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RESUMO 

 

A leucemia linfoblástica aguda (LLA) é a forma mais frequente de câncer infantil. A 

anomalia cromossômica conhecida como translocação (1;19)(q23;p13) ocorre em 3% 

a 12% dos casos de LLA. O presente estudo tem como objetivo principal a concepção 

de um nanodispositivo inovador, sem a necessidade de marcadores de sinal, visando 

o diagnóstico ultrassensível do oncogene quimérico TCF3-PBX1. O biossensor foi 

desenvolvido com uma plataforma nanoestruturada composta por polipirrol (PPy) e 

um compósito híbrido formado por nanopartículas de dióxido de titânio e nanosferas 

de platina (TiO2@Pt). Para possibilitar a detecção bioespecífica, oligonucleotídeos de 

cadeia simples foram quimicamente imobilizados no transdutor nanoestruturado. A 

caracterização das diferentes etapas de construção do dispositivo biotecnológico foi 

realizada utilizando técnicas como voltametria cíclica (VC), espectroscopia de 

impedância eletroquímica (EIE), espectroscopia ultravioleta-visível (UV-Vis) e 

microscopia de força atômica (AFM). A avaliação das propriedades analíticas do 

dispositivo de detecção foi feita com plasmídeos recombinantes que contêm a 

sequência oncogênica TCF3-PBX1 e amostras clínicas de pacientes pediátricos com 

LLA de células B. Após a exposição do sistema de monitoramento molecular ao alvo 

genético, foram observadas variações significativas na corrente de oxidação 

voltamétrica e na resistência à transferência de carga. A análise dos dados revelou 

alta reprodutibilidade, com um desvio padrão relativo de 3,66%, um intervalo de 

resposta linear que varia de 3,58 aM a 357,67 fM, um limite de detecção de 0,41 aM 

e um limite de quantificação de 1,24 aM. Assim, pela primeira vez, foi descrita uma 

tecnologia de baixo custo para triagem eletroquímica multiparamétrica do oncogene 

quimérico TCF3-PBX1, o que pode ajudar a melhorar a qualidade de vida dos 

pacientes com leucemia. 

Palavras-chave: Biossensor; Dióxido de Titânio; Espectroscopia de Impedância 

Eletroquímica; Leucemia; Polipirrol; Voltametria Cíclica. 

  



ABSTRACT 

 

Acute lymphoblastic leukemia (ALL) is the most common form of childhood cancer. 

The primary chromosomal abnormality known as the translocation (1;19)(q23;p13) 

occurs in 3% to 12% of ALL cases. The present study aims to develop an innovative 

nanodevice, label-free, for the ultrasensitive diagnosis of the TCF3-PBX1 chimeric 

oncogene. The biosensor was developed using a nanoengineered platform composed 

of polypyrrole (PPy) and a hybrid composite of titanium dioxide nanoparticles and 

platinum nanospheres (TiO2@Pt). To enable biospecific detection, single-stranded 

oligonucleotides were chemically immobilized on the nanoengineered transducer. 

Characterization of the different stages of constructing the biotechnological device was 

carried out using techniques such as cyclic voltammetry (CV), electrochemical 

impedance spectroscopy (EIS), ultraviolet-visible spectroscopy (UV-Vis), and atomic 

force microscopy (AFM). The analytical properties of the detection device were 

evaluated using recombinant plasmids containing the TCF3-PBX1 oncogenic 

sequence and clinical samples from pediatric patients with B-cell ALL. After exposing 

the molecular monitoring system to the genetic target, significant variations were 

observed in the voltammetric oxidation current and in the charge transfer resistance. 

Data analysis revealed high reproducibility, with a relative standard deviation of 3.66%, 

a linear response range from 3.58 aM to 357.67 fM, a detection limit of 0.41 aM, and a 

quantification limit of 1.24 aM. Thus, for the first time, a low-cost technology for 

multiparametric electrochemical screening of the TCF3-PBX1 chimeric oncogene was 

described, which could help improve the quality of life for leukemia patients. 

