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(57) Resumo: PLATAFORMA SENSORA BASEADA EM FILME FINO POLIMERICO ASSOCIADO A COMPOSITO HIBRIDO E
SEU USO EM DIAGNOSTICO BIOMEDICO Obtida por metodologia simples para fabricagdo de um dispositivo eletroquimico
utilizavel na identificagdo do oncogene quimérico BCR/ABL. Objetivando-se aprimorar o desempenho analitico do sensor
biolégico, uma plataforma nanoestruturada foi construida sobre a area ativa de um eletrodo metalico e seu procedimento
metodoldgico exposto. A plataforma nanoestruturada foi baseada no polimero polipirrol (PPy) e compdsito hibrido formado por
quitosana e nanoparticulas de éxido de zinco (Chit-ZnONP). O PPy pode assumir um cardter intrinsicamente condutor,
favorecendo a transferéncia de carga na interface eletrodo-solucdo e contribuindo significativamente para a melhoria da
sensibilidade dos sistemas de biodeteccdo. O compdsito hibrido Chit-ZnONP disponibiliza grupos quimicos para a ancoragem de
biomoléculas, além de apresentar elevada area de contato. O nanocompésito Chit-ZnONP proporciona um microambiente
hidrofilico e biocompativel, necesséario para a manutencéo da conformag¢@o molecular de biomoléculas imobilizadas. A fim de
tornar a plataforma nanoestruturada aplicavel ao diagnostico de oncogene quimérico BCR/ABL, sequéncias curtas de
oligonucleotideos (denominadas de sondas de DNA) foram imobilizadas quimicamente sobre os transdutores modificados. As
técnicas de voltametria ciclica e espectroscopia de impedancia eletroquimica foram utilizadas para a caracterizagao (...).
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PLATAFORMA SENSORA BASEADA EM FILME FINO POLIMERICO
ASSOCIADO A COMPOSITO HIBRIDO E SEU USO EM DIAGNOSTICO
BIOMEDICO

Campo técnico

01. O oncogene quimérico BCR/ABL é uma anormalidade genética
associada a patogénese da leucemia mieloide cronica (LMC) em adultos.
Entretanto, também representa um fator significativo para o desenvolvimento de
leucemia linfoblastica aguda (LLA) em criancas. A avaliacdo da presenca do
oncogene quimérico BCR/ABL possibilita um diagnéstico precoce e o
monitoramento da regressdo da doenca viabiliza a deteccdo de células
leucémicas residuais, especialmente apdés o transplante de medula Ossea.
Atualmente, os métodos de diagnéstico clinico e de progndstico utilizados para
a identificacdo desta fusdo génica apresentam algumas limitacbes, como o
processo de andlise dispendioso e o0s altos custos para a aquisicdo de
eguipamentos. Logo, o desenvolvimento de um ensaio molecular efetivo para a
deteccdo do oncogene quimérico BCR/ABL é de grande interesse para a
promocao da saude de pacientes com leucemia.

02. A presente invencdo aplica-se ao campo das ciéncias biomédicas,
especificamente ao setor de diagndsticos clinicos. O invento descrito € aplicavel
a area de diagndéstico biomédico para deteccdo de sequéncias génicas através
do uso de biossensores de DNA. Particularmente, a invencao refere-se a método
alternativo para a identificacéo eletroquimica do oncogene quimérico BCR/ABL.

03. A descoberta relatada concerne a um biossensor baseado na
imobilizacdo de uma sequéncia curta de oligonucleotideos (sonda de DNA)
ligada quimicamente a um compdsito de quitosana (Chit) e nanoparticulas de
oxido de zinco (ZnONPs). O compésito polimérico foi automontado sobre um
filme de polipirrol (PPy) eletrossintetizado na superficie de um eletrodo metélico.
A plataforma elaborada tem como fungédo a detec¢do do oncogene quimérico
BCR/ABL em amostras clinicas de baixas concentracdes, através do uso de uma
sonda especifica de DNA. Desta forma, um biossensor nanoestruturado foi
desenvolvido para o diagndstico de pacientes com LMC através da identificagdo
de um marcador genético para desordens oncolégicas.
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04. A associacdo entre polimeros, materiais nanométricos e biomoléculas
sao de interesse da biotecnologia e nanociéncias. Em especial, ressalta-se que
a conjugacao de materiais funcionais, tais como nanoparticulas semicondutoras
de 6xido metélico e polimeros organicos melhoram o desempenho analitico de
sensores biolégicos. Portanto, esta estratégia de construcdo de sistemas
biomoleculares, baseada no uso de elementos que proporcionam fungdes ou
propriedades a biossensores eletroquimicos, vem ganhando notoriedade na
area de diagnésticos clinicos.

05. Em geral, os polimeros organicos condutores exercem importante papel
na elaboracdo de plataformas para biodeteccdo, garantindo sensibilidade e
versatilidade ao produto. O PPy é um bom representante desse grupo,
apresentando diversas caracteristicas atrativas, como monémero de baixo custo,
estabilidade a temperatura ambiente, baixa toxicidade, alta condutividade,
elevada taxa de transferéncia de carga, possibilidade de polimerizagao por via
eletroquimica com aplicacdo de baixos potenciais de oxidacdo, espessura do
filme polimérico controlada experimentalmente e presenca de grupos funcionais
para a ancoragem estavel de biomoléculas.

06. Em adicdo, as ZnONPs se destacam entre os Oxidos metélicos por
possuirem excelentes propriedades para a construcdo de sistemas
biossensiveis. As ZnONPs apresentam caracteristicas fisicas de um material
semicondutor que possibilitam um rapido transporte de elétrons do eletrodo para
a biomolécula. Além disso, as ZnONPs apresentam elevada razao entre area
superficial e volume, alta eficiéncia catalitica, estabilidade quimica,
biocompatibilidade e auséncia de toxicidade.

