figura 2.2. 
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Figura 2.2: Tipos de PBs: (a) homopolímero , (b) homopolímero misto , (c) copolímeros aleatórios e 

(d) copolímeros em bloco. Adaptado da fonte: (5). 

Os polímeros escova podem ser preparados em substrato sólido por adsorção física ou 

por adsorção química, também chamada ligação covalente de cadeias (5).  

Os primeiros estudos com PBs focalizaram em sistemas formados por adsorção física, 

isto é, a seletiva adsorção de um bloco ou de duplo bloco polimérico em uma superfície (53–

55). A superfície e o solvente eram escolhidos de forma a maximizar a adsorção do enxerto, 

pela ação de interação entre o bloco, o solvente e a superfície.  Embora o método seja simples 

na formação de polímeros de enxerto, a adsorção física é instável e a ligação pode ser desfeita 

pela ação de solventes ou variação de temperatura. 

A ligação covalente (adsorção química) das cadeias poliméricas no substrato passou a 

atrair a atenção devido a sua estabilidade.  A preparação de PBs por ligação covalente pode 

ser obtida por duas técnicas de enxertia: a enxertia indireta (Grafting To) (56) e enxertia direta 

no substrato (Grafting From) (5). As ligações covalentes entre o substrato e as cadeias 

poliméricas proporcionam PBs resistentes às condições químicas comuns do meio ambiente. 

 A enxertia indireta (Grafting To) requer a amarração de cadeias poliméricas pré-

formadas na superfície de um substrato. A imobilização do iniciador no substrato pode ser 

obtida pelo seu tratamento com plasma ou radiação luminosa. A técnica indireta emprega 

polímeros pré-formados com grupos terminais reativos, capazes de ligar a cadeia polimérica 

(a) 

(d) (c) 

(b) 
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ao substrato. Os grupos funcionais reativos incluem tiois, silanos, amino e carboxílico (1). A 

Figura 2.3 ilustra os dois tipos de formação de PBs por ligação covalente das cadeias.  

 

Figura 2.3: Tipos de formação de PBs: (a) Adsorção física, (b) Adsorção química indireta (Grafting to),  

(c) Adsorção química direta (Grafting from). Adaptado da fonte: (5). 

Na segunda técnica, a enxertia é local (Grafting From) e utiliza iniciadores no 

substrato e a subsequente polimerização in situ de um monômero para gerar o PB.  Ela 

permite a obtenção de membranas poliméricas com alta densidade de enxertia. Na abordagem 

direta as cadeias são simplesmente sintetizadas no substrato previamente modificado por 

iniciadores.  A polimerização ocorre diretamente no substrato.  Este método versátil permite o 

controle da formação e pode ser viabilizado por técnicas de polimerização como radiação 

ionizante ou iniciadores químicos (1). 

Outro aspecto positivo das abordagens de enxertia é que os filmes de PBs gerados são 

compatíveis com uma larga variedade de substratos e nanomateriais (1).  Esses substratos 

compreendem uma grande variedade de polímeros orgânicos como a celulose (57), 

poli(estireno) (58), poli(cloreto de vinila) (59), poli(metacrilato) (60).  Também substratos 

inorgânicos podem ser usados, destacando o Al2O3 (61), Fe3O4 (62), ZnO (63), CdSe (64), 

(c) 
M 

M 
M 

M 

(a) 

(b) 
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GaAs (65), mica (66), diamante (67), nanotubos de carbono (68,69) entre outros (1). As 

ligações covalentes entre o substrato e as cadeias poliméricas proporcionam PBs resistentes às 

condições químicas comuns do meio ambiente. 

2.1.2. Estrutura e parâmetros teóricos dos polímeros escova 

A estrutura de uma superfície polimérica pode ser avaliada pela distância média (D) 

entre as cadeias enxertadas. A distância (D) é medida entre as faces externas de duas cadeias 

vizinhas. Para pequenas distâncias entre as cadeias as forças de interação atuam de modo a 

forçar as cadeias a uma posição normal à superfície, como ilustrado na Figura 2.4.   

Figura 2.4: Distância média entre cadeias (D) na formação de PBs.  Altura da cadeia (h). O pequeno 

distanciamento favorece a organização intercadeias na direção normal à superfície enxertada.    

Caso contrário, se o parâmetro D é maior do que a distância de alcance das forças 

intermoleculares as cadeias irão sobrepor-se formando um emaranhado aleatório.  Desta 

forma, o que diferencia a formação do PBs dos polímeros comuns é a proximidade suficiente 

para que as cadeias permaneçam estiradas na direção normal à superfície (6). 

Comumente é usado na literatura (6) o parâmetro de densidade de ligação (Σ) para a 

caracterização quantitativa da transição entre os regimes dos polímeros comuns e dos PBs. A 

densidade de ligação (Σ) representa o número de cadeias que ocupam uma área nas condições 

de equilíbrio do polímero, ou seja, solvente ideal e temperatura ambiente. Este parâmetro é 

adimensional. A Equação (2.1) expressa a relação para a densidade das cadeias (Σ) (6). 

 

        
                   (2.1) 

 

h 

D 
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Sendo   a densidade de enxertia, Rg o raio de giração da cadeia, na condição de 

equilíbrio do polímero: solvente ideal e temperatura ambiente. O raio de giração corresponde 

à distância na qual deve ser concentrada toda a massa da cadeia que resulte no mesmo 

momento de inércia de todo o corpo da cadeia. Considerando a cadeia do polímero 

equivalente a um cilindro, o raio de giração em torno do seu eixo principal pode ser estimado 

como expresso na Equação (2.2). 

 

  
  

 

 
  

    

  
  

  

 
         (2.2) 

 

Sendo   o momento de inércia do cilindro em torno do seu eixo,   a massa do cilindro 

e   o seu raio. A densidade de enxertia, em unidades de cadeias por m
2
, é determinada pela 

Equação (2.3). 

 

  
      

  
              (2.3) 

 

Sendo h a altura da cadeia, ρ a densidade da cadeia polimérica, Na o número de 

Avogadro e Mn a massa molecular do polímero.  Entretanto a densidade de enxertia pode ser 

determinada, na maior parte dos casos (6), pela Equação (2.4). 

 

   
 

  
           (2.4) 

 

O que resulta na expressão para o cálculo da densidade de ligação dada por (2.5). 

 

  
    

   
                (2.5) 
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Então o parâmetro Σ pode ser usado para avaliar as características de copolímero de 

enxerto quanto à sua topologia.  Entretanto, para o cálculo exato, a expressão (2.4) exige as 

dimensões relativas às cadeias enxertadas, como a distância média (D) e seu raio (r). 

A definição teórica estabelece três regimes de formação das cadeias: Σ < 1 regime de 

fraca interação, Σ = 1 intermediário e Σ > 1 regime de alto alongamento.  Entretanto, nos 

sistemas reais a transição entre um simples polímero de enxerto e um polímero escova é 

menos nítida devido às características estatísticas e a dispersão das ligações das cadeias (70). 

A Figura 2.5 ilustra a conformação dos regimes dos polímeros de enxerto. 

Figura 2.5: Conformações dos regimes dos polímeros de enxerto. Para Σ < 1 a superfície 

                   enxertada se distribui emaranhada e aleatória, caracterizando um polímero de  

                  enxerto tradicional. Σ = 1 é uma região de transição e para Σ > 1 um PB.    

Por outro lado, em PBs reais o regime das cadeias corresponde a valores típicos de Σ > 

5.  Contudo, este valor varia de sistema para sistema. Por exemplo, Kent (54) relatou Σ > 12 

em camadas de poli(dimetilsicosano)-b-PS na técnica Langmuir-Blodgett para o regime de 

maior alongamento. Outro estudo de Cheng e colaboradores (6) em poliestireno escova 

enxertado com poli(L-ácido lático) revelou o início do regime escova para Σ = 3,7 e a 

formação de alto alongamento para Σ = 14. 

Genzer e colaboradores realizaram um estudo experimental rigoroso (71) da relação 

entre a densidade de enxertia e os regimes de conformação das cadeias.  A dependência da 

espessura do filme e a densidade do iniciador foi estudado em polímeros de poliacrilamida 

covalentemente ligados.  O limite de mudança do regime de fraca interação e o de polímeros 

escova foi de Σ = 6, o que corresponde a σ = 0,065 cadeias/nm
2
 consistente com os estudos 

Σ < 1 

Σ = 1 Polímeros de enxerto 

Σ > 1 

 PB 
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teóricos (54). Long e colaboradores (72) reportaram a medida do raio de giração (Rg = 2.3 

nm) em polímero precursor em poliestireno e estabeleceram com autoridade o regime das 

cadeias no PB em Σ = 10. 

Um valor médio entre os limites dos regimes pode ser definido como sendo: Σ < 1 de 

Fraca interação, 1 < Σ < 5 de transição e Σ > 5 polímero escova (6). 

Embora seja encontrado na literatura o uso do termo polímero escova (Polymer brush 

- PBs) como sinônimo de polímeros de enxerto (Grafted Polymer), somente é possível 

determinar o regime escova pela definição teórica com o conhecimento da densidade de 

ligação (Σ). O cálculo de Σ é simples, entretanto, os valores numéricos dos parâmetros 

somente podem ser obtidos por técnicas avançadas de caracterização estrutural. Na prática 

pouquíssimos estudos presentes na literatura calculam o parâmetro de densidade de ligação, 

sendo a avaliação feita por outras características como auto-organização das cadeias, mudança 

de regime em diferentes solventes.   

2.1.3. Caracterização de polímeros escova 

As técnicas de caracterização mencionadas nesta seção foram levantadas com base em 

nas referências bibliográficas citadas nesta dissertação. As técnicas mais comuns para 

caracterização dos PBs são a análise do ângulo de contato, a microscopia de força atômica 

(Atomic force microscopy – AFM), a microscopia eletrônica de varredura (MEV), a 

microanálise eletrônica por raios X (Scanning energy dispersive X-ray analysis - SEDX) e 

espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier com refletância total atenuada 

(Fourier transform infrared spectroscopy attenuated total reflectance - ATR FTIR).  

A microscopia de força atômica (AFM) tem sido usada para visualizar a morfologia da 

superfície de filmes finos de polímeros escova, principalmente naqueles que apresentam 

dimensões em pequena escala (10 – 100nm). A AFM é uma técnica ideal para investigação 

dessas estruturas poliméricas macromoleculares. Em filmes finos de PBs de dimensões 

mesoscópicas o MEV é também usado para investigação da morfologia da superfície. 

Outras técnicas mais sofisticadas de análise de superfície são utilizadas em alguns 

estudos, principalmente naqueles que determinam os parâmetros de ligação das cadeias (D e 

r). Entre elas pode-se citar: a espectroscopia foto-eletrônica de raios X (X-ray photoelectron 

spectroscopy – XPS), a absorção de raios X em baixo ângulo (Near-Edge X-ray Absorption 

Fine Structure – NEXAFS) e a espectrometria de massa de íons secundários (Secondary Ion 

Mass Spectrometry – SIMS). 
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As técnicas SEDX e XPS são utilizadas para determinar a composição química da 

superfície dos polímeros escova. A técnica NEXAFS fornece a análise quantitativa na 

dimensão da escala mesoscópica.  A SIMS é uma técnica que detecta os íons secundários 

emitidos por uma amostra após serem bombardeados por partículas de alta energia.  A técnica 

SIMS é capaz de identificar a funcionalização química do substrato e a cobertura pelo 

polímero escova. 

2.1.4. Aplicações de polímeros escova 

Os polímeros escova (PBs) têm sido estudados em um grande número de aplicações. 

Dentre elas podem ser enumeradas aplicações em sistemas coloidais (73,74), na manipulação 

de superfícies de estímulo e resposta (7,75–77), na combinação de materiais porosos de 

estímulo e resposta (78,79), na catálise e biocatálise em microrreatores (78–80), conjugando 

nanopartículas de PBs esféricas para transdução óptica e catálise (81,82), em eletrodos 

quimicamente modificados (83,84), como nanomembranas coloidais modificadas (85), em 

eletrólitos de polímero no estado sólido (86), como membranas condutoras de prótons (87), na 

integração com mecanismos de transdução (88,89), em filmes finos poliméricos com resposta 

mecano-crômicas (90,91). 

Entretanto, nesta dissertação de mestrado a revisão das aplicações de PBs será 

focalizada nos estudos com maior afinidade com o desenvolvimento de biossensores.  

2.1.4.1. Controle de adesão de células em biomateriais implantáveis 

Os PBs ganharam espaço nas aplicações que promovem o aumento da vida útil dos 

biomateriais poliméricos implantáveis (14–17). A sua característica fundamental é a 

biocompatibilidade (92), ou seja, a qualidade de não reatividade quando em contato com o 

meio biológico. 

Apesar do imenso benefício do uso de biomateriais poliméricos, uma significante 

porcentagem deles é colonizada por bactérias e se tornam foco de infecção nos organismos.  A 

formação de biofilmes é a causa da colonização e a consequente infecção.  A formação de um 

biofilme segue uma sequência de eventos que envolve a deposição, adesão e aderência de 

microrganismo na matriz do biomaterial polimérico (92). 

A formação de biofilme causa grave problema funcional aos biomateriais.  Sendo a 

única solução a sua substituição no organismo. Recentemente os PBs têm sido usados com 
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sucesso na confecção dos dispositivos implantáveis (93–98). A superfície desses biomateriais 

funcionalizada com PBs diminui a taxa de adesão de biomoléculas e prolonga a sua vida útil. 

Por outro lado, devido à característica moldável das estruturas do tipo escova, os PBs 

podem ser usados para promover a adesão de proteínas (99) em aplicações que incluem o 

diagnóstico e a cultura de células. 

2.1.4.2. Elementos de nanofluidos biomiméticos 

Outro campo que tem atraído um grande número de cientistas para as aplicações dos 

PBs é a criação de dispositivos que mimetizam a funcionalidade dos sistemas biológicos. 

Dispositivos, inspirados nos sistemas biológicos, com nanoporos e nanocanais são de 

particular interesse por causa das suas potenciais aplicações em biologia sintética, 

manipulação molecular, eletrônica de nanofluidos e biossensores. 

A purificação de proteína pela técnica nitrilotriacetato (NTA) tem sido adaptada para 

membranas de PBs com poli(HEMA) a fim de criar substratos com alta afinidade (100).  As 

membranas cobertas com PBs têm atraído a atenção para aplicações como canais iônicos que 

mimetizam os canais biológicos (101). 

O desenvolvimento de superfícies porosas com unidades macromoleculares ativas 

fornece a modulação de suas propriedades físico-químicas, permitindo o controle do 

transporte de íons através dos poros.  Azzaroni colaboradores desenvolveram um elemento 

nanofluido poroso com resposta ao pH do meio (102,103).  As características dos nanoporos 

emergem devido à sinergia das forças entrópicas de transporte causadas pela assimetria do 

canal e os efeitos eletrostáticos devido às cargas nas paredes dos poros.  De maneira similar, 

com propriedade de retificação em resposta ao pH um dispositivo similar foi desenvolvido 

pelo mesmo grupo (104). 

A aplicação de PBs como porta química foi estudada inicialmente pelo grupo de Ito 

(105,106).  Os PBs covalentemente ligados a membranas porosas foram usados como sensor 

de pH, foto-sensor e sensor de oxidoredução . Esta aplicação para os PBs ainda se mostra 

promissora e apresenta muitas possibilidades de desenvolvimentos. 

O Jiang colaboradores desenvolveram um novo conceito para criar nanodispositivos 

com propriedades de retificação de pH através da modificação assimétrica de nanocanais 

simples (107). Esses nanocanais podem ser chaveados do estado ligado para o estado fechado 

com resposta a uma mudança de pH. O transporte de íons também pode ser ativado por 
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mudança na temperatura que provoca a mudança conformacional dos canais, abrindo e 

fechando os poros (108). 

O mesmo grupo de Jiang aperfeiçoou o conceito de chaveamento de nanocanais 

através da enxertia de terminações de tiol em (poli-N-isopropilacrilamida – PNIPAAm) (109) 

escova em nanocanal cobertos de ouro.  O chaveamento neste caso é controlado tanto pelo pH 

quanto pela temperatura. Acima de 40ºC o nanoporo apresenta estado de alta condutividade.  

Independentemente, as propriedades de retificador são controladas pela variação de pH. 

2.1.4.3.  Sistemas bioeletrônicos híbridos PBs-enzimas 

A bioeletrônica tem caminhado para uma pesquisa interdisciplinar que aponta para a 

integração de biomoléculas e elementos eletrônicos de sistemas funcionais (26). A descoberta 

de novas estratégias para manipular a comunicação elétrica entre reações de óxido-redução de 

enzimas e eletrodos é o cerne apara o desenvolvimento de uma variedade de dispositivos 

bioeletrônicos. Em essência a criação de estruturas híbridas auto-organizadas em superfícies 

2D e 3D representam a chave para a obtenção de sistemas de estímulo-resposta eficientes. 