Keywords: Biosensor; Titanium Dioxide; Electrochemical Impedance Spectroscopy; 

Leukemia; Polypyrrole; Cyclic Voltammetry. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 LLA é um câncer maligno do sangue e da medula óssea que afeta as células 

progenitoras linfoides. É o câncer mais prevalente em crianças, constituindo 

aproximadamente um terço de todos os casos de câncer infantil. A incidência de LLA 

varia globalmente em função de fatores genéticos, ambientais e socioeconômicos, 

com taxas mais altas sendo relatadas em países desenvolvidos. Nos Estados Unidos, 

a incidência anual de LLA é de aproximadamente 3,8 casos por 100.000 crianças com 

menos de 15 anos de idade (Nathan et al., 2020). Uma das alterações genéticas mais 

prevalentes na LLA de células B é o oncogene quimérico TCF3-PBX1, resultante da 

translocação cromossômica t(1;19)(q23;p13) (Zhang et al., 2022). Esse rearranjo 

cromossômico resulta da fusão do TCF3 (fator de transcrição 3), localizado em 19p13, 

com o PBX1 (homeobox 1 da leucemia de células pré-B), localizado em 1q23. Como 

resultado, há a expressão da oncoproteína TCF3-PBX1, capaz de modificar processos 

celulares e interromper a diferenciação celular (Organista-Nava et al., 2016). Nota-se 

que esse genótipo tem sido historicamente associado a um prognóstico ruim e a um 

risco aumentado de recidiva no sistema nervoso central. No entanto, tratamentos 

contemporâneos orientados para o risco têm melhorado o seu prognóstico (Chiaretti 

et al., 2013; Zhang et al., 2022). 

 Os métodos de análise genética possibilitam a identificação do oncogene de 

fusão TCF3-PBX1. Embora a análise de bandas cromossômicas (cariótipo) seja 

comum na prática clínica, ela apresenta sensibilidade limitada e exige protocolos 

demorados e trabalhosos. O cariótipo requer acesso a células neoplásicas recém-

isoladas para cultivo de curto prazo a fim de obter cromossomos em metáfase 

(Barbosa et al.,2018; Skotheim et al., 2009). Sua eficácia pode ser consideravelmente 

limitada pela resolução cromossômica reduzida na leucemia, anomalias crípticas e 

pela baixa proliferação de células neoplásicas durante o cultivo (Rack et al., 2022). A 

introdução da hibridização fluorescente in situ (FISH) na prática laboratorial de rotina, 

juntamente com a reação em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real 

(qPCR), supera algumas dessas limitações (Burmeister et al., 2023; Eldfors et al., 

2017). A técnica FISH é usada para identificar anomalias citogenéticas numéricas e 

visualizar a localização precisa do oncogene no cromossomo, atingindo uma 

sensibilidade de até 10-2. O qPCR, um método altamente preciso, é o padrão-ouro 

para o diagnóstico de translocações genéticas, com uma sensibilidade que varia de 
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10-4 a 10-5. Ele requer conhecimento prévio do gene de fusão complementar, e sua 

sensibilidade pode ser influenciada pela qualidade da amostra clínica, potencialmente 

levando a falsos positivos. O processamento analítico exige profissionais qualificados 

e equipamentos robustos (Short et al., 2019). O sequenciamento de nova geração 

(NGS), um termo que se refere às tecnologias contemporâneas de sequenciamento 

de ácidos nucleicos para DNA ou RNA, tem avançado significativamente na pesquisa 

de translocações em leucemias com alta sensibilidade (~10-6), desempenho e 

precisão. Os desafios incluem a seleção da plataforma de sequenciamento para o 

painel de NGS, a realização de estudos de validação, o gerenciamento da alta 

complexidade dos procedimentos e resultados, a utilização de ferramentas 

bioinformáticas para análise e a garantia de armazenamento de dados a longo prazo 

(Kumar; Cowley; Davis, 2024). 

Os biossensores eletroquímicos, considerados uma tecnologia avançada para 

análise genômica, surgem como alternativas promissoras para o rastreamento 

molecular da LLA, destacando-se pelo potencial de aumentar a sensibilidade e a 

precisão nos processos de detecção bioanalítica. Esses dispositivos integram 

elementos de reconhecimento biológico, como enzimas, segmentos de 

oligonucleotídeos, células ou anticorpos, em transdutores, possibilitando a conversão 

eficiente da resposta bioquímica em um sinal mensurável (Shahdeo; Gandhi, 2022). 

Materiais baseados em nanotecnologia, como nanotubos, nanopartículas, 

nanoesferas, nanocubos, nanofibras e nanocompósitos, têm sido utilizados para 

preservar a bioatividade das moléculas de bioreconhecimento após a ancoragem em 

superfícies transdutoras. Essa abordagem visa não apenas aumentar a 

reprodutibilidade do sinal analítico, mas também promover a escalabilidade da 

fabricação e garantir a estabilidade a longo prazo (Fritea et al., 2021). 