07. Fundamentalmente, as ZnONPs podem ser incorporadas em
biopolimeros, tais como a Chit para a sintese de compdsitos poliméricos. A Chit
€ um polimero natural obtido a partir da carapaca de crustaceos usado para
diversos fins biotecnoldgicos e sustentaveis. O nanocompdsito Chit-ZnONP
dispbe de grupos quimicos reativos (-OH e -NH2) que possibilitam a ligagdo
estavel de sequéncias oligonucleotidicas através de reagbes covalentes
especificas. Ademais, por suas propriedades hidrofilicas, o0 nanocompésito Chit-
ZnONP oferece um microambiente adequado para a manutencdo da
conformacéo tridimensional das biomoléculas imobilizadas, fator essencial para

a assegurar sua funcao biolégica e/ou bioatividade.
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08. Portanto, o invento descrito provém da aplicagdo de técnicas
eletroquimicas para a sintese do polimero condutor PPy sobre um eletrodo de
metélico. Por meio de metodologias de automontagem, o nanocompasito hibrido
Chit-ZnONP foi sobreposto ao filme de PPy para a obtencdo da plataforma
nanoestruturada PPy/Chit-ZnONP. Com a ancoragem de sondas de DNA sobre
0 substrato modificado, um biossensor com elevada sensibilidade e
especificidade foi obtido para 0 monitoramento do oncogene quimérico BCR/ABL
e diagnostico de LMC.

09. O biodispositivo eletroquimico € um sistema analitico promissor, pois
requer pouco tempo de andlise, oferecendo um diagndstico rapido e com baixo
custo. Em particular, a engenhosidade do invento pode ser aplicada ao
desenvolvimento de outros biossensores, diversificando-se a natureza da

molécula de biorreconhecimento.

Estado da técnica

10. A LMC é uma neoplasia caracterizada pela proliferacdo descontrolada e
anormal de células da linhagem mieloide. Estas células s&o originadas na
medula 6ssea e apresentam a funcdo de protecdo contra ameacas externas ao
organismo. Ressalta-se que a LMC corresponde a aproximadamente 15% de
todas as leucemias e afeta principalmente adultos [1]. A ocorréncia deste tipo de
leucemia frequentemente esta relacionada a uma mutacdo genética
caracterizada pela translocacdo reciproca entre 0s cromossomos 9 e 22
t(9;22)(q34; g11). Como resultado, um rearranjo cromossdmico especifico é
obtido, comumente chamado de cromossomo Philadelphia. Este cromossomo
contém o gene hibrido BCR/ABL (oncogene) que pode expressar trés diferentes
isoformas da proteina tirosina quinase (p185, p210 e p230), as quais estao
associadas a patogénese de diferentes tipos de leucemia [2, 3].

11. As técnicas atuais de diagnéstico clinico para LMC estao voltadas para a
deteccdo do gene de fusdo BCR/ABL, considerado um biomarcador oncogénico.
Entre os métodos moleculares encontram-se a analise cromossomica,
hibridacao fluorescente in situ (FISH), citometria de fluxo e reacdo em cadeia da
polimerase quantitativa em tempo real (RQ-PCR). Estas ferramentas de analise,
embora precisas e especificas, apresentam sensibilidade limitada e demandam
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um alto custo experimental, elevada habilidade técnica e longo tempo de
experimentacdo. Como consequéncias destas desvantagens, pode-se ocorrer
um retardo no diagnéstico médico e na implementacdo de estratégias
terapéuticas efetivas [4]. Desta forma, um avanco nas metodologias de pesquisa
e deteccdo do oncogene quimérico BCR/ABL € de grande interesse para saude
dos pacientes com leucemia [5, 6].

12. Nos Uultimos anos, os avan¢os da nanociéncia e o desenvolvimento
tecnoldgico possibilitaram a construcdo de biodispositivos nanoestruturados,
como o0s biossensores eletroquimicos. Na investigacdo diagndstica, estes
surgem como ferramentas presuntivas para a detec¢do precisa e especifica de
analitos biologicos com alta sensibilidade e rapido tempo de resposta [7]. Em sua
estrutura ha uma camada bioldgica, que exerce a funcdo de reconhecimento,
ligada a um transdutor, que detecta a interacdo analito-biocamada,
transformando-a em um sinal quantificavel. Este sinal é entdo amplificado por
um processador eletrénico e apresentado em forma de gréficos. Biossensor de
DNA ou, simplesmente, genossensor, é um tipo de dispositivo que utiliza como
material biolégico um acido nucleico de fita simples, como o acido
desoxirribonucleico (DNA) ou acido ribonucleico (RNA). O principio de detec¢éo
esta baseado no processo de hibridacdo entre o segmento oligonucleotidico e
sua cadeia complementar, que gerara perturbacées mensuraveis no sistema. E
importante ressaltar que, este tipo de sensor se destaca por sua alta
especificidade e estabilidade diante de condi¢des ambientais adversas [8-10].

13. Para um bom desempenho analitico, a imobilizagdo do &cido nucleico
sobre o transdutor eletroquimico precisa ser efetiva e estavel. Para tal, processos
de modificacdo de superficies solidas sdo amplamente utilizados para a
construcdo de sensores biologicos. Neste cenario, as plataformas
nanoestruturadas sao consideradas estratégias inovadoras para a modificacdo
de transdutores através da associacdo racional e direcionada de materiais
funcionais [11]. Dentre estes constituintes, pode-se destacar os polimeros
organicos e as particulas nanométricas.

14. O PPy é um dos polimeros organicos mais utilizados em aplicacdes
comerciais e tem possibilitado a construcéo de biossensores eletroquimicos com
novos designs e caracteristicas aprimoradas. Este material pode assumir um

carater intrinsicamente condutor, favorecendo a transferéncia de carga na
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interface eletrodo-solucdo. Ademais, exibe biocompatibilidade, estabilidade
ambiental, presenca de grupos quimicos funcionais e elevada cinética de
transporte de elétrons, o que contribui significativamente para a melhoria da
sensibilidade dos sistemas de biodeteccédo. Entre as metodologias de sintese,
ressalta-se a eletropolimerizacdo de PPy através da oxidacdo do mondémero
pirrol em potenciais relativamente baixos [12]. Por meio deste método, a
espessura e a densidade de corrente do filme de PPy podem ser controladas
experimentalmente através do nimero de ciclos de polimerizacao [13]. Ademais,
a sintese eletroquimica de PPy proporciona novas oportunidades para a
obtencao de sistema moleculares reprodutiveis e com baixos limites de detec¢éo
e quantificacao.

15. No campo dos nanomateriais, as ZNnONPs tém sido exploradas como um
elemento potencial para biossensibilidade, amplamente utilizadas na fabricacéo
de biodispositivos [14-16]. Esta nanoparticula de oOxido metélico apresenta
caracteristicas de um material semicondutor com elevada estabilidade quimica
e forte capacidade de adsorcdo. As nanoestruturas de ZnO além de possuirem
elevada area superficial, eficiéncia catalitica e baixa toxicidade, apresentam
elevada rugosidade, o que coopera para a imobilizacdo biomoléculas sobre sua
superficie. Desta forma, a presenca de poros nas ZnONPs aumenta
significativamente a superficie ativa das nanoparticulas e contribui para uma
maior sensibilidade nos sistemas analiticos [11, 15].