Minko e colaboradores (110) desenvolveram um interessante conceito de porta lógica 

enzimática utilizando os PBs.  Esta primeira ideia aponta para uma biocomputação baseada 

em sistemas que integram enzimas e materiais que respondem a estímulos, e com potencial 

para aplicação direta em biossensores. Esta plataforma foi constituída de poli (4-vinil piridina 

– P4VP) escova funcionalizada com enzimas como glicose oxidase, esterase e uréase.  O 

mesmo grupo usou a P4VP para oxidação eletrocatalítica de nicotinamida adenina 

dinucleotídeo (NADH). 

A integração de enzimas oxido-redutoras em polímeros escova eletroativos foi 

recentemente estudada por Neoh e colaboradores (27).  Foi desenvolvido um biossensor 

amperométrico preparado por polimerização radicalar (Surface initiated atom – transfer 

radical polimerization – SI-ATRP) com substrato de ITO (óxido de índio dopado com 

estanho, indium tin-doped oxide).  O copolímero escova foi constituído de metacrilato 

ferrocenilmetila (FMMA) e metacrilato glicidila (GMA).  A enzima glicose oxidase (GOx) foi 

imobilizada no substrato  de ITO modificado por reação entre os grupos epoxídeos do GMA e 

os grupos Amina da GOx.  Os resultados revelaram a sensibilidade dos eletrodos 

ITO/P(FMMA) – b – P (GMA – GOx) de 10,9 µA/ mM cm
2
. 
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2.1.4.4.  Interfaces entre nanopartículas e polímeros escova 

A síntese de filmes finos poliméricos com nanopartículas confinadas é um tópico 

central na ciência e tecnologia dos materiais.  O maior interesse desses novos nanomateriais é 

no campo da óptica e de sensores (111).  Os PBs conjugados com nanopartículas em filmes 

finos proporcionam propriedades únicas para essas duas classes de materiais. 

Os PBs facilitam a organização e a imobilização de nanopartículas metálicas e 

transformam sua resposta óptica e eletrônica pelo meio dielétrico (1). Dentro desse campo 

alguns estudos integrando PBs e nanopartículas em dispositivos sensores foi reportado pela 

literatura e serão comentados nos parágrafos seguintes. 

 O grupo de Minko (29) apresentou nanosensores baseados em nanopartículas de ouro 

que melhoram a resposta do sistema de espectroscopia de ressonância de plasmon (SRP).  O 

poli(2-vinilpiridina) P2VP polímero escova foi usado como unidade funcional à resposta de 

pH.  Tokarev e colaboradores (28) explorou a combinação de poli (metacrilato de N, N’ – 

demetilaminoetila) escova em superfície de ressonância de plasmon com nanopartículas 

metálicas para facilitar a transdução da variação de pH em sinais ópticos.  O grupo de 

Miyashita (112) descreveu a fabricação de nanodispositivo combinando pNIPAN [Poli(N-

isopropilacrilamida)] escova e nanopartículas de ouro organizadas seletivamente para 

detecção óptica em nanoescala em SRP. 

Um conceito similar foi utilizado por Gupta colaboradores com PINIPAAm (poli-N-

isopropilacrilamida)-ouro em superfícies macroscópicas (113). O grupo de Ionov enxertou 

PBs de P2VP [poli(2-vinilpiridina)]  que responde a solvente e imobilizou nanocristais de 

CdSe na parte superior da camada polimérica (30). Nesse dispositivo a intensidade 

fluorescente dos pontos quânticos (QDs) foi fortemente dependente do meio solvente o qual 

influenciou a espessura da camada e a distância dos pontos à superfície. 

Os pontos quânticos também podem ser imobilizados nos PBs através de ligação 

covalente em superfícies utilizando poli(ácido acrílico) escova (114).  Esta abordagem 

possibilita a ligação irreversível e distribuição homogênea no substrato. 

Usando a espectroscopia de impedância eletroquímica Zhou e colaboradores (115) 

mostraram que o [cloridrato de poli(1-etil-3-(2-metacrilato de etila) imidazolina – PEMEIm–

Cl] escova com nanopartículas localizadas de Pd exibiram alta atividade eletrocatalítica para 

redução de oxigênio, não observada em nanopartículas livres. Em adição, os pesquisadores 

observaram que a atividade catalítica do nanocompósito escova é dependente da espessura do 

filme. 
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Stamm e colaboradores (116) desenvolveram uma membrana sensível ativa usando 

nanopartículas de Ag incorporadas em poli[metacrilato de 2-dimetilamina etila–PDMAEMA) 

escova.  O nanocompósito foi obtido pela incubação na superfície do polímero escova com 

uma solução de AgNO3, seguida pela redução coordenada de íons Ag
+
 em solução aquosa de 

NaBH4. A região in situ de íons coordenados com polieletrólitos do tipo escova é uma 

estratégia comprovada com sucesso na imobilização de nanopartículas (NTs) dentro do PBs. 

Recentemente, Huck e colaboradores dedicaram esforços para controlar NTs em PBs 

(117).  Esses autores exploraram o uso de PBs para a organização direta da nanopartículas em 

superfícies. Azzaroni colaboradores (118) observaram que as nanopartículas metálicas são 

completamente confinadas dentro das camadas do filme fino polimérico. 

Os estudos mencionados nesta revisão bibliográfica têm demonstrado que PBs servem 

como versáteis plataformas para aplicação na forma de filmes finos híbridos em dimensões 

nanométricas.  A mudança fundamental causada pelo uso de PBs é que as nanopartículas 

podem ser organizadas diretamente no meio polimérico.  Elas podem ser organizadas em 

regiões particulares do PBs devido à afinidade com meio químico (119). 

2.1.4.5. Filmes finos de PBs em dispositivos sensores 

Filmes finos de polímeros escova têm sido usados para aumentar o desempenho de 

sensores (18). Entre os exemplos estão os sensores de umidade (19) e os fotosensores 

complexados com íons (20). 

Os PBs atuando como filmes ultrafinos têm sido usados para modificar superfícies e 

poros de membranas (120). Substratos orgânicos como polipropileno (PP) (121), 

polissulfonato (122), nylon (123,124), poli(tereftalato de etileno - PET) (125) e policarbonato 

(126) com polímeros de topologia escova têm suas propriedades químicas de superfície 

modificadas. Essas membranas de PBs são promissoras para as aplicações biotecnológicas. 

Os polímeros escova (PBs) possuem uma vasta gama de aplicações. A grande interface 

com a biomedicina é caracterizada pela sua funcionalidade pode proporcionar superfícies que 

mimetizem o meio biológico. Embora os PBs possuam todas as potencialidades e mecanismos 

de estímulo e resposta comprovados a literatura ainda não reporta estudos dessas estruturas 

poliméricas em biossensores aplicados ao diagnóstico de doenças.  

Por outro lado o poli(metacrilato de 2-hidroxietila – PHEMA) tem sido usado em 

biossensores amperométricos para detecção de glicose (127).  Recentemente, Ishihara e 

colaboradores (128) apresentaram um biossensor enzimático utilizando o copolímero de 
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vinilferroceno e PHEMA (VFe-co-PHEMA). A enzima glicose oxidase (GOx) foi imobilizada 

na matriz desse copolímero. A resposta de corrente foi detectável com eficiência nas 

concentrações de hipoglicemia, hiperglicemia e níveis normais de glicose em soro (1,3 a 22 

mM).  

Em outro estudo (129) apresentado por Jusoh o PHEMA foi usado com o propósito de 

melhorar o desempenho do biossensor de glicose. O uso do PHEMA possibilitou maior 

linearidade de resposta devido a sua característica hidrofílica.   

O uso de PBs em biossensores para o diagnóstico é plenamente viável como 

demonstram estudos realizados em outras áreas. Além disso, o PHEMA com hidrofilicidade 

elevada e a presença de grupos hidroxila na cadeia apresenta boa compatibilidade para 

imobilização de biomoléculas. Desta forma a aplicação de PBs de PHEMA em dispositivos de 

biossensores se mostra promissora e com amplo campo para o desenvolvimento. 

2.2. DENGUE: UMA DAS 17 DOENÇAS NEGLIGENCIADAS 

As doenças negligenciadas (Neglected tropical diseases – NTDs) afetam mais de 1 

bilhão de pessoas em todo mundo. Essas enfermidades se propagam nas condições de pobreza 

e desorganização. Elas afetam os indivíduos politicamente marginalizados que vivem em 

áreas rurais remotas ou na periferia de grandes centros urbanos.  

As NTDs têm um grande impacto na vida dos indivíduos, famílias e comunidades dos 

países em desenvolvimento, constituindo um sério obstáculo ao desenvolvimento 

socioeconômico. Muitas delas causam sequelas irreversíveis que limitam a vida produtiva e 

afetam especialmente mulheres e crianças (130). 

A WHO lista 17 enfermidades como doenças negligenciadas (130): Dengue, Raiva, 

Tracoma, Úlcera de Bauru, Treponematose, Hanseníase, Doença de Chagas, Tripanossomíase 

humana africana (doença do sono), Leishmaniose, Cisticercose, Dracunculose, Equinococose, 

Trematodiose, Filariose linfática (elefantíase), Oncocercose (cegueira dos rios), 

Esquistossomose e Helmintíase de solo. Em 149 países elas são endêmicas (restritas a uma 

região).  

Atualmente, em escala global, a Organização Mundial de Saúde (World Health 

Organization – WHO) prioriza a intervenção em três doenças negligenciadas: Dengue, 

Dracunculose e Raiva (32). Esse informe de 2012 revela ainda que as ações contra as doenças 

negligenciadas têm sido concentradas no controle de vetores e na distribuição de 
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medicamentos. A WHO salienta a necessidade de uma estratégia de pesquisa para o 

desenvolvimento de novos métodos de diagnóstico acessíveis a todos os indivíduos que deles 

necessitem.   

As pesquisas para obtenção de novos métodos de diagnóstico até o momento não 

conseguiram atender a demanda requerida para essas doenças. A atuação de pesquisadores no 

desenvolvimento de novas técnicas de diagnóstico é de grande relevância para a população 

acometida por essas enfermidades. Finalmente, segundo a WHO, a dengue é a doença 

negligenciada que mais causa impacto na população das Américas (32). 

2.2.1. Características de manifestação da dengue 

A dengue é uma enfermidade infecciosa causada pelo vírus de dengue (DENV). Ela é 

transmitida pela picada do mosquito da espécie Aedes infectado por um dos quatro sorotipos 

virais existentes. É uma doença infecciosa de manifestação clínica dinâmica. Atualmente a 

WHO classifica a dengue como uma doença única que inclui a dengue clássica e a febre 

hemorrágica de dengue (FHD) (32). 

A enfermidade afeta habitantes de zonas tropicais e subtropicais do mundo. 

Atualmente, 2,5 bilhões de pessoas vivem em mais de 100 países onde o vírus da dengue pode 

ser transmitido. Mais de 50 milhões de infecções ocorrem anualmente no mundo com um 

total de 15 a 20 mil mortes. Hoje a dengue é considerada pela WHO como a mais importante 

doença viral transmitida por mosquito. Nos últimos 50 anos a incidência cresceu 30 vezes 

(32). O mapa da Figura 2.6 ilustra os países onde a dengue apresenta risco de transmissão. 

Nas Américas a dengue continua sendo um problema de saúde pública, apesar dos 

esforços dos países membros no sentido de minimizar o impacto das epidemias. Os padrões 

climáticos da região são favoráveis à proliferação do mosquito Aedes aegypti, principal vetor 

da enfermidade no continente. No Brasil o número de casos relatados pelo Ministério da 

Saúde em 2011 foi de 764.032, em todo território nacional (131) correspondendo a 76 % de 

todos os casos registrados nas Américas. 
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Figura 2.6: Mapa das áreas de risco de transmissão do vírus de dengue. O mapa é baseado em dados  

                   da WHO combinado com centros de vigilância integrada, Gideon online, ProMED, DengueMap, 

Euroserveillance e publicações da literatura. Fonte: (132). 

O vírus dengue (DENV) pertence ao gênero Flavivirus da família Flaviviridae. O 

vírus é esférico e possui o genoma na forma de fita simples de RNA. Uma capa protetora com 

aproximadamente 40 a 50 nm de diâmetro envolve o núcleo. Sua composição protéica 

consiste de três proteínas estruturais e sete proteínas não estruturais (133). Existem atualmente 

quatro sorotipos: DENV1, DENV2, DENV3, DENV4. A Figura 2.7 ilustra a estrutura de um 

vírus DENV. 

Figura 2.7: Representação do vírus de dengue (DENV). Fonte:(134). 
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Os diferentes sorotipos do vírus da dengue são transmitidos ao homem pela picada do 

mosquito Aedes infectado, especialmente o Aedes aegypti na região das Américas. Esse 

mosquito é uma espécie tropical e subtropical amplamente distribuída em todo o mundo, entre 

as latitudes 35° N e 35º S. Surtos de dengue também são atribuídos ao Aedes albopictus, 

Aedes polynesiensis e várias espécies de Aedes scutellaris. Cada uma dessas espécies possui 

comportamento, ecologia e distribuição geográfica determinada (32).  

Os estágios larvais se desenvolvem em habitats de águas abertas, principalmente em 

recipientes artificiais associados às habitações humanas. Estudos sugerem (135) que a maioria 

das fêmeas de Aedes aegypti passam a sua vida em torno das habitações humanas onde 

emergem como adultas. Isto significa que as pessoas, e não os mosquitos, propagam o vírus 

rapidamente entre comunidades. 

O sangue dos seres humanos com viremia da dengue é ingerido por mosquitos fêmeas 

durante a alimentação. Em seguida, o vírus infecta o intestino médio do mosquito e, 

subsequentemente, há propagação sistêmica ao longo de um período de 8 a 12 dias. Após este 

período de incubação extrínseco(no mosquito), o vírus pode ser transmitido para outros seres 

humanos. Depois disso, o mosquito permanece infeccioso para o resto da sua vida e prolifera 

o vírus nas reproduções. Os ovos podem permanecer viáveis, mesmos secos, por um período 

de um ano o que permite a disseminação do inseto pelos meios de transporte (32). 

Após a incubação do vírus no homem pelo mosquito a manifestação dos sintomas da 

dengue inicia–se entre 3 e 7 dias. A enfermidade começa abruptamente e passa por três fases: 

febril, crítica e de recuperação que se completam em torno de 14 dias. Após uma primeira 

infecção o indivíduo pode contrair novamente um vírus dengue de outro sorotipo 

caracterizando a infecção secundária. Ademais, outros flavivirus como o da febre amarela e da 

encefalite também possuem reação cruzada com o vírus dengue e podem induzir uma segunda 

infecção (132). 

A infecção secundária na maioria das vezes evolui para os casos severos de dengue 

causando expressivo número de óbitos caso não sejam tratados no início dos sintomas. 

Todavia, os sinais clínicos não prevêem qual paciente evoluirá para o caso grave (132). A 

Figura 2.8 ilustra o ciclo de infecção pelo vírus dengue e os momentos de maior eficácia dos 

métodos de diagnóstico atuais. 
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Figura 2.8: Ciclo de infecção pelo vírus de dengue: as concentrações de imunoglobulinas IgG e IgM têm 

                comportamento dinâmico em ambos os tipos de infecção. Os procedimentos de diagnóstico  

                 atuais são divididos em quatro grupos: isolamento de vírus, detecção de antígenos (NS1),          

detecção de genoma (RNA) e sorologia (IgM/IgG).  

Na fase febril os pacientes desenvolvem febre alta e repentina, que dura de 2 a 3 dias. 

Esta fase febril aguda é acompanhada de cefaleia, mialgia, artralgia ou dor retrorbital. Podem 

ocorrer manifestações hemorrágicas cutâneas como petéquias e equimoses. Durante a fase 

febril o paciente pode apresentar desidratação e transtornos neurológicos. Além dessas 

manifestações as convulsões são comuns em crianças pequenas (132). A primeira 

anormalidade no sangue, que poderá caracterizar a dengue, é uma redução progressiva do 

número total de células brancas. 