A aplicação de nanocompósitos híbridos em biossensores eletroquímicos tem 

atraído atenção substancial, atribuída ao seu desempenho aprimorado e aplicações 

versáteis. Notadamente, nanocompósitos de metais nobres e óxidos metálicos se 

destacam nesse contexto. Esses materiais demonstram interações sinérgicas 

resultantes da combinação de características únicas de metais nobres, como Au, Pt, 

Ag e Pd, com as propriedades específicas de óxidos metálicos, como TiO2, Fe2O3, 

CuO, MnO2 e ZnO (Kannan; Maduraiveeran, 2023). Especificamente, destaca-se o 

compósito estruturado a partir de nanopartículas de dióxido de titânio (TiO2) e 

nanoesferas de platina (PtNs). O TiO2 é um material semicondutor com band gaps de 



  
  16 
 

energia de 3,2, 3,02 e 2,96 eV. Ele apresenta baixa toxicidade, resistência à foto-

corrosão, atividade fotocatalítica e é passível de fabricação em larga escala a baixo 

custo. A capacidade de biossensoriamento do TiO2 está tipicamente associada às 

suas propriedades estruturais, à localização da banda de valência e à geração e 

disponibilidade de lacunas na superfície do material capazes de aceitar elétrons livres 

externos. A interação entre o analito e a biomolécula pode gerar elétrons, prontamente 

capturados pelo TiO2 devido às suas propriedades de aceitação de elétrons. Além 

disso, os nanomateriais de TiO2 exibem características ecologicamente corretas e 

biocompatíveis, tornando-os adequados para servir como uma interface potencial para 

imobilizar biomoléculas (Shetti et al., 2019). 

A incorporação de metais, como Sn, Zn, Au e Pt, em nanopartículas de TiO2 

tem sido empregada como uma estratégia para melhorar a estabilidade química e a 

condutividade elétrica, refinando, assim, a capacidade de detecção do TiO2 em 

biossensores eletroquímicos. Hipotetiza-se que as estruturas eletrônicas podem ser 

modificadas pela deposição de metais em nanomateriais de óxido metálico, 

promovendo o desenvolvimento de vacâncias de oxigênio na região interfacial. Nesse 

contexto, a dopagem de nanopartículas de TiO2 com nanoesferas de platina (PtNs) 

proporciona a obtenção de múltiplos sítios ativos e amplificação das propriedades 

eletroquímicas quando comparado aos constituintes originais. As PtNs exibem uma 

área de superfície específica substancial e alta capacidade de adsorção, facilitando a 

ligação aprimorada de biomoléculas. A inclusão de platina não só introduz centros 

catalíticos suplementares na nanostrutura, mas também altera a distribuição de carga 

e os estados eletrônicos, afetando diretamente as propriedades de transferência de 

carga e a eficácia catalítica do compósito. A incorporação de platina induz a geração 

de defeitos e vacâncias na estrutura do TiO2, promovendo reações redox e 

melhorando a resposta eletroquímica do sistema de detecção. Além disso, a interação 

sinérgica entre as PtNs e o TiO2 contribui para a estabilidade química e estrutural do 

material, garantindo um ambiente propício para a detecção bioanalítica 

(Maduraiveeran et al., 2016; Yu et al., 2021). 

Continuando a explorar estratégias de modificação interfacial, infere-se que os 

polímeros condutores são considerados materiais funcionais para o desenvolvimento 

de plataformas de detecção (Dakshayini et al., 2019). O polímero polipirrol (PPy) está 

atualmente em investigação devido ao seu potencial na fabricação de biossensores 

altamente sensíveis. Atributos essenciais que contribuem significativamente para o 



  
  17 
 

aprimoramento do desempenho analítico e da robustez em sistemas de detecção 

biológica incluem alta condutividade, cinética rápida de transferência de elétrons na 

interface eletrodo/solução, capacidade de armazenamento de carga, reversibilidade 

redox, compatibilidade biológica relativa e a presença de grupos químicos para a 

ancoragem direcionada de biomoléculas (Ramanavicius; Ramanavicius, 2021). 