16. A capacidade das ZnONPs se complexarem com biopolimeros, como a
Chit, tem despertado o interesse para obtencdo de compdsitos poliméricos
particulados. A Chit € um biopolimero natural constituido por unidades de
glicosamina e N-acetilglicosamina obtido a partir da desacetilacdo alcalina da
quitina, frequentemente presente nas carapacas de crustaceos [17]. Este
biomaterial € amplamente utilizado em aplicacdes tecnoldgicas devido suas
propriedades diferenciadas [18]. Por exemplo, a Chit possui excelente
capacidade de formacédo de filmes, alta permeabilidade, resisténcia mecanica,
estabilidade térmica, auséncia de imunogenicidade, biocompatibilidade, atoxica,
biodegradabilidade, baixo custo e facilidade de obtencdo. Além disso, a Chit
possui grupos quimicos funcionais que possibilitam a imobilizacdo de
biomoléculas e a incorporacdo de nanoestruturas através de interacdes

especificas. Em adicdo, a Chit fornece um microambiente hidrofilico que
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assegura a estabilidade das biomoléculas ancoradas [19, 20]. Particularmente,
0 nanocomposito Chit-ZnONP pode ser obtido a partir da dispersdo de ZnONPs
no interior do reticulo polimérico. Estas nanoparticulas sdo estabilizadas atraves
de ligac6es de hidrogénio entre os grupos amino (-NH2) e grupos hidroxila (-OH)
da molécula de Chit [21]. E interessante notar que os materiais hibridos
apresentam propriedades singulares e sinérgicas entre seus constituintes e
exibem promissor uso na area dos biossensores [22].

17. Diversos pesquisadores tém se dedicado ao estudo de metodologias
mais eficazes para a deteccéo de sequéncias génicas. Neste intuito, a patente
CN101046461A pormenoriza um sensor eletroquimico baseado em nanotubos
de carbono de mdltiplas paredes, funcionalizados com grupos carboxilicos.
Estas nanoestruturas de carbono, imobilizadas sobre um eletrodo de carbono
vitreo, foram utilizadas como substrato para a ancoragem de segmentos de
oligonucleotideos especificos para a detec¢do do gene de fusdo BCR/ABL. Além
disso, a substancia curcumina foi utilizada como indicadora de hibridizagao.
Neste invento, foram verificadas que a elevada area de superficie e a rapida
cinética de transferéncia de elétrons dos nanotubos de carbono contribuem,
respectivamente, para uma maior fixacdo de biomoléculas e aumento de
sensibilidade do sistema analitico. Por fim, 0 sensor eletroquimico usado para a
deteccdo do oncogene apresentou elevada seletividade e limite de deteccao de
2x1010 g/mL.

18. A invencdo CN101928767A também especifica um biossensor
eletroquimico de DNA para deteccao do gene de fusdo BCR/ABL, baseado em
tecnologia de ligacdo quimica e hibridizacdo molecular. As sondas de
biorreconhecimento foram projetas com grupos amino ou mercapto 5’-terminal,
destinadas a ancoragem sobre eletrodos de diferentes materiais, tais como,
ouro, carbono vitreo e eletrodo de pasta de carbono. Em adigéo, através do uso
de substancias indicativas de hibridizacdo, as respostas de biorreconhecimento
para o gene da LMC foram evidenciadas nas formas de sinais de corrente,
tensdo, condutancia ou resisténcia.

19. A invencdo CN105334253A descreve um meétodo de deteccédo para o
oncogene PML/RAR-a, um biomarcador de leucemia promielocitica aguda
(LPA), para através de um biossensor eletroquimico baseado em compdésito de

oxido de grafeno (GO) e quantum dots de carbono (C-dots). As sondas de
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captura foram automontadas, por meio de ligagcbes covalentes, sobre a
superficie de um eletrodo de carbono vitreo modificado com o0 nanocompasito C
dots@GO e o processo de hibridizagcdo foi evidenciado usando o azul de
metileno. O material hibrido demonstrou boa condutividade elétrica e numerosos
grupos carboxilicos para a imobilizacdo efetiva de sondas oligonucleotidicas.
Ademais, o sistema desenvolvido exibiu elevada seletividade e sensibilidade
para a identificacdo do oncogene PML/RAR-a, contribuindo para o diagndstico
clinico de LPA.

20. O invento CN101705279A fornece um biossensor eletroquimico de DNA
para a identificacdo rapida do gene de fusdo PML/RAR-a. O biodispositivo foi
projetado sobre um eletrodo de ouro modificado com nanoparticulas de ouro,
sobre o qual as sondas de biorreconhecimento funcionalizadas com grupos tiol
(-SH) foram conjugadas quimicamente. O gene de fusdo PML/RAR-a foi
detectado através imunoensaio eletroquimico ligado a enzima. A cadeia alvo do
gene PML/RAR-a foi marcada com biotina e, apds a formacdo do DNA hibrido,
houve a interagcdo com a enzima peroxidase de rabano silvestre marcada com
avidina. Como substrato enzimatico, foi utilizada a 3,3',5,5'-tetrametilbenzidina.
O método molecular proposto foi capaz de melhorar significativamente a
sensibilidade e especificidade do sistema analitico.

21. Por fim, verifica-se que, com o intuito de aumentar a eficiéncia no
diagnéstico e prevencdo de canceres, muitas metodologias estdo sendo
elaboradas. Uma delas foi a patente BR 10 2016 003449 3 A2, que se refere a
construcdo de um sensor eletroquimico de DNA baseado nas técnicas de
voltametria ciclica (VC) e espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE) para
a deteccdo da mutacdo génica c.68_69del. Esta alteracdo genética, localizada
no cromossomo 17, esta relacionada a predisposicdo de individuos ao
desenvolvimento de canceres de mama e ovario. O sensor compreende o DNA
de captura (HS-ssDNA) depositado em superficie modificada com 2-
mercaptoetanol para detec¢do do oligonucleotideo tarDNA alvo (sequéncia alvo)
ou ncsDNA (sequéncia ndo complementar).