A fase crítica ocorre após o declínio da febre e caracteriza-se pelo aumento da 

permeabilidade capilar juntamente com a elevação dos níveis de hematócrito. Os sintomas 

graves que podem surgir nessa fase são o choque por extravasamento de plasma, hemorragias 

internas e o comprometimento dos órgãos. Esta fase dura entre 1 e 3 dias (132). A leucopenia 

(diminuição da taxa de leucócitos) progressiva seguida por uma diminuição rápida na 

contagem de plaquetas tipicamente precede o extravasamento de plasma. Nesse momento, os 

pacientes que não apresentam aumento da permeabilidade capilar melhoram (32). 
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Na fase de recuperação o estado geral do paciente melhora. O estado hemodinâmico 

estabiliza, os líquidos extravasculares são reabsorvidos e em consequência há o aumento 

gradual da diurese. São comuns na fase de convalescência a bradicardia (diminuição na 

frequência cardíaca) e alterações do eletro-cardiograma (ECG). O hematócrito se estabiliza ou 

diminui devido ao efeito de diluição do fluido reabsorvido. A contagem de leucócitos 

normalmente começa a subir imediatamente após a redução da febre, embora a recuperação 

do número de plaquetas seja geralmente posterior ao do número de leucócitos (32). 

Após a pessoa ser infectada pelo vírus desenvolverá febre e a infecção estará 

largamente disseminada pelo organismo. O vírus pode ser encontrado no soro, plasma, células 

sanguíneas ou tecidos específicos por aproximadamente 4 a 5 dias, após o aparecimento dos 

sintomas. O vírus de dengue infecta as células nucleares periféricas do sangue dentro de 

poucos dias após a picada do mosquito. A taxa de infecção revelada pelo antígeno marcador é 

usualmente de 1:1000 a 1:10000. Níveis detectáveis de anticorpos aparecem após a fase 

crítica, 5 a 6 dias (135).  

Os indivíduos que não foram infectados previamente com algum tipo de flavivirus, 

nem foram imunizados com uma vacina flavivirus (febre amarela ou encefalite japonesa) 

desenvolvem uma resposta autoimune primária. A imunoglobulina dominante nesta primeira 

infecção é do tipo IgM. A resposta autoimune primária aparece dentro de 4 a 6 dias após o 

início dos sintomas. Uma vez detectado, os níveis de IgM crescem rapidamente até atingirem 

um pico em até 2 semanas. A partir desse ponto máximo esta imunoglobulina declina a níveis 

não detectáveis em 2 ou 3 meses (135).  

Os anticorpos inibem a hemoaglutinação das células vermelhas do sangue pelo vírus 

da dengue. A inibição da hemoaglutinação aparece simultaneamente com a detecção da IgM. 

A imunoglobulina IgG antidengue aparece fracamente após a primeira semana da 

enfermidade. A infecção primária da dengue é caracterizada pela alta razão molar IgM/IgG 

(135). 

Nas infecções secundárias por flavivirus a imunoglobulina dominante é a IgG. A IgM 

aparece em alguns momentos, com uma cinética de infecção semelhante a que ocorre na 

infecção primária, entretanto com níveis dramaticamente menores. Na infecção secundária 

ocorrem altos índices de IgG antidengue ainda na fase crítica da doença. Uma vez detectada, 

os níveis de IgG crescem rapidamente atingindo o pico em 10 dias após o aparecimento dos 

sintomas. O nível alto de IgG permanece por 10 meses ou toda vida do indivíduo. Os níveis 

de IgM na etapa de convalescença são mais baixos nas infecções secundárias e atingem o pico 



24 

 

também em 10 dias; em alguns casos, nem são detectáveis. A infecção secundária da dengue é 

caracterizada pela baixa razão molar IgM/IgG (135).  

Ambos os anticorpos antidengue IgM e IgG neutralizam o vírus. A neutralização 

cresce rapidamente à medida que a febre se torna mais fraca diminuindo a sensibilidade na 

detecção de vírus no soro (34). 

Os procedimentos de diagnóstico laboratorial para a dengue compreendem atualmente 

quatro grupos: isolamento viral, testes sorológicos, detecção de genoma (RNA) e detecção de 

antígenos virais (NS1) (34).  

A escolha do método de diagnóstico depende da finalidade para a qual os testes são 

realizados: diagnóstico clínico, estudo epidemiológico e desenvolvimento de vacinas. 

Também o tipo do laboratório e as técnicas disponíveis, assim como os custos e o tempo de 

coleta das amostras devem ser considerados na escolha. Os métodos de diagnóstico com alta 

sensibilidade e especificidade exigem conhecimentos técnicos e tecnologias mais complexas, 

enquanto os testes rápidos, mais acessíveis, são de menor sensibilidade e especificidade. A 

Figura 2.9 ilustra uma relação inversa entre a facilidade de utilização de um método de 

diagnóstico tradicional e a confiança nos resultados (34). 

Figura 2.9: Comparação entre os métodos de diagnóstico para a dengue. Adaptado da Fonte: (34). 

A análise sorológica consiste na identificação de imunoglobulinas (IgM e IgG) 

específicas em hemometabólicos. A sorologia é o procedimento mais simples e auxilia na 
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identificação de infecções primárias e secundárias. Contudo, pode fornecer resultados falso-

positivos de diagnóstico devido à reação cruzada do vírus dengue com outro flavivirus (34). 

Além disso, a sorologia não fornece diagnóstico nas fases iniciais da infecção.  

Os testes sorológicos podem produzir resultados falso-positivos devido à ativação de 

células policlonais B-cell ou anticorpos de reação cruzada, obtidos por certos grupos epitopos 

(determinante antigênico) de flavivirus (34). Epitopos comuns, especialmente aqueles de 

membrana com glicoproteína (antígeno de maior estrutura) causam o aparecimento prematuro 

de anticorpos provocados pela infecção com um sorotipo de dengue ou de reação cruzada com 

outros sorotipos. Resultados falso-positivos de diagnóstico de dengue podem ocorrer 

especialmente em áreas onde outros flavivirus estão presentes. Pela especificidade da resposta 

da detecção IgM antidengue, diagnósticos acurados de infecção por flavivirus podem ser 

obtidos. Entretanto, não se consegue a determinação do sorotipo específico que causa a 

infecção (34). 

Portanto, o diagnóstico sorológico é menos específico do que o diagnóstico por 

cultura. O teste sorológico em populações expostas a outros tipos de flavivirus apresenta certo 

grau de incerteza no resultado (34). O grau de confiabilidade nos testes sorológicos pode ser 

aumentado pelo uso de testes de neutralização (soro diluição, constância de vírus e teste de 

redução de plaquetas), os quais são capazes de distinguir os tipos de uma resposta imune 

primária para diferentes sorotipos de dengue (133). 

O isolamento viral e a detecção do genoma são os métodos mais específicos de 

diagnóstico (133). A detecção de vírus da dengue em culturas é um diagnóstico definitivo, 

mas os aspectos práticos envolvendo cuidados especiais na coleta e maior tempo para o 

resultado limitam o seu uso. E o que é mais importante, o período em que o vírus pode ser 

detectado com sucesso é breve. Durante um ou dois dias após a diminuição da febre os 

aumentos dos níveis de anticorpos nas amostras interferem na cultura do vírus. Também a 

cultura de vírus requer instalações sofisticadas de laboratório com alto custo (133). Portanto, 

esse serviço só é utilizado nos estudos epidemiológicos e de desenvolvimento de vacinas. 

A técnica mais eficaz de detecção de RNA utiliza a transcrição de cadeia reversa 

(Polymerase chain reverse – RT-PCR) em tempo real. Esta técnica de diagnóstico identifica o 

sorotipo do vírus e fornece resultado em até de 2 horas. Ela não é tão complexa quanto a 

cultura de vírus. Pode ser usada após a diminuição da febre ou em situações onde as amostras 

não estão em condições ideais para a cultura de vírus (133). Porém, devido ao alto custo dos 

equipamentos e a complexidade de operação ela é uma técnica inviável como alternativa de 
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diagnóstico em muitos países onde ocorrem as infecções pelo vírus de dengue. As amostras 

para o teste de RNA podem ser extraídas do soro, plasma ou células. 

O RNA da dengue também pode ser identificado em células usando a in situ 

Hybridization ou a imunocitoquímica. Embora a in situ Hybridization seja um método mais 

sensível, poucos laboratórios têm experiência para aplicá-lo. Em contraste, a detecção de 

antígeno por imunocitoquímica é simples e tem sido explorada há vários anos. Com a 

existência de novos reagentes comerciais disponíveis esse método pode oferecer a mesma 

especificidade do isolamento de vírus (133). 

Por outro lado a detecção de antígenos NS1 identifica o vírus, é acessível e de custo 

reduzido. Mas, os testes atuais com base em reagentes, apresentam menor sensibilidade (133) 

do que os métodos de isolamento viral e a detecção do genoma. 

 A determinação de ambos os tipos, vírus e anticorpos, são preferidas a uma 

abordagem única. Assim o uso de alternativas que confirmem os resultados ( MAC-ELISA ou 

Hemoaglutinaçao-inibição IH) podem melhorar a qualidade do diagnóstico (133). 

2.2.2 Dispositivos biossensores para diagnóstico de dengue 

O desenvolvimento de biossensores eletroquímicos para o diagnóstico de dengue é 

recente e remonta os últimos 7 anos. O número de estudos encontrados na literatura ainda é 

pequeno. Observa-se a tendência na pesquisa e desenvolvimento de genossensores. Essa 

revisão cita os estudos mais significativos, descritos nos parágrafos seguintes. 

Um dos primeiros estudos de detecção de RNA por hibridização foi proposto por 

Kwakye e colaboradores em 2006 (136). Nesse biossensor eletroquímico de microfluidos, um 

microeletrodo interdigitalizado combinado com um micropotenciostato quantificou o RNA 

viral por detecção amperométrica. Embora com tempo de resposta de 60 minutos, o sistema 

composto de esferas magnéticas e microbombas apresentou uma operação complexa. 

 Outro genossensor estudado posteriormente utilizou a imobilização de RNA 

complementar em eletrodo de carbono modificado com filme de quitosana (137) e apresentou 

resultados promissores, mas o seu estudo não foi continuado. Recentemente (138) foi 

proposto um biossensor com nanofios de silício estruturados em transistor de efeito de campo 

(FET). A hibridização da sequência peptídica imobilizada na superfície dos nanofios com 

amostras de soro produziram cargas negativas que alteraram a resistividade do canal entre a 

fonte e o dreno. Com tempo de resposta de 30 minutos, esta proposta tem a vantagem de 
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acoplamento direto com a tecnologia do silício. Esse dispositivo substituiu as etapas de 

marcação da técnica tradicional RT-PCR, porém ainda foram necessárias as demais etapas do 

processo da polimerase de cadeia reversa. 

Mais recentemente Souza (139) e colaboradores propuseram um estudo preliminar de 

um genossensor amperométrico utilizando substrato de grafite. A ativação do substrato através 

de potencial elétrico possibilitou a imobilização dos oligonucleotídeos do RNA. A resposta de 

impedância desse biossensor diferencia cada sorotipo com diferenças de 10 kΩ para detecção. 

Oliveira e colaboradores têm estudado a imobilização de lectinas vegetais (140–142) 

em substratos metálicos e poliméricos para detecção de RNA viral. A afinidade de cada 

sorotipo com essas lectinas produziram uma resposta diferenciada de impedância, o que 

forneceu a discriminação entre os sorotipos do vírus dengue. 

2.3. SÍNTESE DE COPOLÍMEROS ESCOVA UTILIZANDO 

        RAIOS GAMA   

A radiação ionizante envolve radiações eletromagnéticas de alta energia capazes de 

excitar e ionizar átomos após sua interação com a matéria. São classificadas como radiações 

ionizantes os raios γ, raios X, elétrons rápidos, partículas pesadas (prótons, dêuterons) e 

nêutrons. Quanto à sua natureza de interação, as radiações ionizantes podem ser classificadas 

em radiações diretamente ionizantes (partículas com carga elétrica) e indiretamente ionizantes 

(partículas eletricamente neutras) (143).  

 A classificação das radiações ionizantes baseia-se nas forças responsáveis pelas 

interações com a matéria e na modelagem utilizada para descrevê-las. É sabido que fótons 

interagem pela ação de campos eletromagnéticos, atuando sobre partículas carregadas do 

meio (144). Por outro lado, as partículas carregadas têm sua ação em elétrons do meio por 

interações coulombianas consecutivas. Já os nêutrons atuam sobre prótons e nêutrons de 

núcleos atômicos pela força nuclear forte. 

Neste estudo foram utilizadas radiações indiretamente ionizantes, a exemplo dos 

fótons de raios gama provenientes de uma fonte de 
60

Co.  Durante sua interação com a 

matéria, os fótons apresentam uma probabilidade de interação (µ) que depende 

essencialmente de sua energia e do meio que atravessam (145). O parâmetro µ também pode 

se denominado de coeficiente de atenuação, com unidades de (1/cm). Então, µ é dado pela 

Equação (2.6). 
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                  (2.6) 

 

Sendo , ,  e R as probabilidades de interação por livre caminho médio devido aos 

efeitos fotoelétrico, Compton, produção de pares e Rayleigh, respectivamente. 

No efeito fotoelétrico, a interação do fóton com a matéria resultará na liberação de um 

elétron fortemente ligado com posterior desaparecimento do fóton (145). Nesse caso, a 

energia cinética do elétron emitido é dada pela Equação (2.7). 

 

                      (2.7) 

 

Sendo h a energia do fóton incidente e Eb a energia de ligação do elétron. A 

probabilidade de interação pelo efeito fotoelétrico dependerá da energia do fóton incidente e 

da natureza da matéria com a qual o fóton interage (145). O coeficiente mássico de atenuação 

para o efeito fotoelétrico é dado ela Equação (2.8). 

 

 

 
  

 

  
 
 
           (2.8) 

 

Sendo  a densidade do material e Z o número atômico. A  relação (2.8) é expressa em 

unidades de cm
2
.g

-1
.  

No efeito Compton, o fóton transfere sua energia a um elétron fracamente ligado. A 

energia cinética adquirida pelo elétron é dada pela Equação (2.9). 

 

                       (2.9) 
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Sendo h e h´ as energias do fóton antes e após a interação com a matéria, 

respectivamente. O coeficiente mássico de atenuação para o efeito Compton é independente 

de Z, sendo predominante no intervalo de energia de keV.  

A produção de pares ocorre quando o fóton gasta toda sua energia na produção de um 

par elétron-pósitron com energias cinéticas T
 –

 e T 
+
, respectivamente (145). O elétron e o 

pósitron não recebem necessariamente igual energia, sendo a energia cinética média, T , 

expressa pela Equação (2.10). 

 

  
            

 
         (2.10) 

 

A energia mínima do fóton para a produção de pares é de 1,022 MeV (145), sendo que 

a probabilidade de produção de pares aumenta com a energia do fóton e o número atômico (Z) 

do material. 

No caso do fóton sofrer uma interação Rayleigh, haverá somente sua dispersão no 

material e não originará nenhuma ionização (146). A predominância do tipo de interação do 

fóton com a matéria vai depender da energia do fóton e de Z do material.  A Figura 2.10 

ilustra as regiões de predominância relativa dos três principais tipos de interação citados.  

 Figura 2.10: Efeitos da energia do fóton e número atômico (Z) nos processos que envolvem a interação 

 entre a radiação eletromagnética e a matéria. Adaptado da Fonte: (145) 
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A capacidade de penetração dos fótons aumenta com sua energia, em consequência, a 

probabilidade de interação (µ) diminui. Deste modo, em sistemas macromoleculares, 

dependendo de sua energia os fótons podem interagir no nível superficial ou volumétrico do 

material (146). 

Como já observado, se o tipo de interação envolve o efeito Compton, se gerará apenas 

radiação dispersa. Caso predomine o efeito fotoelétrico, haverá maior absorção da radiação e, 

consequentemente, o rendimento quanto ao processo de obtenção dos polímeros escova será 

significativamente aumentado.  

A Figura 2.11 ilustra um perfil de atenuação da radiação em um material absorvedor . 

 

Figura 2.11: Processo de atenuação de um feixe de fótons de intensidade (Io) em um absorvedor de                    

espessura x: (τ) efeito fotoelétrico, (σ) espalhamento Compton e a (κ) produção de pares. Os fótons  

que atravessam o absorvedor sem interação constituem o feixe transmitido (It). Adaptado da Fonte: (147). 

 

A coeficiente linear de atenuação da radiação por um agente absorvedor é dado pelas 

Equações (2.11) e (2.12). 

 

          
             (2.11) 
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Sendo It a intensidade do fóton transmitido, Io a intensidade inicial do fóton, x é a 

espessura do absorvedor e µ coeficiente de atenuação (1/cm). 

Por sua natureza orgânica, os polímeros podem sofrer interações com as radiações de 

baixa energia (calor, radiações ultravioleta) ou de alta energia (raios gama, elétrons). Em 

qualquer destes casos, o mecanismo da iniciação é do tipo homolítico, formando-se radicais 

livres. No caso de radiações de alta energia geram-se radicais livres diretamente na massa do 

monômero, e essa operação pode ser controlada com grande precisão pela intensidade (taxa 

de dose e dose de irradiação) dessas radiações (148). O produto obtido é de elevada pureza, 

isento de aditivos, o que é qualidade importante especialmente para utilização em 

biossensores.  