 A síntese eletroquímica de polipirrol oferece vantagens distintas, 

proporcionando controle preciso sobre o processo de polimerização. Esse método 

permite a regulação da espessura, morfologia e condutividade do polímero, resultando 

na produção de filmes bem definidos e altamente condutivos. Essas capacidades de 

ajuste fino garantem a otimização do polipirrol para aplicações específicas em 

biossensores. Além disso, a síntese eletroquímica apresenta uma abordagem 

ecológica e econômica, minimizando o uso de reagentes perigosos e reduzindo a 

geração de resíduos. A simplicidade e a eficiência do procedimento eletroquímico 

contribuem para a escalabilidade e aplicabilidade de biossensores baseados em 

polipirrol em diversos contextos biotecnológicos. O polímero orgânico resultante exibe 

flexibilidade estrutural, estabilidade ambiental e compatibilidade com sistemas 

biológicos, posicionando-o como um candidato promissor para o avanço das 

tecnologias de biossensores (Avelino et al., 2021; Zhang et al., 2023). 

Nesta investigação, um biossensor eletroquímico de DNA foi introduzido pela 

primeira vez para a detecção específica do oncogene quimérico TCF3-PBX1. A 

construção do biossensor envolveu a imobilização covalente de sequências de 

oligonucleotídeos em um filme de polipirrol (PPy) modificado com um nanocompósito 

híbrido TiO2@Pt, que serviu como eletrodo de trabalho biossensível. Nos casos em 

que o oncogene quimérico TCF3-PBX1 está presente nas amostras (seja DNA 

plasmidial ou uma amostra clínica de leucemia), a sequência alvo hibridiza 

seletivamente com a sonda, iniciando a transdução do evento de bioreconhecimento. 

Essa transdução resulta em uma mudança mensurável que é diretamente 

proporcional à concentração da sequência alvo. Vale destacar que o sistema de 

biossensoriamento desenvolvido incorpora um material compósito (TiO2@Pt) que, em 

conjunto com o filme polimérico, facilitou a obtenção de limites de detecção 

excepcionalmente baixos, na ordem de attomolar. Além disso, o sistema demonstra 

reprodutibilidade, alta seletividade, precisão analítica, custo-benefício e tempo de 

resposta rápido, tornando-o promissor para o diagnóstico laboratorial em casos de 

LLA. 
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2 FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

 

2.1 Leucemia e o oncogene quimérico TCF3-PBX1 

 

A leucemia é um tipo de câncer que se destaca entre as doenças malignas 

mais frequentes globalmente, sua incidência em 2020 foi de 474.519 novos casos 

(SUNG et al., 2021). Trata-se de uma patologia caracterizada pela desregulação do 

sistema hematopoiético, levando à produção excessiva de células sanguíneas 

anormais e à proliferação de formas imaturas, como linfoblastos (Advani; Pendergast, 

2002). Essas alterações comprometem a funcionalidade do sangue, resultando em 

anemia severa, maior suscetibilidade a infecções e risco elevado de hemorragias. 

Além disso, células leucêmicas podem se disseminar para outros órgãos, como baço, 

cérebro e linfonodos, através da corrente sanguínea (Karrari et al., 2022). 

As leucemias incluem um grupo diversificado de doenças com diferentes 

apresentações clínicas e características moleculares, que são classificadas com base 

em critérios genéticos, morfológicos e imunológicos. A classificação da Organização 

Mundial da Saúde (OMS) categoriza essas doenças segundo a linhagem celular 

afetada, como linfoide ou mieloide, e sua evolução, distinguindo-as em formas agudas 

ou crônicas (Choi et al., 2024). 

Uma característica central de muitos tipos de câncer, incluindo a leucemia, é a 

presença de alterações genéticas, como fusões de genes, que resultam em proteínas 

anormais com funções biológicas alteradas. Entre essas fusões, destaca-se o 

oncogene quimérico TCF3-PBX1, identificado principalmente em casos de leucemia 

linfoblástica aguda (LLA). Essa anormalidade é resultado de uma translocação 

cromossômica entre os genes TCF3, localizado no cromossomo 19, e PBX1, 

encontrado no cromossomo 1, levando à formação de um gene híbrido (Lee et al., 

2021). 

O oncogene TCF3-PBX1 codifica uma proteína quimérica que atua como um 

fator de transcrição desregulado, alterando a expressão de genes relacionados ao 

ciclo celular e à sobrevivência celular. Essa modificação genética confere às células 

malignas vantagens proliferativas e de resistência à apoptose, contribuindo para o 

desenvolvimento da leucemia. Em pacientes pediátricos, a presença do TCF3-PBX1 

está associada a um prognóstico intermediário, embora sua detecção seja 
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considerada um marcador útil no diagnóstico e no monitoramento da doença (Lee et 

al., 2021). 