22. O presente invento relata um processo metodologico para a construcao
de um biossensor eletroquimico livre de marcador utilizado na identificacdo do
gene de fusdo BCR/ABL. O sistema de biodeteccéo foi baseado no uso de
eletrodo de ouro, sobre o qual foi estruturada uma nanoplataforma para
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amplificacdo do sinal analitico. Incialmente, um filme de PPy foi sintetizado
eletroquimicamente sobre um substrato de ouro. Em seguida, através de um
meétodo de droap-coating, o nanocomposito Chit-ZnONP foi adicionado. Com a
finalidade de tornar a plataforma PPy/Chit-ZnONp funcional, um segmento de
DNA funcionalizado com grupo amino terminal foi imobilizado covalentemente
sobre o eletrodo modificado. Assim, um biodispositivo constituido por PPy/Chit-
ZnONP/Sondapna foi desenvolvido para a deteccdo do oncogene quimérico
BCR/ABL. Nota-se que esta nova ferramenta eletroquimica € um método
promissor para o diagnostico de LMC, com elevada sensibilidade,
especificidade, baixo custo e rapida analise.

23. Embora os documentos supracitados apresentem semelhangcas em
relacdo a patente aqui descrita, as diferencas existentes podem ser observadas

na Tabela l.

Tabela | - Comparacao entre os componentes caracteristicos de cada invento.

Presente CN10104646 CN10192876 CN10533425 CN10170527 BR 102016

invento 1A 7A 3A 9A 003449 3 A2
Substrato de ouro Sim N&o Sim N&o Sim Sim
Polimero Sim N&o N&o N&o N&o N&o
polipirrol
Nanocompdésito Sim N&o N&o N&o N&o N&o
Chit-ZnONP
Imobilizacéo Sim Sim Sim Sim Sim Sim
covalente das
sondas de DNA
Uso de N&o Sim Sim Sim Sim Néo
marcadores
eletroquimicos
Transdutor Sim Sim Sim Sim Sim Sim
eletroquimico
Deteccéo do Sim Sim Sim N&o N&o N&o
oncogene
BCR/ABL
Deteccéo do Nao Nao Nao Sim Sim Nao
oncogene
PML/RAR-a
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Problemas do estado da técnica

24. A principal dificuldade encontrada quanto ao desenvolvimento da
ferramenta analitica é alcancar um 6timo limite de deteccdo do gene de fuséo
BCR/ABL, ou seja, uma maior eficiéncia e sensibilidade da sonda para detectar
a sequéncia alvo. Tendo isso em vista, a fim de melhorar a deteccao e aumentar
a quantidade de DNA hibrido, foi utilizado o polimero condutor PPy e o
nanocomposito Chit-ZnONP para modificacdo eletrédica. Enquanto o PPy é
responsavel por facilitar a passagem de ions sobre a superficie eletroativa e,
consequentemente, aumentar a condutividade elétrica, o compadsito polimérico
particulado disponibiliza grupos quimicos para a ancoragem de biomoléculas,
além de apresentar elevada area de contato. Outrossim, o nanocompasito Chit-
ZnONP proporciona um microambiente hidrofilico e biocompativel, necessario
para a manutencdo da conformacdo molecular das sondas de DNA. Portanto,
esta estratégia de associacao de materiais funcionais possibilitou a estruturagcéo
de uma nanoplataforma com propriedades essenciais para o interfaceamento do

sinal analitico.

Objetivos da invencao

25. O principal objetivo da presente invencao € descrever um biossensor de
DNA baseado em plataforma nanoestruturada de polimero condutor e compdésito
hibrido para a deteccdo eletroquimica do oncogene quimérico BCR/ABL.
Especificamente, esta patente visa estabelecer um processo experimental para
a construcao de uma nova plataforma de interfaceamento composta por PPy e
nanocomposito Chit-ZnONP, tendo a finalidade de aprimorar a capacidade de
transducdo e a performance bioanalitica de sistemas sensores. Além disto,
pretende-se delinear o0 método de imobilizacdo de oligonucleotideos sobre a
plataforma nanoestruturada e analisar sua eficiéncia de biodeteccéo.

26. O invento retratado nesta patente também objetiva o desenvolvimento de
novos biodispositivos reprodutiveis, sensiveis, especificos, seletivos e com baixo
custo operacional. Em particular, ressalta-se que o biossensor de DNA né&o
necessita da utilizagdo de marcadores moleculares, visto que as técnicas

eletroquimicas empregadas revelam alteracdes nas propriedades elétricas da
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superficie do eletrodo, tal como resisténcia e capacitancia, gerando uma

resposta especifica na presenca da molécula alvo.

Solucao do problema

27. A patente dispde, como ato inventivo, o processo de obtencdo de um
biossensor de DNA construido a partir da polimerizagdo eletroquimica de PPy
sobre um transdutor de ouro, seguido da automontagem do nanocompaosito Chit-
ZnONP sobre o eletrodo modificado. A posteriori, sondas oligonucleotidicas
foram imobilizadas quimicamente, tornando o biodispositivo funcional para a
deteccdo do oncogene quimérico BCR/ABL. Tal feito, ressalta o biossensor de
DNA como ferramenta inovadora para a analise e deteccdo de genes de
interesse biomédico, apresentando, especificamente, diversas vantagens em

relacdo aos métodos convencionais para o diagnéstico de LMC.

Vantagens da invencao

28. A invencdo apresenta um processo metodolégico para fabricacdo de um
biossensor de DNA com composic¢do singular e inovadora. Preliminarmente, o
ensaio descrito possui uma simplicidade de construcdo, elevada
reprodutibilidade, modelo economicamente viavel e passivel de miniaturizacao.
Estas propriedades oportunizam a transferéncia de tecnologia para o
desenvolvimento de dispositivos point of care e chips bioanaliticos,
frequentemente utilizados para o diagnostico rapido de distintas patologias.

29. Uma das vantagens ressaltadas na presente patente foi a modificagéo
quimica do transdutor metélico através da construcdo de uma plataforma
nanoestruturada baseada em polimero condutor e material hibrido. Em adicéo,
por meio de ligacdes covalentes, sondas de DNA foram conjugadas sobre a
superficie do eletrodo modificado. Considera-se que a imobilizacdo quimica de
moléculas biolégicas sobre substratos sélidos é uma das técnicas
predominantes para a obtencéo de biossensores efetivos. Destaca-se que, esta
forma de ancoragem proporciona uma maior solidez e durabilidade ao sistema
sensor, através da reducdo do processo de lixiviamento da plataforma

nanoestruturada e das biomoléculas de reconhecimento.
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30. Em vista dos beneficios, os filmes de polimero condutor (PPy) foram
depositados diretamente no substrato de trabalho através de polimerizacdo
eletroquimica. Esta técnica fundamenta-se na oxidagdo do mondmero pirrol em
baixos potenciais e formacéo de radicais cations, responsaveis pela reacdo de
polimerizacao. Logo, através desta estratégia, filmes poliméricos uniformes, com
elevada taxa de transferéncia de elétrons e espessura controlada
experimentalmente foram obtidos.