Devido à sua energia, a radiação gama interage com o polímero produzindo 

preferencialmente o efeito Compton. O elétron produzido neste processo perde sua energia 

cinética ionizando e excitando as moléculas do polímero, acarretando a formação de radicais. 

Há também a formação de elétrons secundários, que possuem energia suficiente para ionizar e 

excitar as moléculas poliméricas, até alcançar a energia térmica (elétron termalizado) (149).  

A interação da macromolécula com elétrons termalizados resulta em moléculas 

ionizadas e moléculas excitadas que posteriormente se recombinam ou dissociam para 

produzir radicais livres ou íons. O excesso de íons é neutralizado pelo processo de solvatação. 

A formação de radicais livres é o processo mais importante da interação da radiação ionizante 

com os polímeros. Estes radicais livres têm uma participação importante nas reações químicas 

que ocorrem nos polímeros irradiados (150).  

Assim, a interação da radiação com o polímero inicia uma sequência de inúmeros 

eventos complexos que podem ser divididos nos estágios físico ou físico-químico (148–150). 

No estágio físico (10
-1

s a 10
-15

s) a energia transferida provoca excitações moleculares e 

ionização.  As espécies formadas são muito instáveis sofrendo reações secundárias tanto 

espontaneamente como por colisão com as moléculas vizinhas. Já no estágio físico-químico 

(10
-14

s a 10
-11

s) há a formação de espécies secundárias reativas e radicais livres.  

Neste estudo foi utilizado etanol (EtOH) como solvente para o monômero HEMA no 

processo de irradiação simultânea. Do ponto de vista termodinâmico o processo de dissolução 

pode ser definido pela energia livre da mistura (151), Equação (2.13). 

 

                                        (2.13) 
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Se a energia livre de Gibbs (GM < O) o processo é espontâneo. Quando não existem 

interações específicas (TSM > 0) há o aumento da desordem no processo de dissolução. A 

solubilidade depende da entalpia (HM). Com exceções de substâncias muito polares que 

interagem de forma específica, a maioria das dissoluções de polímeros é endotérmica e HM > 

0. Nesse caso, a seleção de solventes para polímeros, como o PHEMA, pode se basear na 

teoria de Hildebrand e Scott para estabelecer um critério de seleção. Nesse caso, quanto mais 

próximo de zero HM, mais termodinamicamente favorável será a mistura (152), dada pela 

Equação (2.14). 

 

                                   (2.14) 

 

Sendo VM o volume molar da mistura, 1 e 2 as frações em volume dos componentes 

da mistura e 1 e 2 representam os parâmetros de solubilidade dos componentes da mistura, 

solvente e polímero, respectivamente. 

 O parâmetro de solubilidade (i) de polímeros é definido pela Equação (2.15). 

 

     
   

  
 
   

                                         (2.15) 

 

Sendo    a energia coesiva,    o volume do componente, R a constante dos gases e T a 

temperatura. O quociente Ei/Vi representa a densidade de energia coesiva, que indica a 

intensidade das interações em cada componente.  Quando 1 = 2 , implica que HM = 0 ou 

seja, o polímero é miscível no solvente selecionado.  

O parâmetro de solubilidade do etanol (EtOH) é igual a 11,75 (cal/cm
3
)
1/2

 (153,154) e 

do PHEMA 14,5 (cal/cm
3
)
1/2

 (155). Observa-se que EtOH  2PHEMA  e, nesse caso GM 

PHEMA<0 no solvente selecionado (EtOH).  

O processo de enxertia do HEMA na superfície de PE é afetado pela difusão do 

monômero e do solvente dentro da matriz polimérica. Para se conseguir um elevado nível de 

enxertia, o monômero deve reagir com o maior número possível de radicais gerados pela 

radiação ionizante. Nesse caso, a difusão do monômero na matriz polimérica será máxima 
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quando EtOH  2PHEMA. Nessa interpretação, o EtOH é capaz de "conduzir" as moléculas do 

monômero o mais próximo possível dos radicais criados na matriz polimérica e por este meio 

induzir a reação de enxertia com elevada eficiência.  

O efeito da concentração do monômero HEMA no percentual de enxertia foi 

extensamente estudado por Queiroz e colaboradores (39). A variação da concentração do 

HEMA no solvente EtOH é apresentada na Figura 2.12. À medida que se aumenta a 

concentração do monômero, aumenta-se o percentual de enxertia até atingir-se o máximo, ao 

redor de 40%, a partir do qual se observa uma diminuição do processo. A curva que melhor se 

ajusta aos dados experimentais é uma gaussiana. 

Figura 2.12: Efeito da concentração do monômero HEMA na enxertia sobre PE. Condições de enxertia:  

                    taxa de dose de irradiação de 6,0 kGy.h
-1

 e 40 kGy (raios  de 
60

Co), temperatura de irradiação:  

                  25°C e atmosfera inerte (N2(g)). A barra de incerteza corresponde a três medidas. Fonte: (39) 

O comportamento observado na Figura 2.12 é explicado pelo fato de que para baixas 

concentrações do monômero, mesmo que sua difusão no substrato seja alta, a concentração de 

radicais será baixa. A alta concentração do monômero leva a um aumento tanto da difusão 

como da concentração de radicais, aumentando-se assim o percentual de enxertia, até atingir-

se o ponto onde haverá a formação do homopolímero insolúvel, o poli(metacrilato de 2-

hidroxietila) (PHEMA). A formação do PHEMA insolúvel desfavorece a reação de enxertia 

do HEMA no substrato (PE) (156). 
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A Figura 2.13 mostra a dependência entre o percentual de enxertia e a taxa de dose de 

irradiação com raios gama. Observa-se que os mais altos percentuais de enxertia foram 

obtidos para uma taxa de dose de irradiação de 6 kGy.h
-1

, indicando que existe um aumento 

na velocidade do processo a baixas taxas de dose até atingir-se uma enxertia na qual a 

velocidade é máxima. De acordo com os resultados, obtidos em estudos anteriores (39), nota-

se que ao utilizar-se a técnica de irradiação simultânea com raios , uma taxa de dose baixa é 

mais efetiva na obtenção de altos níveis de enxertia do que uma taxa de dose mais alta. Isto se 

deve ao fato de que a uma taxa de dose de irradiação mais elevada, a homopolimerização 

torna-se alta, diminuindo a disponibilidade do monômero e consequentemente, o percentual 

de enxertia. 

Figura 2.13: Efeito da taxa de dose de irradiação na enxertia do HEMA sobre PE. Condições de enxertia: 

                      Concentração do monômero: 40% v/v; solvente: EtOH; temperatura: 25°C;dose de irradiação:  

                      40 kGy, atmosfera inerte (N2(g)). A barra de incerteza corresponde a três medidas. Fonte: (39). 

O efeito da dose de irradiação no processo de enxertia do HEMA, sobre o PE via 

irradiação simultânea com raios gama é mostrado na Figura 2.14. Nota-se que o percentual de 

enxertia aumenta com a dose de irradiação, atingindo-se rapidamente a saturação para taxas 

de dose elevadas. A saturação do percentual de enxertia a altas doses pode ser atribuída a uma 

acumulação na quantidade de radicais formados na matriz de PE (157). 
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Figura 2.14: Efeito da dose de irradiação na enxertia do HEMA sobre PE. Condições de enxertia: 

Concentração do monômero: 40% v/v; solvente: EtOH; temperatura de irradiação: 25°C; taxa de dose de 

irradiação: 6,0 kGy.h
-1

, atmosfera inerte (N2(g)). A barra de incerteza corresponde a três medidas. Fonte: (39) 
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CAPÍTULO 3 — OBJETIVOS DA DISSERTAÇÃO 

3.1. OBJETIVO GERAL 

Esta dissertação de mestrado tem como objetivo geral desenvolver filmes finos 

poliméricos com a topologia escova para aplicação em biossensores. O estudo é direcionado 

para a detecção de imunoglobulinas IgG. A fim de explorar uma nova rota de síntese para as 

estruturas do tipo escova é utilizada a técnica de enxertia por radiação ionizante através de 

raios gama (γ).  Um substrato de polietileno (PE) recebe a enxertia de cadeias do polímero 

poli(metacrilato de 2-hidroxietila ) (PHEMA). 

 

3.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 Sintetizar filmes finos de copolímeros PE-e-HEMA com topologia do tipo escova 

utilizando radiação gama (γ) de uma fonte de cobalto 60 (
60

Co); 

 Caracterizar estruturalmente os filmes obtidos com técnicas físico-químicas de 

análise como: ângulo de contato, FTIR, MEV, SEDX e DSC; 

 Imobilizar íons de ferro na superfície porosa das membranas de PE-e-HEMA por 

adsorção física, promovendo um aumento na condutividade da menbrana; 

 Imobilizar imunoglobulina anti-IgG na superfície porosa das membranas para 

promover uma resposta de detecção eficiente da imunoglobulina IgG humana; 

 Avaliar a resposta elétrica do sistema (PE-e-HEMA —  Fe
+3

[Fe
+2

(CN)6]
-
 — anti-

IgG) em concentrações de IgG que incluam valores acima daqueles normais 

encontradas em indivíduos sadios. 
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CAPÍTULO 4 — MATERIAIS E MÉTODOS  

4.1. MATERIAIS 

Os filmes de polietileno de baixa densidade (PE) utilizados como substrato do enxerto 

foram obtidos comercialmente da 3M em folhas de 29 x 31 cm. A espessura do filme original 

medida com micrômetro Mitutoyo mecânico foi de 40 µm. As folhas foram cortadas em 

filmes de dimensões de 3x1,5 cm. Depois de recebidas as amostras foram lavadas com 

solução aquosa de detergente (15% v/v) e enxaguados com água destilada e etanol (EtOH) por 

5 minutos e secas à temperatura ambiente de 25
0 

C em câmara de vácuo de -600 mmHg por 

12 horas.  

O monômero utilizado para enxertia foi o metacrilato de 2-hidroxietila (HEMA), com 

uma pureza de 97%, estabilizado com 200 ppm de éter etílico de hidroquinona, adquirido da 

Sigma-Aldrich, Co. St. Louis-MO, EUA, e utilizado como recebido. Como solvente do 

monômero utilizou-se etanol [C2H6O – PM 46,07 (Peso molecular), > 95% (pureza mínima)], 

obtido também da Sigma-Aldrich. 

Os outros solventes utilizados para lavagem das membranas e medidas do ângulo de 

contato foram: clorofórmio de grau espectroscópico (CHCl3 – PM 119,38, > 99,5%), N,N-

dimetilformamida (C3H7NO – PM 73,01, > 99,8%), glicerol (C3H5(OH)3 – PM 92,01, > 

99,5%), dicloroetano (CH2ClCH2Cl – PM 98,96, > 98,9%) adquiridos da Sigma-Aldrich. O 

óleo de rícino (C54H100O7 – PM 861,37, > 99,0%) adquirido da Paba, SP. A água destilada foi 

obtida no destilador da AmericanLab modelo Pilsen Al 071/5L instalado no laboratório de 

biomateriais da UNIFEI.  

Como base para diluição de biomoléculas foi utilizada solução salina tamponada 

(PBS) em pH 7,4 preparada com os seguintes compostos: NaCl (138 mM), KCl (2,7 mM), 

KH2PO4 (1,8 mM), Na2HPO4 (10 mM), adquiridos da Sigma. E água de Milli Q da Millipore 

18,3 MΩ.cm, pH 6, preparada no laboratório de biomateriais. O pH final da solução foi 

ajustado para 7,4 na temperatura de 25 
o
C. 

Para aumentar a condutividade do das membranas de copolímero PE-e-HEMA foram 

usados o ferricianeto de potássio (K3[Fe(CN)6] – PM 329,17, > 98,5%) e o ferrocianeto de 

potássio tri hidratado (K4[Fe(CN)6]3H2O – PM 422,27, > 98,5%) adquiridos da empresa 

Vetec, RJ. A anti-imunoglobulina humana (anti-Human IgG, cod.: I – 3382) e a 

imunoglobulina humana (IgG human, cod.: I – 5406) foram adquiridas da Sigma-Aldrich. 
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As amostras de PE (substrato) originais e os copolímeros de enxerto (PE-e-HEMA) 

foram caracterizadas por espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier 

(Fourier transform infrared spectroscopy attenuated total reflectance – ATR-FTIR) em um 

espectrofotômetro Perkin-Elmer modelo S 100 e microscopia eletrônica de varredura (MEV), 

em um microscópio Shimadzu modelo SS-550. As amostras para as micrografias do MEV 

foram recobertos com ouro em um equipamento ION Coater da Shimadzu. A análise da 

composição química das membranas foi realizada por espectroscopia de energia dispersiva 

por Raios X (Scannig energy dispersive X-ray spectroscopy – SEDX), acoplado ao MEV. 

A análise térmica de calorimetria exploratória diferencial (Differencial scanning 

calorimetry – DSC) utilizou um equipamento Shimadzu modelo DSC 60. A caracterização 

elétrica e resposta eletroquímica das membranas biossensores foram realizadas em uma 

fonte/multímetro Keithley modelo 2612 de dois canais.  

Todos os equipamentos citados estão instalados no Centro de Estudos e Inovação em 

Materiais Biofuncionais Avançados da UNIFEI, campus de Itajubá. Nos subitens seguintes 

serão detalhadas as técnicas de caracterização utilizadas nesta dissertação de mestrado. 

4.2. SÍNTESE DE COPOLÍMEROS COM TOPOLOGIA DO 

        TIPO ESCOVA UTILIZANDO RAIOS GAMA   

A síntese de polímeros utilizando a radiação ionizante apresenta algumas vantagens 

sobre as metodologias convencionais. Neste método ocorre a formação de radicais livres ou 

reações iônicas e não é necessário o aquecimento do sistema reacional nem a adição de 

catalisadores.  

Os copolímeros de enxerto foram obtidos pela utilização da irradiação simultânea com 

fonte de cobalto 60 (
60

Co) em um irradiador multipropósito do Instituto de Pesquisas 

Nucleares (IPEN) na cidade de São Paulo. A irradiação simultânea em fonte de 
60

Co envolve a 

exposição de um substrato aos raios gama (γ) em presença de um monômero diluído em 

solvente. Durante a irradiação o monômero sofre polimerização pelos raios gama originando o 

homopolímero PHEMA e o copolímero de enxerto PE-e-PHEMA.  

No processo de síntese foi utilizado como substrato o polietileno de baixa densidade 

(PE) ao qual foi enxertado o monômero hidrofílico HEMA (metacrilato de  

2-hidroxietila).  
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Antes da síntese por radiação os filmes de PE originais (substrato) foram cortados em 

dimensões de 3x1,5cm, lavados com solução aquosa de detergente (15% v/v), enxaguados em 

água destilada e EtOH por 5 minutos e posteriormente secos em câmara de vácuo de -600 

mmHg à temperatura ambiente de 25 
o
C por 12 horas. Após o tratamento cada membrana foi 

pesada em balança analítica da Shimadzu modelo AY 220, divisão de 0,1 mg e precisão de 1,0 

mg.  

As amostras secas dos filmes de PE foram colocadas em contato com HEMA e 

solvente em 5 ampolas de vidro. O monômero foi utilizado em duas concentrações, diluído a 

20 e 40% v/v em etanol (EtOH). Cada ampola foi fechada em atmosfera de N2 e levada à 

irradiação na fonte de 
60

Co. A taxa de dose foi 6 kGy/h e as doses foram de 40 kGy. 

Após a irradiação os filmes de copolímeros foram separados da solução ainda líquida 

do PHEMA e submetidos a um ciclo de lavagem e enxágue com a finalidade de retirar o 

homopolímero PHEMA aderido à membrana de copolímero PE-e-HEMA. A lavagem 

consistiu de imersão das membranas de copolímero PE-e-HEMA em água destilada, etanol e 

clorofórmio. A membrana foi imersa alternadamente em cada solvente por uma hora com 

tempo final de 6 horas. Em cada troca de solvente os resíduos de PHEMA aderidos ao 

copolímero foram manualmente removidos. Após a lavagem os filmes foram imersos em água 

destilada por 12 horas. No dia seguinte foram secos em câmara de vácuo de -600 mmHg à 

temperatura ambiente de 25
o
C. 