A Figura 1 ilustra a distribuição dos pontos de quebra nos genes TCF3 e PBX1, 

evidenciando as regiões envolvidas na translocação cromossômica responsável pela 

formação do oncogene quimérico. 

 

Figura 1 - Distribuição dos pontos de quebra nos genes TCF3 e PBX1, ilustrando as regiões de 

translocação cromossômica que resultam no oncogene quimérico TCF3-PBX1. 

 

Fonte: Adaptado de Hein et al. (2019). 

O nível de expressão do TCF3-PBX1 pode variar ao longo do curso clínico da 

leucemia. Em estágios iniciais, geralmente são observados altos níveis dessa fusão 

gênica, indicando atividade tumoral elevada. Após o início do tratamento, a redução 

desses níveis pode sinalizar uma resposta terapêutica positiva, mas a presença 

residual da fusão em níveis baixos, conhecida como doença residual mínima, 

representa um risco de recaída. Métodos sensíveis e específicos para monitorar o 

TCF3-PBX1 são essenciais para avaliar a eficácia do tratamento, orientar decisões 

clínicas e prever desfechos no tratamento da leucemia (Hein et al., 2019). 

 

2.1.1 Métodos convencionais de diagnóstico 

 

 A identificação da leucemia envolve uma abordagem multidisciplinar que 

combina exames hematológicos, análises citogenéticas e ensaios moleculares de alta 

precisão. O processo inicia-se com a anamnese e exame físico, conduzidos por um 

profissional qualificado, frequentemente um hematologista. Nesse momento, a história 

clínica do paciente é avaliada em detalhe, assim como sinais e sintomas específicos 

que possam levantar suspeitas para a doença (Hallek; Al‐Sawaf, 2021). 
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Em casos de suspeita de leucemia, o próximo passo inclui a coleta de sangue 

periférico para realização de hemograma completo. Esse exame, essencial na triagem 

inicial, utiliza microscopia óptica para a análise detalhada das células do sistema 

hematopoiético, avaliando características como tipo, morfologia e contagem celular. 

Em pacientes com leucemia, é comum a presença de células imaturas, como 

linfoblastos e eritroblastos, circulando na corrente sanguínea. Paralelamente, 

observa-se uma diminuição significativa no número de plaquetas e células maduras 

funcionais, indicando comprometimento hematológico (Hallek; Al‐Sawaf, 2021).  

Embora o hemograma forneça fortes indícios da presença de leucemia, o 

diagnóstico definitivo exige testes adicionais, como a biópsia da medula óssea. Esse 

procedimento envolve a aspiração de uma amostra do tecido medular, seguida de 

análise microscópica para confirmar a doença e determinar sua classificação. Além 

disso, exames citogenéticos e moleculares são frequentemente requisitados para 

identificar biomarcadores específicos, como o oncogene quimérico TCF3-PBX1, 

amplamente associado à LLA (Hou; Tien, 2020). 

A detecção do oncogene quimérico TCF3-PBX1 é realizada por meio de uma 

variedade de técnicas avançadas. Entre as principais estão: 

• Análise cromossômica: Técnica citogenética fundamental para detectar 

alterações estruturais nos cromossomos. Por meio do cariótipo convencional, 

é possível visualizar grandes rearranjos cromossômicos, como deleções, 

inversões e translocações, incluindo a translocação associada ao cromossomo 

(TCF3-PBX1), comum em leucemias mieloides crônicas e alguns casos de 

leucemia linfoblástica aguda (Hou; Tien, 2020). 

• Hibridação in situ fluorescente (FISH): Método baseado na utilização de sondas 

fluorescentes que se ligam a sequências específicas de DNA. O FISH permite 

a detecção precisa de alterações cromossômicas que podem não ser visíveis 

na análise cromossômica convencional, incluindo pequenas translocações, 

deleções e amplificações gênicas. É amplamente empregado para identificar a 

fusão TCF3-PBX1, proporcionando um diagnóstico eficiente (Duncavage et al, 

2022). 