31. O nanocomposito Chit-ZnONP foi capaz de formar uma monocamada
automontada sobre toda a superficie do filme polimérico, através de um processo
termodinamicamente favoravel. Este fato é devido aos grupos hidroxila (-OH) e
amino (-NH2) presentes na estrutura molecular da Chit que podem realizar
ligacdes de hidrogénio com a amina secundaria do polimero PPy. Estes mesmos
grupamentos funcionais do nanocompdsito hibrido possibilitam a ancoragem
quimica de biomoléculas, como as sondas de DNA. Estes elementos foram
imobilizados de maneira previsivel sobre a plataforma nanoestruturada, com
orientacdo especifica, estabilidade e acessibilidade a sequéncia alvo. Além
disso, a adsorcéo nao-especifica foi minimizada e a capacidade de biodeteccdo
da molécula receptora mantida.

32. Nota-se que as sondas de DNA podem discriminar mutacdes nas
sequéncias alvo na ordem de um unico nucleotideo. Portanto, seu uso como
elemento de biorreconhecimento confere aos sistemas de deteccdo elevada
especificidade e seletividade. Além do mais, protocolos metodologicos podem
ser utilizados para promover a de-hibridizacdo das sondas de DNA apds um
ensaio analitico, o que torna os biossensores de DNA reutilizaveis.

33. O biossensor de DNA eletroquimico relatado nesta invencdo gera
resultados satisfatorios frente a diferentes concentracdes de DNA alvo (gene de
fusdo BCR/ABL), sendo reprodutivel e de facil manuseio. Ademais, as respostas
analiticas foram obtidas rapidamente, em um intervalo de 15 minutos, sem
marcadores adicionais e com elevada sensibilidade, especificidade e
seletividade. Tais caracteristicas sao consideradas vantajosas, pois, pela
simplicidade e eficiéncia, permite sua aplicacdo ndo apenas em laboratorios de

ensino e pesquisa, mas também em laboratérios de analises clinicas.

A novidade e o efeito técnico alcancado
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34. A novidade da presente invencdo esta relacionada ao processo
experimental utilizado para a construgdo de um dispositivo nanoestruturado
aplicavel ao diagnostico clinico do oncogene quimérico BCR/ABL. Através da
inventividade, um sistema transdutor modificado com filme de PPy, compdsito
hibrido e sequéncias de oligonucleotideos foi desenvolvido com elevada
robustez e performance de biossensoriamento. Outrossim, a estratégia
inovadora de ancoragem molecular, mediante o uso da plataforma de
interfaceamento PPy/Chit-ZnONP, permitiu a imobilizacéo orientada das sondas
de DNA e a manutencédo de sua capacidade de deteccao frente ao oncogene
leucémico. E importante frisar que esta metodologia nao foi identificada através

da busca de anterioridade.

Descricdo detalhada

35. Sem o intuito de limitar o escopo da invencéo, os exemplos a seguir sao
utilizados apenas para ilustrar uma entre as inumeras formas de se realizar a

preparacao do biossensor eletroquimico ao qual a presente patente se refere.

Sintese do nanocompdsito Chit-ZnONP

36. Para a sintese do compdésito polimérico particulado, 50 mg de quitosana
foram dissolvidas em 10 mL de acido acético a 1%. Separadamente, 10 mg de
ZnONPs foram dispersas em 10 mL de acido acético a 1%. Posteriormente, a
dispersdo de ZnONps foi acrescentada na solucgéo transparente de Chit em uma
proporcao de 1:1 (v:v). A mistura final foi mantida por 30 minutos sob agitacéo
magnética a temperatura ambiente, seguida de sonicacdo com ondas de

ultrassom por aproximadamente 1 hora [21].

Anélises eletroguimicas

37. Em primeiro momento, consegue-se chegar a invencao através do uso
das técnicas eletroquimicas de VC e EIE. As medidas eletroanaliticas foram
realizadas em um Potenciostato/Galvanostato Autolab PGSTAT 128N através
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de um software de interfaceamento NOVA 1.11 (Metrohm Autolab, The
Netherlands). Em associacdo, foi utilizada uma célula eletroquimica
convencional de trés eletrodos imersos em 20 mL de solug&o de ferro-ferricianeto
de potassio Ka[Fe(CN)s]/Ks[Fe(CN)g] (1:1) a 1.0mM em PBS (pH 7,4), atuando
como sonda redox. O eletrodo de ouro foi utilizado como eletrodo de trabalho, o
eletrodo de Ag/AgCl saturado com KCl a 3M e o eletrodo de platina foram
usados, respectivamente, como eletrodo de referéncia e contra referéncia. Os
voltamogramas ciclicos para caracterizacéo interfacial foram obtidos em uma
faixa de potencial de -0,2 a +0,7 V e velocidade de varredura de 50 mV s*. Os
espectros de impedancia foram registrados em uma faixa de frequéncia de 100
mHz a 100 KHz com um potencial de amplitude alternada de 10 mV. Todas as
analises eletroquimicas foram realizadas em triplicatas, a temperatura ambiente

e no interior de uma gaiola de Faraday.

Estruturacdo da plataforma biossensivel

38. O procedimento subsequente de preparacdo da plataforma biossensivel
sobre o transdutor metdlico e a analise de sua capacidade de
biorreconhecimento séo relatados a seguir. Inicialmente, o eletrodo de ouro (& =
2 mm) foi cuidadosamente polido em um disco de feltro com uma suspenséo de
alumina (Al203) com granulometria de 0,05 pm. Em seguida, enxaguado com
agua ultrapura, submetido a um banho de ultrassom durante 10 minutos para a
remocao de particulas residuais e seco ao ar.