O polímero PHEMA obtido paralelamente ao processo de enxertia das membranas foi 

submetido ao processo de rotoevaporação. As soluções das ampolas foram reunidas em dois 

balões volumétricos, respeitando as concentrações de 20 e 40% utilizadas na enxertia. As 

soluções de cada concentração foram rotoevaporadas em separado em um rotoevaporador Ika 

– RV 100 à temperatura de 60
o
C, 120 RPM por 2 horas. Em seguida foram colocados em 

placa de petri e secos à temperatura ambiente de 25
o
C. 

4.3. ÂNGULO DE CONTATO E ENERGIA DE SUPERFÍCIE 

4.3.1. Conceitos sobre o ângulo de contato 

Um dos métodos mais sensíveis para se obter uma informação verdadeira a respeito de 

uma superfície sólida é a medida do ângulo de contato (158). Ele pode ser medido entre uma 

interface Sólido/Líquido/Vapor (S/L/V) ou Sólido/Líquido/Líquido (S/L/L). A medida do 
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ângulo de contato é utilizada frequentemente nas áreas de ciência e engenharia de superfícies 

(158). 

Frequentemente a água é usada nas medidas de ângulo de contato devido a sua 

relevância para inúmeras funções no meio biológico. Entretanto, o uso de outros solventes 

pode proporcionar a determinação da energia de superfície de um substrato. 

A técnica de ângulo de contato tem como base o equilíbrio no ponto de contato 

(S/L/V) ou (S/L/L). A termodinâmica de superfície é a mesma da tradicional, mas somente o 

termo do trabalho (  ) deverá ser substituído por (   ) (158). O equilíbrio é considerado 

em termos da tensão de superfície ( ), expresso na Equação (4.1). 

 

   
  

  
          (4.1)  

 

Sendo que   representa o trabalho necessário para criar uma unidade de área da nova 

superfície. Nos sistemas onde cargas elétricas estão presentes o trabalho elétrico deve ser 

incluído, usualmente representado pelo potencial eletroquímico (µ). As unidades de tensão de 

superfície podem ser expressas por [mJ/m
2
] e [mN/m], ou seja, unidades de energia. 

A adsorção é representada pela concentração de partículas na região interfacial, o que 

resulta em uma diminuição da energia livre na interface. A Equação de absorção de Gibbs 

(4.2) é uma Equação fundamental para química de superfície. Ela relaciona o excesso (ou 

deficiência) de componentes com a mudança na energia livre da superfície (158). 

 

                        (4.2) 

 

Sendo           o excesso do componente i na superfície. Quando      existe 

adsorção e contrariamente quando      existirá a deficiência de componentes na superfície. 

A Equação (4.2) é em essência a Equação de Gibbs-Duhem da termodinâmica clássica 

aplicada para uma interface (158). 

O trabalho de coesão (Wc) para formar a nova superfície poderá ser relacionado com a 

energia interfacial, como indicado pela Equação (4.3). 
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                (4.3) 

Quando duas fases (A e B) estão em contato, haverá interação de aderência entre elas, 

chamado de trabalho de adesão (WAB). A energia livre interfacial pode ser definida pela 

Equação (4.4). 

 

                      (4.4) 

 

Ou seja, o trabalho realizado para formar cada superfície,    e   , menos a interação 

mútua de adesão (   ) entre A e B.  

Para duas fases idênticas: 

 

                                           

 

E a Equação (4.4) se reduz a (4.3). 

 

                                          

 

Assumindo, por exemplo, uma superfície sólida em um meio de vapor puro, as 

moléculas de vapor podem ser absorvidas na superfície. 

No alto vácuo a energia livre de uma superfície sólida é representada por   
 . A mesma 

superfície após o equilíbrio com um vapor tem uma energia livre    . A diferença entre esses 

dois parâmetros é definida como pressão de espalhamento (π), indicada por (4.5). 

 

    
                     (4.5) 
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Em um meio complexo uma variedade de interações pode ocorrer. Nesse caso existe 

uma hierarquia para a interação interfacial. Primeiramente serão adsorvidos os sais; em 

seguida os solventes polares e finalmente os não polares (158). 

A interface entre três fases, não deformáveis e em equilíbrio: um sólido, um líquido e 

o vapor pode ser ilustrada como na Figura 4.1. A interface entre essas fases pode ser 

representada pelo triângulo de Neumann. 

Figura 4.1: (a) Interface entre um sólido, um líquido e um gás. (b) Triângulo de Neumann que relaciona  

                  os componentes vetoriais das forças de interação na interface. Adaptado da Fonte: (158) 

 

 Das relações trigonométricas do triângulo de Neumann resulta a expressão (4.6). 

 

                               (4.6) 

 

Substituindo as relações dos vetores para o caso de uma interface sólido, líquido e um 

gás teremos para as três fases em equilíbrio a Equação (4.7). 

 

                                  (4.7) 

 

Sendo F(T,V,N) a energia livre de Helmholtz, e   as energias de interface sólido vapor 

(   ); sólido líquido (   ); líquido vapor (   ).    é o ângulo de contato de equilíbrio na 

junção entre as três fases. No equilíbrio a energia livre será nula (F=0), o que resulta na 

Equação de Young para o estado de equilíbrio expressa pela Equação (4.8). 

γαβ 

γβθ 

π - α 

 

π - β 

 

γαθ 

π - θ γLG 

γSG 

 
γSL 

 

θC 

(a) (b) 
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                          (4.8) 

 

A Equação de Young (4.8) é uma das equações fundamentais da físico-química de 

superfície. Na derivação da Equação está implícito que o sólido é suficientemente rígido e não 

sofre deformação. Esta hipótese não será válida para géis ou superfícies deformáveis. A 

Equação de Young é um caso especial da Equação (4.6) onde          . 

A Equação (4.8) é termodinamicamente válida considerando que as três fases estão em 

equilíbrio na interface de contato. Entretanto, como os polímeros apresentam um equilíbrio de 

sua estrutura que é dependente da temperatura e do meio em que se encontra. Então para 

medidas confiáveis do ângulo de contato esse parâmetro deverá ser constante. 

Uma relação entre a medida do ângulo de contato e a energia de superfície pode ser 

feita se as seguintes condições forem atendidas (158): 

• A superfície sólida deve ser rígida e não deformável. Módulo de elasticidade (E > 

0.035 MPa). Para o PE o módulo de elasticidade é de 0,172 – 0,282 GPa; 

• A superfície sólida deve ser lisa. Estudos experimentais sugerem que devem 

apresentar rugosidade menor do que 0,1 mm, ou seja, aparência lisa a olho nu é geralmente 

satisfatória; 

• A superfície deve ser sólida e homogênea; 

• A superfície líquida deve possuir tensão bem conhecida e que permanece constante 

durante o experimento; 

• O sólido não deve interagir com o líquido, ou seja, não deve inchar e nem 

desprender partículas; 

• O sólido não deverá absorver o líquido ou o vapor; 

• Os grupos de superfície no sólido não devem se reorientar ou reequilibrar em 

resposta a mudanças no meio líquido; 

Entretanto, essas hipóteses podem ser intencionalmente controladas nas medidas de  

do ângulo de contato que busquem estudar a cinética de equilíbrio. 

4.3.2. Tensão crítica de superfície por medidas de ângulo de contato 

A medida da tensão crítica de superfície (  ) utiliza a técnica introduzida por Zisman e 

colaboradores (159) sendo um método muito usado para caracterizar superfícies de polímeros. 
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A tensão crítica (  ) é um parâmetro obtido através da medida do ângulo de contato 

( ) de líquidos diferentes em uma mesma superfície.  Um gráfico do      em função da 

tensão de superfície dos líquidos é construído.  A projeção do intercepto da reta que melhor se 

ajusta aos pontos do gráfico e o          fornece o valor de    da superfície estudada. A 

Figura 4.2 ilustra o gráfico apresentado por Zisman para o polietileno (PE). 

Figura 4.2: Gráfico para o polietileno apresentado no artigo original de Zisman. A projeção do intercepto  

                        entre a reta que melhor se ajusta aos dados experimentais e o          fornece a tensão 

crítica de superfície (          ) para o polietileno. Fonte: (159).  

Embora álcool e água interajam com a superfície polimérica, o método é usual entre a 

comunidade de biomateriais, bem como em outras áreas onde o controle das propriedades de 

superfície é importante. Valores de    para vários polímeros são tabulados no Polymer 

Handbook (160). O ângulo de contato é extremamente sensível às características da superfície 

sólida sendo uma técnica poderosa para investigação de superfícies de polímeros.  

4.3.3. Procedimento experimental para medida de ângulo de contato  

As medidas do ângulo de contato (θ) têm sido amplamente utilizadas para avaliar as 

propriedades superficiais dos materiais, tais como, tensão superficial crítica, componentes 

dispersivas e polares da energia superficial livre, interações ácido-base na superfície, 

cristalinidade superficial, orientação superficial dos grupos funcionais, rugosidade superficial 

e molhabilidade (161). 

Existem vários métodos para medir o ângulo de contato e diversos equipamentos 

comerciais disponíveis no mercado. Entretanto, a técnica de medição pode ser executada com 
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uma montagem experimental que inclui conjuntos de lentes, fonte de luz e anteparo. Esta 

abordagem é de fácil acesso e pode ser configurada em qualquer laboratório. Esta proposta foi 

introduzida por Galembeck (162) e os resultados concordam com aqueles obtidos através de 

equipamentos mais sofisticados.  

Neste estudo as medidas do ângulo de contato nos polímeros de PE e de enxerto (PE-

e-HEMA) seguiram o procedimento de projeção e de sombra proposto por Galembeck. Para o 

sistema de lentes e projeção foi utilizado um projetor comercial de slides fotográficos da 

marca Bikoh (Japan) modelo SL-811 35mm. A Figura 4.3 ilustra o sistema ―home made‖ 

montado no laboratório. 

Figura 4.3: Sistema de medição do ângulo de contato ―home made‖: 

 (a) projetor; (b) porta amostra; (c) anteparo. 

Durante o procedimento de medida as temperaturas do ambiente e na plataforma da 

amostra foram mantidas em 25 
0
C, em razão de os dados da tensão superficial dos líquidos 

puros (γL) serem encontrados tabelados nesta temperatura.    

Foi depositada uma gota de 10 µL de solvente sobre a superfície sólida e as medidas 

das dimensões foram tomadas em seguida.  A Figura 4.4 ilustra a imagem da gota projetada 

no anteparo e as marcações dos catetos do triângulo para o cálculo do ângulo de contato.  

 

(a) 

(b) 

(c) 
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Figura 4.4: Medidas do ângulo de contato: gota de água sobre um filme de PE e projeção da sombra 

                  no anteparo. O ângulo é calculado pela medida dos catetos do triângulo retângulo traçado na no 

papel de projeção da imagem. 

As medidas das dimensões dos catetos do triângulo foram realizadas com paquímetro 

da marca Digimess com goniômetro de dez divisões. A Equação (4.9) foi utilizada para o 

cálculo do ângulo. 

 

                    
 

 
                                                      (4.9) 

 

Para o cálculo da energia de superfície pelo gráfico de Zisman foram utilizados cinco 

solventes em estado puro: água destilada, óleo de rícino, glicerol, N,N-dimetilformamida e 

dicloroetano com especificação definida no item 4.1 materiais, e utilizados como recebidos.  

Os valores da tensão superficial de cada solvente (γL) utilizados para construção do 

gráfico de Zisman foram obtidos do Handbook of Chemistry and Physics (163). O programa 

Origin 8.0 foi usado para traçar os gráficos de Zisman e determinar a tensão crítica da 

superfície (γc) dos filmes de PE e das membranas de PE-e-HEMA. 
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4.4. CARACTERIZAÇÃO DA SUPERFÍCIE POR FTIR   

4.4.1. Procedimento de medida dos espectros de FTIR 

A análise dos espectros de infravermelho por transformada de Fourier (Infra red 

Fourier Transform – FTIR) é uma técnica espectroscópica vibracional que avalia os grupos 

funcionais presentes nas amostras. Os espectros FTIR constituem a impressão digital de uma 

molécula. A comparação com os valores de uma biblioteca de frequências características de 

diferentes grupos funcionais possibilita obter informações sobre a composição e estrutura 

molecular da amostra. 

Os ensaios de espectroscopia de infravermelho foram realizados no espectrofotômetro 

com transformada de Fourier (FTIR) no equipamento da Perkin Elmer série 100, instalado no 

laboratório de Biomateriais. A aquisição e manipulação dos espectros foram realizadas através 

dos programas (software) Spectrum 100 instalado em um computador acoplado ao 

equipamento. 

Os espectros FTIR dos filmes de PE e das membranas de copolímero PE-e-HEMA, 

assim como dos polímeros PHEMA foram obtidos diretamente das amostras sólidas no 

acessório universal de refletância total atenuada (Universal – ATR) do espectrofotômetro 

Perkin Elmer. A espectroscopia de reflectância total atenuada é uma técnica que permite a 

análise de amostras sem a necessidade da preparação tradicional. Todos os espectros foram 

obtidos à temperatura ambiente, com uma resolução de 4 cm
-1

, no intervalo entre 650 – 4000 

cm
-1

, e com uma acumulação de dezesseis varreduras. 

4.4.2. Espectroscopia de refletância total atenuada 

O acessório de refletância total atenuada (Attenuated total reflectance - ATR) elimina 

a necessidade de células de transmissão e pastilhas ao efetuar medições em materiais líquidos, 

semi-sólido e sólidos. A espectroscopia de ATR funciona especialmente bem para amostras 

opacas. A técnica fornece informações sobre as propriedades da superfície dos materiais e 

pode ser útil para análise qualitativa e medidas quantitativas (164). 

A espectroscopia ATR utiliza o fenômeno da reflexão interna total. Um feixe de 

radiação passa através de um cristal e sofre reflexão interna total através dele. Uma pequena 

fração da radiação penetra a superfície da amostra posicionada na superfície do cristal. Parte 

da radiação é absorvida pela amostra, em consequência, há uma redução na intensidade do 
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feixe refletido. A Figura 4.5 ilustra a interface entre o cristal do acessório ATR e a amostra, 

assim como os feixes de radiação refletidos (164). A profundidade de penetração do feixe 

radiante por ATR é função do comprimento de onda, índice de refração do cristal e o ângulo 

de incidência do feixe. 

Figura 4.5: Acessório ATR: interface entre o cristal, a amostra e os feixes de radiação refletidos. Fonte: (164) 

A radiação de penetração é chamada de onda evanescente. A onda evanescente criada 

se projeta apenas poucos micrômetros além da superfície do cristal. A profundidade de 

penetração da onda depende do material analisado. A onda evanescente formada decai 

rapidamente a partir de curtas distâncias (µm) da superfície do cristal. Por conseguinte, um 

bom contato entre o cristal e a amostra deve ser mantido durante a execução das medidas em 

ATR. Com frequência os accessórios ATR empregam um braço de pressão para manter o 

contato próximo entre a amostra e o cristal (164).  

O acessório instalado no espectrofotômetro Perkin Elmer do laboratório de biomateriais 

utiliza um UATR universal (Universal - ATR). O UATR é um acessório versátil e ideal para 

análise de sólidos, líquidos, pastas e geles. O UATR emprega um cristal DiCompTM, que é 

composto por uma ATR de diamante com um elemento de seleneto de zinco (ZnSe) em 

contato direto com o diamante como ilustrado na Figura 4.6. Um elemento de foco fornece a 

interface óptica para a radiação infravermelha dos cristais. O cristal DiComp alia a dureza e a 

resistência química do diamante com o menor custo do ZnSe (164). 

Ambos os componentes do DiComp ATR têm índice de refração semelhante. A 

radiação penetra a superfície da amostra em contato com o diamante por uma extremidade e 

por reflecções sucessivas emerge na outra face do cristal.  

Metal 

Amostra 

Radiação de infravermelho 
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Figura 4.6: Esquema de um cristal DiCompTM, composto por um elemento de seleneto de zinco (ZnSe)  

                     em  contato direto com o diamante. A amostra é colocada sobre o diamante. Fonte: (164) 

A reflexão difusa é um processo complexo que ocorre quando um feixe de radiação 

atinge a superfície. Como a superfície de cada partícula da amostra está orientada 

aleatoriamente a radiação é refletida em todas as direções. Contudo, na maioria dos casos a 

intensidade da radiação refletida independe do ângulo de observação e a técnica ATR-FTIR é 

extremamente eficaz para obtenção de espectros vibracionais.  

4.5. MICROSCOPIA ELETRÔNICA DE VARREDURA (MEV) 

A análise morfológica para avaliação das modificações microestruturais da superfície 

dos filmes de PE e das membranas de copolímeros PE-e-HEMA foi realizada por microscopia 

eletrônica de varredura (MEV). As micrografias foram obtidas no microscópio eletrônico da 

Shimadzu modelo SS 550 com resolução máxima de 3,5 nm e magnificância de 20 a 

300.000x e com aceleração do feixe de 0,5 a 30 KeV. 