• Citometria de fluxo: Técnica altamente sensível utilizada para caracterizar e 

quantificar células individuais com base em marcadores imunofenotípicos. A 

citometria de fluxo permite a análise de milhares de células por segundo, sendo 
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essencial para classificar os diferentes subtipos de leucemia de acordo com os 

padrões de expressão de antígenos de superfície e intracelulares. Essa 

abordagem é crucial para o diagnóstico, monitoramento da doença residual 

mínima e avaliação da resposta ao tratamento (Hou; Tien, 2020). 

• Southern blot: Técnica clássica de biologia molecular utilizada para detectar e 

analisar fragmentos de DNA específicos dentro de uma amostra. O método 

envolve digestão enzimática do DNA, separação por eletroforese, transferência 

para uma membrana e hibridização com sondas marcadas. Embora menos 

utilizada atualmente devido ao avanço de técnicas mais rápidas e sensíveis, o 

Southern blot ainda é aplicado em estudos genéticos para confirmar rearranjos 

gênicos e mutações associadas à leucemia (Duncavage et al, 2022). 

• Reação em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real (qRT-PCR): 

Considerada o padrão-ouro para a detecção e quantificação de transcritos 

específicos, essa técnica permite medir a expressão de genes de fusão, como 

TCF3-PBX1, com alta sensibilidade e precisão. O qRT-PCR utiliza 

fluorescência para monitorar a amplificação do DNA em tempo real, tornando-

se um método essencial no diagnóstico molecular da leucemia, na avaliação 

da carga tumoral e no monitoramento da doença residual mínima. Sua 

capacidade de detectar níveis extremamente baixos de transcritos faz dela uma 

ferramenta indispensável para prever recaídas e ajustar estratégias 

terapêuticas (Duncavage et al, 2022). 

Embora altamente confiáveis e específicas, essas técnicas apresentam 

limitações significativas, como sensibilidade moderada em alguns casos, altos custos 

associados a equipamentos e manutenção, protocolos laboratoriais complexos e 

longos períodos de análise. Tais desafios restringem sua ampla implementação em 

laboratórios de menor porte e hospitais com recursos limitados (Hallek; Al ‐Sawaf, 

2021). 

Dado o impacto do diagnóstico precoce no prognóstico dos pacientes, o 

desenvolvimento de métodos moleculares mais acessíveis, simples e eficazes é de 

extrema relevância. Ensaios inovadores para detecção do TCF3-PBX1, capazes de 

superar as limitações das técnicas tradicionais, podem transformar o cenário do 

diagnóstico hematológico, promovendo avanços significativos no manejo e tratamento 

da leucemia (Hou; Tien, 2020). 
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As principais características das técnicas utilizadas para detecção do oncogene 

quimérico TCF3-PBX1 estão resumidas na Tabela 1.
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Tabela 1 – Comparação das Técnicas de Detecção do Oncogene Quimérico TCF3-PBX1 

Método Detecção de Alterações 

Cromossômicas 

Detecção de 

Fusões Gênicas 

Quantificação de 

Transcritos 

Alta 

Sensibilidade 

Rapidez no 

Diagnóstico 
  Baixo custo 

 
Análise cromossômica 

 
X 

 
 

 
 

 
 

 
 

   
 

 
Hibridação In Situ 

Fluorescente (FISH) 

 
X 

 
X 

 
 

 
 

 
X 

   
 

 

Citometria de Fluxo 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

X 

   

 

 

Southern Blot 

 

 

 

X 

 

 

 

 

 

X 

   

 

 

PCR em Tempo Real 
(qRT-PCR) 

 

 

 

X 

 

X 

 

X 

 

X 

   

 

 
Sequenciamento de 

Nova Geração (NGS) 

 
X 

 
X 

 
X 

 
X 

 
X 

   
 

 
Biossensores 
eletroquímicos 

 
 
 

 
X 

 
X 

 
X 

 
X 

   
X 
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2.2 Desenvolvimento de biossensores e avanços da nanotecnologia 

A nanotecnologia tem desempenhado um papel central na inovação e 

desenvolvimento de novas tecnologias, particularmente na criação de testes 

diagnósticos para uma vasta gama de doenças. Atuando em um campo interdisciplinar 

que abrange biologia molecular, bioquímica, engenharia e física, ela tem sido 

amplamente reconhecida como um catalisador para avanços tecnológicos (Thwala et 

al., 2023).  Nas últimas décadas, mais de 65 mil artigos acadêmicos foram publicados 

e, desde a década de 1970, mais de 12 mil invenções relacionadas à nanotecnologia 

foram patenteadas. No campo dos diagnósticos clínicos, entre os anos de 2000 e 

2010, foram registradas aproximadamente 2.200 patentes, e espera-se que esse 

número dobre até 2025 (Fialkoski; Malfatti, 2019). O mercado global de produtos 

nanotecnológicos movimenta bilhões de dólares, com destaque para os EUA, que 

lideram em produtividade per capita devido a investimentos consistentes em P&D. Em 