39. A primeira etapa de montagem da plataforma consiste na
eletropolimerizacdo de pirrol e obteng&o do filme polimérico através da técnica
de VC, realizando-se seis ciclos voltamétricos em uma faixa de potencial de -0,4
a +1,0 V e velocidade de varredura de 100 mV s?. O eletrodo de trabalho foi
imerso em 20 ml de solugcéo de HCl a 0,5 M contendo pirrol a 30 mM. A segunda
etapa refere-se a adsorgcédo do nanocompdésito Chit-ZnONP sobre o filme de PPy.
Nesta etapa, foram adicionados 2 pL da solugéo de Chit-ZnONP por 30 minutos.
Apoés obter a plataforma nanoestruturada de PPy/Chit-ZnONP, foi realizada a
terceira etapa que se reporta a imobilizacdo quimica de sondas de DNA para a
deteccdo do oncogene quimérico BCR/ABL. Primeiramente, 2 pL de

glutaraldeido a 0,5% foram adicionados sobre a plataforma nanoestruturada por
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15 minutos. Posteriormente, 2 uL de uma solucéo de oligonucleotideos a 25 pmol
uL~" foram acrescentados por 15 minutos para a construgdo do nanossistema de
DNA. O glutaraldeido atuou como um agente reticulante biofuncional,
possibilitando a formacdo de ligagcbes quimicas entre 0os grupos amino do
biopolimero Chit e os grupos amino das sondas de DNA. Por fim, a quarta etapa
compreende o blogueio dos sitios inespecificos do biossensor com moléculas de
albumina do soro bovino (BSA). Nesta etapa, foram acrescentados 2 L de uma
solucédo de BSA a 1% (pH 7,4) sobre a superficie do eletrodo modificado por 30
segundos. Logo, através deste processo metodologico, o biossensor
eletroquimico baseado em PPy/Chit-ZnONP/Sondaona/BSA foi desenvolvido
(Figura 1).

Estudo de bioatividade

40. A sensibilidade e especificidade do biossensor eletroquimico foram
avaliadas através de estudos de hibridizacdo com plasmideos recombinantes
contendo o oncogene quimérico BCR/ABL em variaveis concentracdes. Em cada
andlise, o biossensor foi exposto a 2 pL da amostra a ser testada por 15 min para
promover o processo de biorreconhecimento. Ressalta-se que, previamente, as
amostras biologicas foram aquecidas a 94 °C para a desnaturacdo do DNA. Em
adicdo, as diluicbes das amostras foram preparadas com solucdo salina de

tampao fosfato (PBS; pH 7,4) e mantidas congeladas.

Caracterizacdo eletroguimica do biossensor nanoestruturado

41. A Figura 2a apresenta os voltamogramas ciclicos obtidos durante a
polimerizagdo eletroquimica do pirrol. Ao realizar 15 ciclos de varredura, foi
constatado que a eletropolimerizacdo atuou aumentando a condutividade da
superficie do eletrodo de trabalho até o 6° ciclo (Figura 2a). A partir do 7° ciclo
de eletropolimerizacdo, as correntes de pico diminuiram, ocorrendo um
decréscimo na resposta amperométrica do sistema. Presume-se que este fato
esteja relacionado a superoxidacdo do filme polimérico e a diminuicdo da
guantidade de mondmeros de pirrol que foram consumidos durante a sintese

[23]. Logo, ao realizar a andlise voltamétrica, pode-se verificar que o 6° ciclo de
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polimerizacao é um parametro ideal para a modificacao da superficie de trabalho
e obtencdo do filme polimérico de PPy, devido sua elevada condutividade e
reprodutibilidade.

42. As etapas de construcdo do biossensor de DNA séo apresentadas nas
Figuras 2b e 2c. Observa-se que o voltamograma ciclico (Figura 2b) e o espectro
de impedéancia (Figura 2c) para o eletrodo de ouro apés a eletropolimeriza¢do do
mondmero pirrol apresenta uma elevada densidade de corrente e diminuta
resposta impedimétrica (Rct = 0,512 + 0,004 kQ). E importante evidenciar que a
oxidacao do pirrol na superficie eletroativa de ouro leva a formacgéo de um filme
polimérico com alta estabilidade quimica e elevada condutividade elétrica.
Devido estas caracteristicas, o PPy € capaz de aumentar a sensibilidade e
seletividade de sistemas sensores [12, 23].

43. Prosseguindo nas etapas de montagem da plataforma nanoestruturada,
o compésito hibrido Chit-ZnONP foi adicionado sobre o eletrodo de ouro
previamente modificado com PPy. De acordo com as Figuras 2b e 2c, nota-se,
respectivamente, um decréscimo nas correntes de pico anddica e catddica e um
aumento na resisténcia interfacial (Rct = 8,483 + 0,111 kQ). Estes resultados
indicam a ordenacdo do nanocompdsito sobre o filme polimérico, impedindo, de
forma moderada, as reac6es redox na dupla camada elétrica. Destaca-se que, a
presenca do nanomaterial hibrido é fundamental para aumentar a éarea
superficial e possibilitar a imobilizacdo de um maior numero de sondas DNA, o
gue assegura um efetivo processo de biorreconhecimento.

44. Ao realizar a imobiliza¢@o quimica das sondas de DNA sobre o compdsito
Chit-ZnONP, pode-se observar uma menor resposta condutimétrica com uma
taxa reduzida de transferéncia de elétrons (Rct = 10,867 + 0,153 kQ). Este
fendbmeno esta relacionado a uma penetrabilidade reduzida dos eletrélitos no
sistema sensor. Isto ocorre devido a repulsdo eletrostatica entre 0os grupos
fosfato das sondas de DNA e as cargas negativas dos ions [Fe(CN)e]*
/[Fe(CN)e]*, contribuindo assim, para o impedimento parcial das reacdes de
oxido-reducdo em regides proximas a superficie do eletrodo [24]. Como
presumido, o uso de moléculas BSA para o bloqueio dos sitios inespecificos do
nanossistema de DNA ocasionou uma reducao nas correntes voltamétricas e um

aumento na resistividade (Rct = 12,567 + 0,451 kQ). Portanto, através destas
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caracterizacdes eletroquimicas, foi possivel assegurar a apropriada construcao

do sensor biolégico sobre uma superficie metalica.

Estudo de bioatividade

45. O estudo de deteccdo do oncogene quimeérico BCR/ABL envolve o
monitoramento de variacbes na passagem de corrente entre o eletrodo
biomodificado e a camada adjacente de solucdo eletrolitica. A performance
analitica do biossensor de DNA foi avaliada através de hibridizacdo especifica
com o oncogene quimérico BCR/ABL presente em plasmideos recombinantes.
Como evidenciado na Figura 3a, apdés a exposicdo do sistema PPy/Chit-
ZnONP/Sondapna/BSA as amostras plasmidiais, uma reducdo do sinal
amperomeétrico e uma diminuicdo das areas voltamétricas foram constatadas.
Verifica-se que, para as maiores concentracdes do gene de fusado (de 13,88 pM
a 138,80 aM) houve um decréscimo linear das correntes de pico anddicas, como

apresentado na Tabela Il e Figura 3b.