As amostras foram cobertas com uma fina película de ouro antes da análise, no 

equipamento Ion Coater da Shimadzu. As amostras do filme e membranas foram fixadas no 

suporte metálico do MEV com resina e todo conjunto foi metalizado por 10 minutos sob 

pressão reduzida de 15 Pa e corrente de 6 mA . 

Neste estudo foram obtidas micrografias com magnificância de x3000 e x14000 dos 

filmes de PE e das membranas de PE-e-HEMA nas concentrações do monômero de 20 e 40%. 

Foram analisadas amostras das superfícies e do perfil das membranas.  

Metal Diamante 

Cristal de ZnSe 
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Para as medidas do perfil foram cortados das membranas fragmentos de 1 mm de 

largura, os quais foram posicionados na posição perpendicular ao suporte. Este procedimento 

permitiu a visualização do perfil do enxerto e a medida precisa da sua espessura.  

Com o objetivo de avaliar a constituição dos elementos químicos presentes nos filmes 

foi utilizado o acessório de microanálise de energia dispersiva por raios X (SEDX). Este 

acessório, acoplado ao MEV possibilita análise quantitativa dos elementos presentes nas 

amostras. No estudo dos copolímeros foram feitas varreduras das superfícies e dos perfis das 

amostras. 

4.5.1. Microanálise de energia dispersiva por raios X (SEDX) 

O acessório para microanálise por varredura dispersiva de Raios X (Scanning energy 

dispersive X-ray analysis - SEDX) é acoplado ao MEV. Ele detecta raios X característicos, 

emitidos de uma região microscópica da amostra quando bombardeada por um feixe de 

elétrons. As linhas de raios X especificam o número atômico da amostra e o seu comprimento 

de onda pode ser utilizado para identificar o elemento que emite a radiação (165). 

O feixe de elétrons produzido pelo MEV é suficientemente energético para ionizar 

camadas profundas dos átomos e produzir a emissão de raios X. A resolução espacial da 

análise depende da energia de raios X detectada e da natureza do material. Entretanto, a 

análise SEDX não é capas de detectar o elemento H devido a sua baixa energia da transição. A 

Figura 4.7 ilustra, de forma esquematizada, o processo de excitação de elétrons para produção 

de raios X. 

A técnica de SEDX considera o princípio de que a energia de um fóton (E) está 

relacionada com a freqüência eletromagnética (ν) pela relação E = hv, onde h é a constante de 

Planck. Fótons com energias correspondentes a todo espectro de raios X atingem o detector de 

raios X quase que simultaneamente, e o processo de medida é rápido, o que permite analisar 

os comprimentos de onda de modo simultâneo. 
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Figura 4.7: Processo de excitação de elétrons e emissão de Raios X. Adaptado da Fonte: (165) 

Através da análise dos picos obtidos no espectro podem ser determinados os elementos 

presentes na amostra. O esquema do detector utilizado para captação dos raios X na técnica de 

espectroscopia por dispersão de energia (SEDX) é mostrado na Figura 4.8. 

Figura 4.8: Esquema de detecção pela técnica SEDX. Adaptado da Fonte: (165). 

O programa computacional ligado ao detector determina a energia dos fótons 

recebidos e traça gráficos com a abscissa sendo a energia dos fótons (keV) e a ordenada o 

número de fótons recebidos (contagens). O tempo necessário para adquirir o espectro de boa 

qualidade fica em torno de 2 minutos. A interpretação dos espectros é facilitada por uma base 

de dados que contém, para cada elemento, as energias e a intensidade das raias que as 

produziu. É possível localizar, para cada energia do espectro, a lista dos elementos que 

possuem uma raia neste domínio energético (165). 
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4.6. CALORIMETRIA EXPLORATÓRIA DIFERENCIAL 

A análise térmica estuda as propriedades dos materiais em função da temperatura. 

Quando um material é submetido a um grande intervalo de temperatura pode sofrer alterações 

físicas ou químicas, as quais são acompanhadas pela perda ou absorção de energia sob a 

forma de calor. Podem ainda observar-se variações da condutibilidade elétrica ou 

termomecânica dos materiais (166). 

A análise térmica possibilita a caracterização qualitativa e quantitativa, num intervalo 

de temperatura pré-definido sob rigorosos regimes de aquecimento e resfriamento, com um 

consumo mínimo da amostra (0,1 µg – 10 mg). A sua eficiência e produtividade tornou-a uma 

ferramenta fundamental nos estudos das temperaturas de transição de fase e de caracterização 

da decomposição de materiais poliméricos para uso na medicina (167). 

Utilizando uma amostra de referência, termicamente inerte ou com elevado ponto de 

fusão, a técnica de calorimetria exploratória diferencial (Differencial scanning calorimetry  – 

DSC) registra a variação da temperatura da amostra relativamente à de referência, enquanto 

ambas são submetidas a um programa de aquecimento. 

Sempre que a amostra absorve calor haverá um pico endotérmico. Em polímeros esse 

pico endotérmico pode ocorre na temperatura de transição vítrea (glass temperature – Tg) ou 

também na temperatura de fusão (melt temperature – TM), neste último caso associada à 

entalpia de fusão (ΔHM). 

A entalpia de fusão do polímero está relacionada com a energia necessária para 

quebrar as ligações intermoleculares, e pode ser usada para avaliar a sua cristalinidade. Assim, 

polímeros mais cristalinos, possuem ligações intermoleculares mais fortes e em maior 

número. Portanto, temperaturas e entalpias de fusão mais elevadas (168). 

A determinação da temperatura de fusão e respectiva entalpia específica das diferentes 

amostras analisadas, polímero original PE e copolímeros PE-e-HEMA, foi realizada num 

equipamento da Shimadzu modelo DSC 60. As amostras, de peso compreendido entre 3 e 5 

mg foram seladas hermeticamente em cápsulas de alumínio à temperatura ambiente de 25
o
C. 

A taxa de aquecimento foi de 10
o
C/min varrendo de -60 a 180

o
C. Como material de referência 

na plataforma de aquecimento do DSC foi utilizado uma cápsula de alumínio vazia, selada 

hermeticamente. 
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4.7. ROTA DE SÍNTESE DA MEMBRANA DE PE-E-HEMA E 

        IMOBILIZAÇÃO DE ANTI-IgG   

Como preparação prévia para a imobilização de anti-imunoglobulinas (anti-IgG) as 

membranas de copolímero de PE-e-HEMA receberam imobilização de sais de Ferricianeto 

(K3[Fe(CN)6] e Ferrocianeto de potássio trihidratado (K4[Fe(CN)6]3H2O), ambos na 

concentração de 10 mM, preparados em solução tampão de PBS pH 7,4. Esta combinação 

resulta no composto de coordenação Azul da Prússia. A função da adsorção prévia do Azul da 

Prússia é a de aumentar a condutividade da superfície das membranas.  

A imobilização do composto de coordenação Azul da Prússia foi feita por adsorção 

física. Os filmes modificados PE-e-HEMA foram imersos na solução por 120 minutos. Para 

estabelecer o tempo de adsorção foram feitas adsorções entre 10s e 6 horas e nenhuma 

mudança significativa na condutividade das membranas foi observada para adsorções com 

tempo de imersão superior a 120s. 

Finalmente foi efetuada a imobilização de anti-IgG sobre o copolímero de PE-e-

HEMA. A imobilização da anti-IgG seguiu o mesmo procedimento utilizado para adsorção 

dos sais de Ferro. A anti-IgG humana foi preparada em solução tampão PBS pH 7,4 na 

titulação de 10 mg/mL. A titulação foi escolhida considerando o critério de afinidade do 

antígeno-anticorpo desenvolvido por Becker (169). 

Para as medidas de resposta elétrica foram preparadas imunoglobulinas IgG humana 

com concentrações de 2, 7, 16 e 32 mg/mL em solução de PBS pH 7.4. Essas concentrações 

cobrem toda a faixa do nível normal de IgG no sangue humano que variam de 7 a 12 mg/mL. 

Valores de IgG acima de 16 mg/mL caracterizam uma resposta imunológica para infecções 

(170,171). 

Após a descrição de todas as técnicas de síntese e caracterização empregada no 

desenvolvimento deste estudo será apresentada a sequência do processo de construção dos 

copolímeros PE-e-HEMA com topologia escova. 

A rota completa de construção das membranas seguiu quatro passos. A primeira etapa 

consistiu na síntese dos copolímeros através da radiação por raios gama. Em seguida, os 

copolímeros foram submetidos a um processo de lavagem e secagem. A terceira etapa 

consistiu da imobilização dos sais de ferro. Finalmente foram adsorvidas na superfície porosa 

das membranas a anti-IgG humana. A Figura 4.9 ilustra as etapas da geração das membranas 

biossensores chamados de sistema (PE-e-HEMA – [Fe
+3

[Fe
+2

(CN)6]
-
– anti-IgG). 
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Figura 4.9: Rota de síntese do sistema (PE-e-HEMA – [Fe
+3

[Fe
+2

(CN)6]
-
– anti-IgG).  
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4.8. MEDIDAS ELÉTRICAS EM CORRENTE CONTÍNUA  

Os filmes de PE-e-HEMA desenvolvidos neste estudo tem por finalidade a aplicação 

em biossensores. Assim, a membrana transdutora deverá ser ligada a contatos elétricos e 

disposto em uma fita de teste acoplável a dispositivos eletrônicos. Deste modo, a membrana 

poderá atuar como um transdutor para aquisição de sinal eletroquímico. A Figura 4.10 ilustra 

a configuração prevista para o uso das membranas de PE-e-HEMA. 

 

 Figura 4.10: Configuração prevista para as lâminas de teste utilizando membranas de PE-e-HEMA. 

Tendo em vista que a maior parte dos circuitos eletrônicos baseados na tecnologia do 

Si utiliza corrente contínua para operação, todos os ensaios de caracterização elétrica foram 

realizados em regime de corrente contínua com um multímetro-fonte (Source meter) Keithley. 

Todas as medidas foram realizadas à temperatura de 25
o 
C no laboratório de biomateriais. 

Um multímetro-fonte marca Keithley modelo 2612 de dois canais foi conectado aos 

filmes PE e membranas de PE-e-HEMA na configuração de dois pontos. Foram usados para 

conexão cabos coaxiais com terminais de garras planas. Os filmes foram cortados em 

dimensões de 10x10 mm e a conexão com a garra foi realizada em toda lateral da membrana, 

como ilustra a Figura 4.11. 

Figura 4.11: Esquema de conexão das membranas com o multímetro utilizado nas medidas elétricas. 
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Foram feitas medidas de corrente em função da tensão aplicada no regime de rampa 

linear na faixa de 0 a 5V cc. Também foi utilizado um potencial constante de 3V para 

determinação de variações da corrente em função de concentrações de imunoglobulinas IgG. 

Todas as medidas elétricas foram realizadas com repetição mínima de três vezes para 

assegurar a reprodutibilidade das medidas dentro da margem de erro experimental. 

Uma caixa com isolamento metálico, ilustrada na Figura 4.12, foi confeccionada com 

a função de proteger a membrana de radiações eletromagnéticas durante as medidas. Desta 

forma, a resposta das membranas transdutoras foi exclusivamente devida às reações 

bioquímicas em sua superfície. 

Figura 4.12: Caixa metálica usada para isolamento eletromagnético das membranas durante  

as medidas de caracterização elétrica. 

Os filmes de PE originais e as membranas PE-e-HEMA com 20 e 40% do monômero 

foram caracterizadas eletricamente no regime seco, no regime úmido em soluções de PBS pH 

7.4 e em soluções de PBS contendo concentrações de imunoglobulinas IgG (2 a 32 mg/mL). 

No regime úmido, após cada imersão de 120s em solução, a membrana foi seca em papel de 

filtro utilizando a técnica do ―mata-borrão‖. Para a resposta de corrente em função da 

concentração de IgG foi usada uma mesma membrana PE-e-HEMA. Entre cada medida de 

concentração distinta a membrana foi lavada em solução de PBS. Após cada lavagem uma 

medida de prova foi realizada com a membrana umedecida somente em solução de PBS. Este 

procedimento foi adotado para verificar a existência de um fator acumulativo nas medidas das 

concentrações de IgG. 
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CAPÍTULO 5 — RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1. MEDIDAS DE ÂNGULO DE CONTATO  

A enxertia do HEMA na superfície do PE gerou mudanças significativas nas 

propriedades físico-químicas do polímero original como avaliadas através da medida do 

ângulo de contato. Para os filmes de PE, obteve-se um ângulo de contato igual a 66,43
o
 para o 

solvente água. A Tabela 5.1 relaciona os ângulos de contato dos cinco solventes utilizados 

para determinação da energia de superfície dos filmes de PE original. 

Tabela 5.1: Ângulo de contato para solventes sobre a superfície dos filmes de PE original.  

Solvente 
Ângulo de contato θ 

(graus) a 25 
o
C 

Cos θ 
Energia de superfície do 

solvente γL (10
-3

N/m) a 25 
o
C 

Água 66,43 ± 0,01 0,40 ± 0,01 72,0 

Óleo de rícino 18,27 ± 0,02 0,95 ± 0,03 54,9 

Glicerol 61,29 ± 0,01 0,48 ± 0,01 64,0 

Dimetilformamida 25,92 ± 0,02 0,90 ± 0,02 36,0 

Dicloroetano 0,00 1 32,0 

γL : valores consultados na Fonte (163). 

O gráfico de Zisman para o cálculo da tensão superficial do filme de PE original é 

mostrado na Figura 5.1. O ângulo de contato nulo expresso por cosθ=1 representa a total 

absorção do solvente pelo filme.  

Figura 5.1: Gráfico de Zisman para o PE: a projeção do intercepto da reta ligando os valores do ângulo de 

                    contato para cada solvente e o cosθ=1 fornece a energia superficial para o PE ( γ = 33,2 mN/m). 
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A tensão superficial obtida para o filme de PE original (γ = 33,20 ± 0,10) mN/m 

apresentou uma diferença de menos de 3,4% do valor encontrado na literatura para o 

polietileno de  (γ = 31,0 mN/m) (159). O que demonstra a eficácia do método ―home made‖ 

configurado no laboratório de biomateriais. Os gráficos de Zisman para dos copolímeros de 

PE-e-HEMA são ilustrados na Figura 5.2. 

Figura 5.2: Gráficos de Zisman para os copolímeros PE-e-HEMA: (a) concentração de 20% e (b) 40%. 

As membranas de PE-e-HEMA apresentaram um aumento na tensão superficial em 

relação ao filme original de PE, como mostrado na Tabela 5.2.  

Tabela 5.2: Ângulo de contato para a água sobre a superfície do filmes de  PE e membranas de PE-e-HEMA.  

Amostra 
Ângulo de contato θ para água  

(graus) a 25 
o
C  

Energia de superfície γPE 

(10
-3

N/m) a 25 
o
C 

PE original 66,43 ± 0,01 33,20 ± 0,10 

PE-e-HEMA 20 63,82 ± 0,02 34,76 ± 0,06 

PE-e-HEMA 40 47,09 ± 0,01 45,0 ± 0,06 

 

Como pode ser observado, o ângulo de contato diminuiu, à medida que o porcentual 

de enxertia aumentou, demonstrando que um alto percentual de enxertia tornou a superfície 

do PE mais hidrofílica. Este efeito se deve ao monômero HEMA um polímero com 

característica hidrofílica. Alguns grupos contendo oxigênio presentes no HEMA são 
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introduzidos na superfície, aumentando consequentemente sua energia superficial e 

melhorando sua molhabilidade, devido à formação de grupos hidrofílicos. 

O comportamento hidrofílico medido pelo ângulo de contato com a água acompanhou 

o aumento da tensão superficial das membranas de PE com a enxertia do HEMA, ilustrado na 

Figura 5.3.  

Figura 5.3: Variação no ângulo de contato e energia livre de superfície em função do percentual  

                  de enxertia do monômero HEMA nas superfícies de PE sintetizados neste estudo.  

5.3. ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO (FTIR) 

A análise por FTIR nos filmes de PE original e nas membranas de copolímero de PE-e-

HEMA preparados neste estudo, baseou-se na identificação das principais bandas de absorção 

vibracional associadas aos grupos funcionais presentes nas moléculas. 

Na Figura 5.4 é ilustrado o espectro FTIR do PE original, das membranas de copolímero 

PE-e-PHEMA de 20% e do monômero HEMA. No espectro do PE original aparecem as principais 

bandas de absorção vibracionais do polietileno. A primeira próxima dos 2900 cm-1 devido ao 

estiramento assimétrico da ligação C–H e a segunda em 1471 cm-1 referente à deformação angular 

também da ligação C–H. Essas bandas são características dos alcanos (hidrocarboneto saturado 

com ligações simples). Uma banda única é observada na região dos 717 cm-1, associado ao 

movimento de rotação (rocking) do –CH2 caracterizando a amostra como um polietileno amorfo. 