Tabela Il - Variagao da corrente amperométrica anodica do biossensor apds sua
exposicdo a amostras plasmidiais contendo o oncogene quimérico BCR/ABL. As
analises foram realizadas em triplicatas e os valores sdo apresentados como a

média + o desvio padrao.

Modificacéo eletrédica Concentracao Corrente Corrente Al (%)
do alvo amperomeétrica amperométrica
biolégico antes da depois da
hibridacao hibridacao
(/1o pAY) (1/1a pA')

PPy
PPy/Chit-ZnONP
PPy/Chit-ZnONP/Sondapna

PPy/Chit-ZnONP/Sondapna/BSA

34,771 +1,134
19,946 + 1,145
12,264 + 1,209

8,654 + 0,365

Biossensor

Biossensor/Oncogenescr/asL
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Biossensor/Oncogenescr/aBL 1,388 fM - 6,346 + 0,309 36,593 + 6,702

Biossensor/Oncogenescr/ABL 13,880 fM - 4,506 + 0,274 92,555 £ 11,703
Biossensor/Oncogenescr/aBL 138,800 fM - 2,202 +£ 0,282 297,561 = 53,444
Biossensor/Oncogenescr/ABL 1,388 pM - 1,260 + 0,056 587,568 = 30,831
Biossensor/Oncogenescr/ABL 13,880 pM - 0,433 + 0,001 1898,525 £ 3,166

46. Por meio do teste de calibracdo (Figura 3b), foi obtida uma equacéo de
regresséo linear [y = 6,202 - 0,605 In(x)] com coeficiente de correlacéo (R?) de
0,99. Onde x corresponde a concentracdo do DNA alvo e y refere-se ao valor de
corrente de pico anodica. Ressalta-se que a linearizacdo do eixo x foi realizada
em escala logaritmica da concentracdo. Os dados analiticos inferem a elevada
sensibilidade do biodispositivo nanoestruturado, que apresentou um limite de
deteccdo de 1,2 fM e um limite de quantificacdo de 3,6 fM. Estes parametros

foram calculados através das equacdes descritas abaixo.

SD
Limite de detecgdo = 3,3 X —
)
SD
Limite de quantificac¢ao = 10 X —
2

47. Onde, SD é o desvio padrdo do branco e m é a inclinacdo da curva
analitica. A capacidade de biorreconhecimento também foi analisada em funcéo
da variacdo percentual da corrente de pico anddica (Al) [24], descrita a seguir.

I
AI(%) = b[—“ X 100
b

3)

48. Onde Ip e la correspondem, respectivamente, a corrente de pico antes e
apos o processo de hibridizacdo. Na Tabela I, os valores de Al foram
demonstrados para o biossensor apds sua exposicao a diferentes concentracdes
do oncogene quimérico BCR/ABL. Pode-se constatar que, com 0 aumento das

concentracbes plasmidiais houve um aumento da variacdo de corrente (de
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15,42% a 1898,52%). De acordo com relatos na literatura [25, 26], o fenbmeno
observado indica a formac¢do de DNA hibrido sobre o biodispositivo, uma vez
que as duplas fitas de DNA apresentam caréter dielétrico e dificulta o processo
de oxido-reducédo da sonda redox.

49. Tendo em vista que as técnicas convencionais voltadas para a
identificacdo da LMC apresentam desvantagens, como o diagndstico tardio e
sensibilidade limitada, a elaboragéo de uma nova ferramenta para a detecgéo do
oncogene quimérico BCR/ABL e o monitoramento da doenca residual minima
em LMC é de extrema importancia para promoc¢ao da saude do paciente portador
da patologia. Todavia, o invento apresentando nesta patente pode ser
considerado uma ferramenta promissora para diagndésticos biomédicos, como a
deteccdo molecular do oncogene quimérico BCR/ABL. Através da associacao de
materiais funcionais e sinergia entre suas propriedades fisicas e quimicas, uma
plataforma nanoestruturada baseada em polimero PPy e compdsito hibrido Chit-
ZnONP foi obtida, a qual possibilitou uma amplificacdo da area superficial com
eficiente transferéncia de elétrons. O biossensor de DNA demonstrou ser um
dispositivo analitico com elevada sensibilidade, especificidade, reprodutibilidade,
baixos limites de deteccdo e quantificacdo, sendo assim, um método
eletroquimico alternativo para a deteccdo do oncogene quimérico BCR/ABL e

diagnéstico de LMC.
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REIVINDICACOES

01. PLATAFORMA SENSORA BASEADA EM FILME FINO POLIMERICO
ASSOCIADO A COMPOSITO HIBRIDO E SEU USO EM DIAGNOSTICO
BIOMEDICO caracterizada pela presenca dos componentes a seguir: a)
eletrodo de trabalho com superficie eletroativa de ouro; b) filme condutor de
polipirrol (PPy); c) compésito hibrido de quitosana e nanoparticulas de 6xido de
zinco (Chit-ZnONP); d) agente de acoplamento glutaraldeido; e) sondas de

DNA; e f) moléculas de albumina do soro bovino (BSA).

02. PLATAFORMA SENSORA, conforme reivindicagdo 1, caracterizada por
eletrodos conectados a um potenciostato/galvanostato com gerador de

frequéncia para mensuracao voltamétrica e impedimétrica.

03. PLATAFORMA SENSORA, conforme reivindicacdes 1 e 2, caracterizada
por aplicar a técnica de voltametria ciclica com potencial de varredura entre -0,2
e 0,7 V e velocidade de 50 mV s™.

04. PLATAFORMA SENSORA, conforme reivindicacdes 1 e 2, caracterizada
por aplicar a técnica de espectroscopia de impedancia eletroquimica com uma
faixa de frequéncia de 100 mHz a 100 KHz e potencial de amplitude alternada
de 10 mV.

05. PLATAFORMA SENSORA, conforme reivindicacdes 1 e 2, caracterizada

por possuir um sistema de trés eletrodos dispostos em uma gaiola de Faraday.

06. PLATAFORMA SENSORA, conforme reivindicacfes 1, 2 e 5, caracterizada
por possuir eletrodo de trabalho, eletrodo de referéncia Ag/AgCl saturado com

KCI 3M e contra-eletrodo.