Não existe nesta região a formação de um dupleto que seria indicativo da presença das regiões de 

maior cristalinidade no PE (172) 
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.Figura 5.4: Espectros de FTIR obtidos do monômero HEMA, dos filmes de PE e das membranas  

de copolímero PE-e-HEMA 20. 

A tabela 5.3 relaciona as principais bandas de absorção vibracionais no monômero HEMA 

e na membrana de PE-e-HEMA, características dos polímeros metacrílicos. 

Tabela 5.3: Bandas de absorção vibracionais no monômero HEMA e na membrana de PE-e-HEMA.  

Ligação Absorção (cm
-1

) 
 

Característica 

–CH2 750 rotação 

C–O 1155 estiramento  

C–O 1072 estiramento  

C=C 1630 estiramento 

C=O 1715 estiramento do grupo carbonila 

O–H 3600-3200 ligações de hidrogênio 

Fonte: (172) 
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No monômero HEMA as bandas presentes nas regiões de 3423cm-1 e 1715cm-1 são 

atribuídas, respectivamente, aos grupos –OH e C=O. Estas bandas também podem ocorrer devido 

às ligações entre os grupos hidroxila do HEMA enxertado e moléculas de água absorvidas da 

atmosfera, no momento da análise (172). 

Na membrana de copolímero de enxerto PE-e-HEMA observa-se o desaparecimento da 

banda de 717 cm-1 (–CH2) presente no PE e da banda de 1630 cm-1 (C=C) presente no monômero 

HEMA. A ausência destas bandas evidencia o efeito da radiação γ e do enxerto do HEMA no 

substrato de PE. As outras duas bandas do PE estão presentes na membrana de copolímero PE-e-

HEMA, porém, aparecem com a intensidade de transmitância reduzida e um pequeno 

deslocamento para a esquerda. 

5.4. MICROSCOPIA ELETRÔNICA DE VARREDURA (MEV) 

As superfícies do filme de PE e das membranas de copolímero PE-e-HEMA foram 

caracterizadas por microscopia eletrônica de varredura (MEV). Observa-se o aparecimento de 

rugosidade na superfície da matriz de PE após o processo de enxertia do HEMA. Observa-se 

também no PE-e-HEMA  um grande número de poros ao contrário daquela observada no 

polímero base com uma superfície completamente lisa, ilustradas na Figura 5.5. 

Figura 5.5: Micrografias da superfície dos filmes de PE original (a), e das membranas de copolímero PE-e-

HEMA (b) na concentração de 20% de monômero. 

A superfície rugosa das membranas de copolímero PE-e-HEMA sintetizadas neste 

estudo apresentaram topografia bastante uniforme e regular. Estes resultados se diferenciam 

daqueles encontrados na literatura para o PE-e-HEMA (173,174) em que a superfície 

apresenta estados de agregação dispersos e com porosidade desuniforme. 

(a) (b) 
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Na copolimerização por raios gama utilizando a concentração de 20 % do monômero 

observa-se uma tendência da projeção dos conjuntos de cadeias na direção normal à superfície 

como pode ser vista na Figura 5.5 (b). Entretanto, nas membranas com a concentração de 40% 

esta projeção não foi tão significativa, como ilustra a Figura 5.6 (b). 

 

 

Figura 5.6: Micrografias da superfície dos filmes de PE original (a), e das membranas de copolímero PE-e-

HEMA (b) na concentração de 40% de monômero. 

O efeito da projeção dos conjuntos de cadeias pode ser melhor visualizado nas 

micrografias de perfil. A Figura 5.7 ilustra o perfil do filme de PE original e das membranas 

de copolímero PE-e-HEMA na concentração de 20% do monômero. Para a realização destas 

micrografias o filme de PE e as membranas de PE-e-HEMA foram cortadas com lâmina à 

temperatura ambiente de 25 
o
C. 

 

Figura 5.7: Micrografias do perfil do filmes de PE original (a), e das membranas de copolímero  

PE-e-HEMA (b) na concentração de 20% de monômero. 

(a) (b) 

(a) (b) 
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Nas micrografias de perfil das membranas de copolímero PE-e-HEMA (Figuras 5.7 b 

e 5.8 b) fica mais nítida a projeção do conjunto de cadeias na direção normal ao substrato com 

a formação de semi-esferas. Também pode ser observada a formação de porosidade. A 

distribuição desses poros é uniforme nas semi-esferas. Esta formação pode vir a ser benéfica 

para a imobilização de biomoléculas na superfície da membrana, contribuindo para um 

melhor desempenho do dispositivo biossensor a ser projetado. 

Figura 5.8: Micrografias do perfil do filmes de PE original (a), e das membranas de copolímero  

PE-e-HEMA (b) na concentração de 40% do monômero.  

Nas micrografias da Figura 5.9 o perfil das membranas com aumento de 14.000x é 

possível identificar a formação semi-esférica do conjunto de cadeias e a distribuição de poros. 

A membrana de copolímero PE-e-HEMA 20 apresentou maior número de poros do que o PE-

e-HEMA 40. Contudo, o diâmetro dos poros foi maior no PE-e-HEMA 40.  

 

Figura 5.9: Micrografias do perfil da membranas de copolímeros: (a) PE-e-PHEMA 20 e   

(b) PE-e-HEMA 40. 

(a) (b) 

(a) (b) 
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O aparecimento da projeção dos conjuntos de cadeias pode ser devido a efeitos de 

tensão superficial surgida no processo de enxertia. Entretanto, esta observação só poderá ser 

confirmada por outras técnicas de análise como a absorção de raios X em baixo ângulo 

(NEXAFS), não utilizada neste estudo.  

5.4.1. Análise de energia dispersiva por raios X (SEDX) 

A Figura 5.10 mostra o espectro SEDX da membrana de PE-e-PHEMA 20 e do filme 

de PE original. Para melhor visualização dos gráficos foram suprimidos os picos 

correspondentes ao elemento Au utilizado na metalização das amostras. 

Figura 5.10: Espectros SEDX das membranas de copolímero PE-e-HEMA 20 (a) e PE original (b)  

O que diferencia os dois espectros da microanálise é o aparecimento do elemento 

oxigênio na membrana de copolímero PE-e-HEMA, inexistente no PE original. O mesmo 

padrão do espectro SEDX é revelado na membrana de copolímero PE-e-HEMA 40 e ilustrado 

na Figura 5.11 

Figura 5.11: Espectros SEDX das membranas de copolímero PE-e-PHEMA 40 (a) e PE original (b). 

A análise SEDX fornece o cálculo quantitativo de cada elemento em porcentagem de 

peso (W%). A tabela 5.4 relaciona o percentual relativo para os elementos químicos obtida 

pela análise SEDX presentes nos filmes de PE, de nas membranas de PE-e-HEMA . 

(a) (b) 

(a) (b) 
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Tabela 5.4: Composição química dos filmes de PE e das membranas de PE-e-HEMA obtida por análise de 

energia dispersiva (SEDX) no microscópio eletrônico de varredura.  

Amostra 
Carbono C 

W% 

Oxigênio O 

W% 

Ouro Au 

W% 

PE original 20,31 - 79,69 

PE-e-HEMA 20 9,50 8,93 81,57 

PE-e-HEMA 40  18,60 20,51 60,89 

5.5. ANÁLISE TÉRMICA POR DSC 

O comportamento térmico das amostras de polímero original PE, e copolímeros PE-e-

HEMA caracterizado através da técnica de calorimetria exploratória diferencial (DSC), 

permitiu avaliar a estabilidade estrutural das membranas poliméricas. 

As membranas de PE-e-HEMA sintetizadas neste estudo apresentaram esta 

estabilidade estrutural como ilustrado nos termogramas das Figuras 5.13 e 5.14, comparativas 

com o termograma do substrato de PE ilustrado na Figura 5.12. 

Figura 5.12: Termograma de calorimetria exploratória diferencial (DSC) do filme de PE original. 

A temperatura de transição vítrea (Tg) manifesta no termograma DSC como um salto 

de capacidade calorífica, produzindo um degrau na linha da energia em função da 

temperatura. Abaixo desta temperatura os movimentos moleculares são reduzidos e o 

polímero adquire o estado sólido rígido. Outro parâmetro térmico importante é a temperatura 
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de fusão (Tf), caracterizada pelo estado molecular desordenado. A temperatura de transição 

vítrea e a temperatura de fusão definem o limite térmico inferior e superior de estabilidade 

mecânica. A Figura 5.13 ilustra o termograma de DSC para a membrana de PE-e-HEMA 40.  

Figura 5.13: Termograma de calorimetria exploratória diferencial (DSC) da membrana de PE-e-HEMA40. 

O aumento na entalpia de fusão (∆HM) observada nos novos copolímeros PE-e-HEMA 

indica que houve uma maior organização estrutural devido às ligações entre a matriz do PE e 

o HEMA. Entretanto, praticamente não ocorreu diferença na temperatura de fusão de 109,11 

entre o filme original PE e as membranas de copolímeros.  

Figura 5.14: Termograma de calorimetria exploratória diferencial (DSC) da membrana de PE-e-HEMA 20. 
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Os parâmetros do comportamento térmico do polímero calculados nos termograma de 

DSC como temperaturas de transição vítrea (Tg), temperatura de fusão (TM) e entalpia de 

fusão (∆HM) estão apresentado na tabela 5.5. 

Tabela 5.5: Parâmetros térmicos do filme de PE original e membranas PE-e-HEMA 20 e 40.  

Amostra Tg (
0
C) TM(

0
C) 

∆HM  

mJ                 J/g 

PE -1.38  109,11 - 98,61 -29,94 

PE-e-HEMA 20  - 109,30 -187,48 -32,41 

PE-e-HEMA 40 -20,26 108,71 -157,20 -32,84 

Tg:  transição vítrea,  TM : temperatura de fusão e ∆HM: entalpia de fusão 

A Tg das membranas de copolímero PE-e-HEMA ficou abaixo da encontrada na 

literatura para o PE (-125 a -80 
o
C) (160). Os copolímeros PE-e-HEMA possuem estabilidade 

térmica na faixa de temperatura de trabalho de biossensores (10 a 50 
o
C). 

5.6. CARACTERIZAÇÃO ELÉTRICA 

As medidas da corrente em função de tensão para os filmes de PE e membranas de 

copolímeros PE-e-HEMA com a topologia escova no regime seco exibiram o comportamento 

típico de um material dielétrico. O gráfico da Figura 5.15 ilustra uma grande dispersão de 

pontos. Esse padrão é semelhante ao medido pela fonte Keithley em circuito aberto. 

Figura 5.15: Curva IxV das membranas de copolímero PE-e-HEMA medida no regime seco. 
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Após terem sido umedecidos em solução tampão fosfato (PBS) em pH 7,4 as 

membranas de copolímeros apresentaram boa condução de corrente. Contrariamente, os 

filmes de PE originais não mudaram o seu padrão dielétrico mesmo na presença de soluções 

em sua superfície.  

Os membranas de PE-e-HEMA apresentaram na caracterização elétrica a característica 

amperométrica, quando em contato com soluções de eletrólitos. Ou seja, para diferentes 

concentrações do analito (IgG) foram obtidas respostas de variação de corrente. O 

comportamento amperométrico das membranas biossensoras se manteve estável nas medidas 

com solução de PBS pH 7,4 e nas soluções com concentrações variadas de IgG, para as 

condições experimentais empregadas. 

A adsorção de sais de Ferricianeto ([Fe(CN)6]
-3

) e Ferrocianeto ([Fe(CN)6]
-4

) melhorou 

a resposta de corrente dos copolímeros PE-e-HEMA. Os íons ferricianeto e ferrocianeto 

adsorvidos na estrutura do polímero escova PE-e-HEMA formam o composto de coordenação 

de valência mista de fórmula Fe
+3

4[Fe
+2

(CN)6].xH2O, conhecido como Azul da Prússia. O 

Azul da Prússia é um hexacianoferrato com estrutura cúbica é de face centrada. Esse 

composto consiste em íons férricos (Fe
+3

) e ferrosos (Fe
+2

) alternados nos sítios do retículo,  

ligados a grupos  
–
CN. O Fe

+2
 é ligado ao carbono e o Fe

+3
 ao nitrogênio, de acordo com a 

representação esquemática de sua célula unitária presente na Figura 5.16. 

Figura 5.16: Modelo da estrutura atômica do Azul da Prússia. Adaptado da Fonte (175). 

Dessa forma, o Azul da Prússia é constituído por núcleos metálicos de Fe
+2

 e Fe
+3

 

alternadamente, sendo intercalados por ligantes ciano em ponte, de modo que cada centro 

atômico de ferro está coordenado a seis grupos ciano. Estes últimos são ligantes de campo 
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forte. A nuvem eletrônica do CN perturba fortemente os níveis de energia de campo ligante do 

metal e seus elétrons de valência, e promove o emparelhamento destes últimos nos orbitais de 

menor energia. O arranjo espacial dos orbitais toma a forma do octaedro (175).  

No caso do polímero escova PE-e-HEMA forma-se o Azul da Prússia ―solúvel‖ cuja 

fórmula estequiométrica é [Fe
+3

[Fe
+2

(CN)6]
-
. O termo ―solúvel‖ diz respeito a uma tendência 

do composto em peptizar. Isto é, o processo de transporte entre fases pelo qual passa um 

determinado colóide ao se misturar com uma fase dispersa. Dessa forma, o Azul da Prússia 

―solúvel‖ quando colocado em contato com um agente dispersante (cadeias de PHEMA) 

apresenta maior facilidade em se dispersar pelo meio (PHEMA). Isto parece ocorrer devido à 

presença de íons potássio, bem como sua mobilidade no meio dispersante (PE-e-HEMA) 

(176).  

A transferência de elétrons entre os átomos de ferro ocorre por meio de diversas 

transições entre níveis de energia das espécies envolvidas, responsáveis pelas transições de 

intervalência. Assim, o Azul da Prússia de um modo geral, possui uma considerável 

condutividade elétrica na faixa dos semicondutores, se enquadrando perfeitamente nesta 

classe de materiais em termos de propriedades elétricas (177). Desta forma a adsorção do 

Azul da Prússia nas membranas de copolímero PE-e-HEMA pode contribuir para o aumento 

da sensibilidade do dispositivo biossensor projetado a partir do polímero escova.  

 A Figura 5.17 ilustra os gráficos comparativos das curvas IxV entre as membranas de 

PE-e-HEMA 20 e 40 puros (○) e as membranas PE-e-HEMA 20 e 40 com [Fe
+3

[Fe
+2

(CN)6]
- 

adsorvidos (♦), medidos no regime úmido em solução de PBS. 

Figura 5.17: Comparativo das curvas IxV das membranas de copolímero PE-e-HEMA 20 e 40 antes (○) e  após 

(♦) a adsorção de Fe
+3

[Fe
+2

(CN)6]
-
, medidos após imersão  em solução de PBS pH 7,4.  
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Para o valor de tensão aplicada 3V a adsorção de Fe
+3

[Fe
+2

(CN)6]
- 
aumentou em 4,5 

µA a corrente das membranas de copolímero PE-e-HEMA 20. Um aumento mais alto de 12,5 

µA ocorreu na membrana de PE-e-HEMA 40 para o mesmo valor de tensão (3V). Tendo em 

vista o aumento da condutividade após a adsorção do Azul da Prússia as medidas de resposta 

amperométrica em relação às concentrações de IgG foram realizadas no sistema composto de 

copolímero, Azul da Prússia e anti-imunoglobulina (PE-e-HEMA – Fe
+3

[Fe
+2

(CN)6] – anti-

IgG).  

A resposta de corrente para a rampa de tensão de 0 a 5V do sistema (PE-e-HEMA20 – 

Fe
+3

[Fe
+2

(CN)6]
-
– anti-IgG), umedecido em soluções de IgG, é ilustrada na Figura 5.18. 

Figura 5.18: Resposta de corrente em função da tensão aplicada no sistema  

(PE-e-HEMA20 – Fe
+3

[Fe
+2

(CN)6]
-
– anti-IgG) para concentrações de IgG de 2, 7, 16, 32 mg/mL.  

A curva de controle PBS serve de base para avaliação de resposta.  

As curvas IxV apresentaram uma tendência para saturação típica do mecanismo de 

condução iônica (178,179). A corrente iônica ilustradas no gráfico da Figura 5.18 foi 

proporcional aos íons resultantes da ligação entre a IgG e a anti-IgG adsorvida na membrana. 