07. PLATAFORMA SENSORA, conforme reivindicagbes 1, 2, 5 e 6,
caracterizada por ter os eletrodos imersos em uma solugdo de 10 mM de

[Fe(CN)e]*/ [Fe(CN)s]* em tampdao fosfato para a mensuracao eletroquimica.
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08. PLATAFORMA SENSORA, conforme reivindicagcbes 1, 2, 5 e 6
caracterizada por ser sintetizada a partir da imersao do eletrodo de trabalho em
solucdo de acido cloridrico (HCI) contendo o mondmero pirrol, seguido da
aplicacdo de seis ciclos de polimerizacdo voltamétrica em uma faixa de

potencial de -0,2 a +0,7 V com uma velocidade de varredura de 10 a 100 mV s
1

09. PLATAFORMA SENSORA, conforme reivindicacbes 1, 2, 5, 6 e 8,
caracterizada pela adicdo do compésito hibrido Chit-ZnONP sobre o eletrodo
de trabalho modificado com o filme de PPy, com posterior lavagem em agua
ultrapura para remocédo de moléculas nédo ligadas.

10. PLATAFORMA SENSORA, conforme reivindicacbes 1 e 9, caracterizada
pelo uso do compdsito hibrido Chit-ZnONP sintetizado a partir da dissolucéo de
50 mg de quitosana em 10 mL de &cido acético a 1% e dispersdo de 10 mg de
ZnONPs em acido acético a 1%; posteriormente, a dispersdao de ZnONps foi
acrescentada na solucéo transparente de Chit em uma proporcéo de 1:1 (viv) e
a mistura final foi mantida por 30 minutos sob agitagdo magnética a
temperatura ambiente, seguida de sonicacdo com ondas de ultrassom por

aproximadamente 1 hora.

11. PLATAFORMA SENSORA, conforme reivindicagbes 1, 2, 5, 6, 8 e 9,
caracterizada pela adicdo de glutaraldeido sobre a plataforma nanoestruturada
PPy/Chit-ZnONP, com posterior acréscimo de uma solucdo de
oligonucleotideos para a construcao do nanossistema de DNA.

12. PLATAFORMA SENSORA, conforme reivindicagbes 1, 2, 5, 6, 8, 9 e 11,
caracterizada pela adicdo de uma solucdo de BSA sobre a superficie do

eletrodo modificado.

13. PLATAFORMA SENSORA, conforme reivindicacbes 1, 2, 5, 6, 8,9, 11 e 12,
caracterizada por compreender: (a) ensaio de bioatividade; (b) insercdo do

sistema de biodeteccdo em célula eletroquimica; (c) mensuracdo do
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comportamento eletroquimico do sistema apds sua exposicdo ao analito-alvo;
(d) determinagdo de mudancas nos valores de correntes de pico anddicas e
catddicas, bem como alteracdes nas areas voltamétricas; e e) determinacao da
resisténcia a transferéncia de carga através de simulacdo tedrica dos dados
experimentais em circuito equivalente de Randles para indicar a presenca ou

auséncia do analito-alvo na amostra teste.

14. USO DE PLATAFORMA SENSORA descrito na reivindicacdo 13,
caracterizado por avaliar o analito-alvo que corresponde a sequéncia de
nucleotideos do oncogene quimérico BCR/ABL inserido em plasmideo

recombinante.

15. USO DE PLATAFORMA SENSORA descrito nas reivindicacdes 13 e 14,

caracterizado por apresentar um limite de deteccéo de 1,2 fM.

16. USO DE PLATAFORMA SENSORA descrito nas reivindicacdes 13, 14 e
15, caracterizado por apresentar um limite de quantificacao de 3,6 fM.

17. USO DE PLATAFORMA SENSORA descrito nas reivindicacoes 1, 2, 5, 6,
8, 9, 11, 12 e 13, caracterizado pelo uso de diferentes tipos de substratos
eletroativos para a constru¢do da plataforma de biossensoriamento PPy/Chit-
ZnONP/Sondapna/BSA, tais como eletrodos convencionais de prata, carbono
vitreo, 6xido de indio dopado com estanho (ITO), eletrodos interdigitados e

impressos.

18. USO DE PLATAFORMA SENSORA descrito nas reivindicagdes 1, 2, 5, 6,
8, 9, 11, 12, 13 e 14, caracterizado por ser capaz de reconhecer diferentes
sequéncias oligonucleotidicas de acordo com a natureza da sonda de

biorreconhecimento, tais como genétipo humano, viral, bacteriano e fungico.
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Figura 2
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Figura 3
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RESUMO

PLATAFORMA SENSORA BASEADA EM FILME FINO POLIMERICO
ASSOCIADO A COMPOSITO HIBRIDO E SEU USO EM DIAGNOSTICO
BIOMEDICO obtida por metodologia simples para fabrica¢éo de um dispositivo
eletroquimico utilizidvel na identificacdo do oncogene quimérico BCR/ABL.
Objetivando-se aprimorar o desempenho analitico do sensor biolégico, uma
plataforma nanoestruturada foi construida sobre a area ativa de um eletrodo
metalico e seu procedimento metodoldégico exposto. A plataforma
nanoestruturada foi baseada no polimero polipirrol (PPy) e compésito hibrido
formado por quitosana e nanoparticulas de 6xido de zinco (Chit-ZnONP). O
PPy pode assumir um carater intrinsicamente condutor, favorecendo a
transferéncia de carga na interface eletrodo-solucdo e contribuindo
significativamente para a melhoria da sensibilidade dos sistemas de
biodeteccdo. O compdsito hibrido Chit-ZnONP disponibiliza grupos quimicos
para a ancoragem de biomoléculas, além de apresentar elevada area de
contato. O nanocompdsito Chit-ZnONP proporciona um microambiente
hidrofilico e biocompativel, necessario para a manutencdo da conformacéo
molecular de biomoléculas imobilizadas. A fim de tornar a plataforma
nanoestruturada aplicavel ao diagnostico de oncogene quimérico BCR/ABL,
sequéncias curtas de oligonucleotideos (denominadas de sondas de DNA)
foram imobilizadas quimicamente sobre os transdutores modificados. As
técnicas de voltametria ciclica e espectroscopia de impedancia eletroquimica
foram utilizadas para a caracterizacdo das etapas de modificacdo do eletrodo
de trabalho e o monitoramento da hibridizagdo molecular. O invento ressalta o
biossensor de DNA como ferramenta para a analise e deteccdo de genes de
interesse biomédico, apresentando, especificamente, elevada sensibilidade
(limite de deteccdo de 1,2 fM), simplicidade de construcdo, elevada

reprodutibilidade, e passivel de miniaturizacao.
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