A produção de íons é justificada devido ao fato da membrana, ao ser umedecida com a 

solução de IgG, parte das moléculas da imunoglobulina se ligam por afinidade química com a 

anti-IgG gerando íons que participam do processo de condução. Um comportamento 

semelhante é encontrado em polímeros escova apresentados na literatura (21,79,104,108,180).  

Uma contra prova para verificar a existência deste mecanismo foi realizada tomando-

se os mesmos parâmetros da curva IxV e das concentrações de IgG mas para um sistema sem 
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a imobilização de anti-IgG. Este sistema de prova (PE-e-HEMA – Fe
+3

[Fe
+2

(CN)6] ) não 

apresentou discriminação capaz de diferenciar diferentes concentrações de IgG. 

A estabilidade da resposta amperométrica em um intervalo de tempo necessário para 

leitura de resultados em um biossensor (até 60s) é um fator importante no projeto do 

biossensor. Então, a fim de verificar esta estabilidade foi aplicado um potencial constante de 

3V e novas  medidas de resposta amperométrica foram medidas nas mesmas concentrações de 

IgG utilizadas na medida de rampa e ilustradas na Figura 5.19,  

Figura 5.19: Resposta de corrente para um potencial constante para o sistema  

(PE-e-HEMA20 – Fe
+3

[Fe
+2

(CN)6]
-
– anti-IgG) para concentrações de IgG de  2, 7, 16, 32 mg/mL.  

A resposta de corrente da membrana transdutora permaneceu estável sob a aplicação 

de um potencial constante de 3V até o tempo de 60s. Para o sistema com o PE-e-HEMA 20 

houve uma variação de 30,95 µA no intervalo de 2 a 16 mg/mL de IgG. Embora a relação de 

resposta de corrente não seja linear o resultado corresponde a uma média de 2,21µA por 

mg/mL. Entretanto há uma diferença de 0,2 µA entre as concentrações de 16 e 32 mg/mL, 

indicando que o sistema biossensor (PE-e-HEMA20 – Fe
+3

[Fe
+2

(CN)6]
-
– anti-IgG) tem uma 

sensibilidade reduzida a partir das concentrações de 16 mg/mL. 

O sistema (PE-e-HEMA40 – Fe
+3

[Fe
+2

(CN)6]
-
– anti-IgG) mostrou uma melhor 

sensibilidade para detecção de IgG. O mesmo mecanismo de condução iônica se aplica para o 

sistema com a membrana PE-e-HEMA40. A Figura 5.20 ilustra a resposta de corrente em 

função da tensão aplicada de 0 a 5V, nas mesmas condições empregadas para o sistema 

anterior com a membrana PE-e-HEMA 20. 
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Figura 5.20: Resposta de corrente em função da tensão aplicada no sistema  

(PE-e-HEMA40 – Fe
+3

[Fe
+2

(CN)6]
-
– anti-IgG) para concentrações de IgG de 2, 7, 16, 32 mg/mL.  

A curva de controle PBS serve de base para avaliação de resposta.  

Uma resposta homogênea ocorreu em toda a faixa de tensão medida. Além do que, 

houve nesse sistema com a membrana PE-e-HEMA 40 um aumento significativo nos valores 

da corrente para cada concentração, ilustrado na Figura 5.21, para o potencial constante de 

3V. 

Figura 5.21: Resposta de corrente para um potencial constante no sistema  

(PE-e-HEMA40 – Fe
+3

[Fe
+2

(CN)6]
-
– anti-IgG) para concentrações de IgG de  2, 7, 16, 32 mg/mL. 
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A sensibilidade do sistema com a membrana PE-e-HEMA 40 foi além do limite de 16 

mg/mL observado no sistema com a membrana PE-e-HEMA 20. O que mostra melhor 

desempenho do sistema (PE-e-HEMA40 – Fe
+3

[Fe
+2

(CN)6]
-
– anti-IgG) para a aplicação em 

biossensores na detecção IgG. Deste modo o dispositivo biossensor poderá identificar 

concentrações de IgG diferente daquelas incluídas nas concentrações normais no sangue 

humano que é de 7 a 12 mg/mL (170,171).  

O sistema biossensor (PE-e-HEMA40 – Fe
+3

[Fe
+2

(CN)6]
-
 – anti-IgG) apresentou uma 

variação de corrente de 49,0µA no intervalo de 2 a 16 mg/mL. Comparativamente maior do 

que o sistema com a membrana de copolímero PE-e-HEMA 20. Ademais, houve uma 

diferença de 10,3µA entre as concentrações de 16 e 32 mg/mL, o que indica uma boa 

sensibilidade da membrana também para valores altos de concentração de IgG.  

A resposta amperométrica em função da concentração de IgG nos dois sistemas 

aproximou-se de uma curva logarítmica, como ilustrado na Figura 5.22, com os valores 

medidos no potencial constante de 3V. 

Figura 5.22: Resposta de corrente em função das concentrações de IgG nos sistemas  

(PE-e-HEMA20 – Fe
+3

[Fe
+2

(CN)6]
-
– anti-IgG) no potencial constante de 3V. 

 A barra de erro representa o desvio para quatro repetições. 

Até o momento, poucos biossensores de imunoglobulinas foram reportados na 

literatura. Entretanto, a título de comparação é possível fazer uma referência a biossensores 

similares que utilizam a nanotecnologia e os biossensores amperométricos de glicose. 
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A nanotecnologia tem sido utilizada para a detecção dos limites inferiores de 

imunoglobulinas. Yun e colaboradores (181) desenvolveram um biossensor condutimétrico 

com nanofios de polianilina (PANI) para a detecção de IgG. Neste estudo foram utilizadas 

concentrações de IgG de 5,4 ng/mL a 2,78 µg/mL com uma variação da condutância de 1,0 a 

1,5 µS. A utilização de nanotubos de carbono modificado com aptâmeros em biossensor foi 

reportada por Tamiya e colaboradores (182). A região sensível atuou como porta em um 

transistor de efeito de campo (FET). O dispositivo foi utilizado para a detecção de IgE com 

um limite mínimo de detecção de 250 pM (0,037 mg/mL).  

Quando aplicada em biossensores de glicose a nanotecnologia promove uma melhora 

nos níveis de detecção. Neste sentido, Adronov e colaboradores (183) desenvolveram um 

biossensor conjugado com polieletrólitos para detecção amperométrica de glicose. O 

dispositivo apresentou uma resposta linear para as concentrações de 0,5 a 5,0 mM de glicose 

com uma variação correspondente de corrente de 15 a 60 µA e incremento de 5 µA por mM 

de glicose. 

Até o momento, os biossensores que utilizam filmes finos de PE-e-HEMA, como o 

desenvolvido nesta dissertação, foram estudados unicamente para a detecção de glicose. A 

literatura reporta um biossensor amperométrico com membrana de PHEMA desenvolvido por 

Brahin colaboradores (184). O estudo apresenta um limite máximo de detecção de 4,5 mg/mL 

de glicose e uma corrente correspondente de 12 µA. Outro estudo associando ferroceno e 

PHEMA foi apresentado por Jusoh (129) com um limite de 5,5 mg/mL, porém com a corrente 

máxima de 0,75 µA. 

A sensibilidade de detecção dos sistemas (PE-e-HEMA – Fe
+3

[Fe
+2

(CN)6]
-
 – anti-IgG) 

desenvolvidos nesta dissertação foram 2,5 vezes acima dos níveis reportados para 

biossensores de glicose que utilizam membranas de PHEMA. Este resultado indica que a 

metodologia de síntese das membranas de PE-e-HEMA através de raios gama e a adsorção de 

Azul da Prússia gerou uma membrana mais sensível em relação àquelas empregadas para a 

detecção de glicose.  

Por outro lado, a detecção de pequenas concentrações de imunoglobulinas, como 

aquelas obtidas pelos biossensores que utilizam a nanotecnologia, ainda não foi comprovada 

experimentalmente no sistema biossensor (PE-e-HEMA – Fe
+3

[Fe
+2

(CN)6]
-
 – anti-IgG). 

Contudo, no âmbito deste estudo é possível uma estimativa do funcionamento do novo 

sistema biossensor em baixas concentrações pela modelagem matemática. 
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A relação entre a corrente e a área da membrana (200 mm
2
) permite mensurar a 

densidade de corrente por mm
2
 que circula na membrana. Este parâmetro é mais adequado 

para o projeto de lâminas para a utilização em biossensores. Desta forma, a densidade de 

corrente foi calculada para os dois novos sistemas. A área de 200 mm
2
 levou em conta que as 

membranas de superfície de 100 mm
2 

foram imersos na solução e após a secagem em mata-

borrão houve a condução por ambos os lados. A Figura 5.23 ilustra o gráfico da densidade de 

corrente em função das concentrações de IgG sistema biossensor (PE-e-HEMA – 

Fe
+3

[Fe
+2

(CN)6]
-
 – anti-IgG), medidos no potencial constante de 3V. 

Figura 5.23: Densidade de corrente em função das concentrações de IgG nos sistemas  

(PE-e-HEMA – Fe
+3

[Fe
+2

(CN)6]
-
 – anti-IgG) no potencial constante de 3V.  

A barra de erro representa o desvio para quatro repetições. 

Os modelos matemáticos que mais se aproximam da resposta amperométrica do 

biossensor (PE-e-HEMA – Fe
+3

[Fe
+2

(CN)6]
-
 – anti-IgG) foram obtidos por aproximação 

numérica no programa Origin 8.0. Para o sistema com a membrana transdutora PE-e-HEMA 

20 o modelo logarítmico de Bradley ajusta-se dentro da margem de erro. Para o sistema com a 

membrana PE-e-HEMA 40 a curva logarítmica ajustou bem para concentrações de IgG acima 

de 16mg/mL. Porém, o ponto com a concentração de 7 mg/mL ficou afastado. As equações 

dos modelos estão ilustradas na Figura 5.24. 
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Model Log3P1 PE-e-HEMA 40

Equation y = a - b*ln(x+c)

Value Standard Err

Densidade a 0.21 --

Densidade b -0.12 --

Model Bradley PE-e-HEMA 20

Equation y = a*ln(-b*ln(x))

Value Standard Err

Densidade d a 0.10 0.01

Densidade d b -5.69 0.80

 

 

 

 

 

Figura 5.24: Modelos matemáticos da curva da densidade de corrente em função das concentrações de IgG 

 nos sistemas biossensores (PE-e-HEMA – Fe
+3

[Fe
+2

(CN)6]
-
 – anti-IgG). 

Esta modelagem matemática levou em consideração os dados experimentais obtidos 

para imunoglobulinas IgG no âmbito deste estudo. Assim, a reprodutibilidade dos resultados 

dependerá da observância do procedimento e condições experimentais descritas na 

metodologia. Outro fator relevante é que os polímeros com a topologia escova podem ser 

facilmente modificados pelas condições do meio, como solventes, temperatura e pressão. 

Desta forma, para que os mesmos resultados sejam obtidos na reprodução das medidas os 

parâmetros dos insumos e condições do meio deverão ser iguais aos descritos neste estudo. 

Todavia, será enriquecedor para a complementação deste estudo que novos 

experimentos sejam realizados com as membranas de PE-e-HEMA. As condições 

experimentais poderão ser modificadas intencionalmente, com objetivo de ampliar as 

possibilidades de uso destas membranas sensíveis. Os parâmetros como temperatura de 

trabalho e tipos de biomoléculas imobilizadas poderão ser modificados e poderão enriquecer o 

conjunto de resultados desta dissertação de mestrado.  

Em adição, lado o comportamento do novo sistema biossensor poderá ser avaliado 

experimentalmente no regime de baixas concentrações de imunoglobulinas. A 

complementação ao estudo será enriquecedora e poderá consolidar a aplicação do sistema 

biossensor (PE-e-HEMA – Fe
+3

[Fe
+2

(CN)6]
-
 – anti-IgG) com topologia escova no campo dos 

imunossensores.  
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CAPÍTULO 6 — CONCLUSÃO 

6.1. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

As membranas de copolímero PE-e-HEMA sintetizados no âmbito deste estudo 

apresentaram muitas das características dos polímeros escova. Dentre elas pode-se citar a 

topografia superficial semi-esférica regular e uma distribuição de poros uniforme. A 

característica hidrofílica possibilitou a imobilização física de biomoléculas como a anti-IgG. 

Em adição, o sistema composto da membrana PE-e-HEMA e biomolécula se mostrou 

eficiente como superfície de estímulo e resposta, um comportamento  típico dos PBs. 

Contudo, optamos por definir a membrana de PE-e-HEMA sintetizada através de raios 

gama como um copolímero com topologia escova. Este critério se deve ao fato de que não 

foram utilizadas na caracterização das membranas técnicas para a verificação dos parâmetros 

dimensionais e conformacionais das cadeias poliméricas. Por exemplo, a técnica de absorção 

de raios X em baixo ângulo (NEXAFS) adequada para esta caracterização a nível molecular. 

Essa técnicas pode determinar a densidade de ligação (Σ), que define com rigor teórico a 

estrutura polimérica como um PB. 

A síntese das membranas de copolímero PE-e-HEMA com topologia escova, 

apresentou características completamente diferenciadas daquelas observadas no substrato 

original de polietileno. As medidas de ângulo de contato comprovaram o aumento da energia 

superficial e em consequência o aumento da característica hidrofílica. Este comportamento é 

vantajoso nas aplicações de biossensores para hemometabólicos, pois permite uma dinâmica 

eficiente de detecção já que água é um elemento fundamental nos processos bioquímicos. 

As membranas de  PE-e-HEMA 20 e PE-e-HEMA 40 mostraram estabilidade térmica 

na análise de DSC em uma ampla faixa de temperatura que inclui aquelas típicas de ambientes 

de utilização de biossensores (10 a 50 
o
C). Os espectros de infravermelho e a microanálise de 

raios X confirmaram as ligações covalentes estáveis estabelecidas entre o substrato de PE e o 

monômero HEMA. As taxas de dose de radiação definidas a partir de estudos anteriores 

permitiu a geração de uma superfície polimérica rugosa, rica em poros revelada pelas 

micrografias eletrônicas de varredura.  

Todavia o ponto de maior relevância alcançado no desenvolvimento das membranas de 

PE-e-HEMA foi a resposta elétrica caracterizada em corrente contínua. O novo sistema 

biossensor (PE-e-HEMA – Fe
+3

[Fe
+2

(CN)6]
-
 – anti-IgG) apresentou um comportamento 
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amperométrico quando umedecido em solução salina tampão contendo concentrações de 

imunoglobulina IgG humana entre 2 a 32 mg/mL. 

Os limites de detecção de IgG comprovados experimentalmente (de 2 a 32 mg/mL), 

incluíran os níveis normais no indivíduo saudável (de 7 a 16 mg/mL). Por outro lado, a 

sensibilidade de detecção média foi de 3,5 µA por mg/mL de IgG. Esta sensibilidade ficou 

acima dos valores reportados na literatura para membranas de PHEMA usadas na detecção de 

glicose, por exemplo. 

Para completar o estudo de forma objetiva foi obtido um modelo matemático para a 

curva de resposta da densidade de corrente (µA/mm
2
) em função da concentração de IgG. 

Portanto, as membranas de PE-e-HEMA 20 e PE-e-HEMA 40 com topologia escova são 

promissores para detecção de imunoglobulinas como a IgG. 

6.2. PERSPECTIVAS 

Como perspectiva para o desenvolvimento do sistema biossensor (PE-e-HEMA – 

Fe
+3

[Fe
+2

(CN)6]
-
 – anti-IgG) com topologia escova está a sua conjugação com dispositivos 

eletrônicos. A primeira etapa a ser complementada é o desenvolvimento de lâminas contendo 

um fragmento deste sistema transdutor. As dimensões do fragmento poderão ser calculadas a 

partir do parâmetro de densidade de corrente obtido para IgG. Entretanto, para outras 

biomoléculas novas medidas quantitativas deverão ser realizadas.  

Na etapa seguinte, o projeto do circuito eletrônico poderá ser executado utilizando 

parâmetros de resposta amperométrica e a curva que modela a variação da densidade de 

corrente em função da concentração do analito. Deve ser levado em conta que o destino dos 

dispositivos biossensores, visando o diagnóstico de doenças negligenciadas requer operação 

em situações extremas. Assim, é necessária a avaliação da resposta do conjunto lâmina e 

dispositivo eletrônico em função de variações de temperatura, umidade e pressão. 

Finalmente grandes benefícios poderão advir do estudo do comportamento das 

membranas de PE-e-HEMA na imobilização de outras biomoléculas como proteínas NS1 e 

ácidos nucleicos. Este desenvolvimento está relacionado diretamente ao diagnóstico de 

dengue. O que mostra que a aplicação dos polímeros com a topologia escova tem grande 

potencial para desenvolver um biossensor completo para o diagnóstico desta enfermidade.  
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