2018, os EUA e a Europa geraram receitas semelhantes (~US$ 940 milh ões), mas a 

produtividade americana foi o dobro da europeia. A Ásia, apesar do maior mercado 

(US$ 1,14 bilhão), apresenta baixa eficiência (US$ 0,25 por pessoa), indicando 

necessidade de mais incentivos (Talebian et al., 2021). 

A bionanotecnologia, uma subárea da nanotecnologia, tem sido crucial para o 

desenvolvimento de dispositivos que utilizam componentes biológicos em diversas 

aplicações. Esses dispositivos podem desempenhar funções variadas, como 

detecção de agentes biológicos (microrganismos, vírus, enzimas) e análise de 

mutações cromossômicas, incluindo oncogenes quiméricos como o TCF3-PBX1 

(Alanazi; Almukhaylid; Iqbal. 2024) 

Dentro desse contexto, os biossensores representam uma classe específica de 

dispositivos de bionanotecnologia projetados para detectar e quantificar alvos 

biológicos ou químicos, com aplicações que vão desde a vida cotidiana e segurança 

alimentar até diagnósticos clínicos, monitoramento ambiental e controle de qualidade 

industrial. O desenvolvimento de biossensores tem crescido exponencialmente devido 

à sua ampla aplicabilidade e potencial impacto em múltiplas áreas. Estimativas 

apontam que o mercado global, avaliado em US$ 38,5 bilhões em 2021, alcance US$ 

68,4 bilhões até 2026 (Tiwari; Tiwari, 2022). 

Por definição, biossensores são dispositivos eletrônicos que fornecem 

informações analíticas específicas sobre moléculas-alvo de forma quantitativa ou 

semi-quantitativa. Como ilustrado na figura 2, eles são compostos por três 
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componentes principais: o elemento de reconhecimento, o transdutor e o sistema de 

amplificação e processamento de sinal. O elemento de reconhecimento, que 

geralmente é uma molécula biológica, detecta o alvo molecular por meio de interações 

específicas ou reações catalíticas. O transdutor, por sua vez, converte essa resposta 

bioquímica em um sinal mensurável que é proporcional à concentração do analito 

detectado. Finalmente, o sistema eletrônico amplifica e processa esse sinal, 

permitindo sua visualização em um monitor, onde pode ser interpretado por 

especialistas (Smutok; Katz, 2022). 

Figura 2 - Representação esquemática de um biossensor. 

 

Fonte: Adaptado de Grieshaber et al. (2008). 

Biossensores possuem uma variedade de características essenciais, como alta 

funcionalidade, sensibilidade superior, especificidade, seletividade apurada, baixo 

limite de detecção, precisão, linearidade, resposta rápida, reprodutibilidade, robustez, 

portabilidade, simplicidade no uso, estabilidade, capacidade de reutilização e baixo 

custo de produção. Graças a essas vantagens, os biossensores se mostram como 

ferramentas altamente promissoras para aplicações em diagnósticos clínicos e testes 

laboratoriais. No entanto, investigações mais detalhadas ainda são necessárias para 

assegurar a eficiência e viabilidade comercial desses sistemas de detecção biológica 

(Smutok; Katz, 2022). 

 



  
  26 
 

2.2.1 Classificação dos biossensores com base no elemento sensor 

 

Diversos elementos biológicos podem ser aproveitados na criação de 

biossensores, incluindo tecidos de plantas ou animais, células vivas, receptores 

celulares, organelas, enzimas, sistemas enzimáticos, anticorpos, antígenos, ácidos 

nucleicos, aptâmeros, lectinas e microrganismos. Embora existam inúmeras opções 

de biorreceptores, a escolha correta do elemento biológico é fundamental para 

garantir a especificidade do biossensor a ser desenvolvido (Mujica et al., 2022). 

Biossensores podem ser organizados conforme o tipo de interação entre o 

elemento biológico e o analito, e os subsequentes eventos bioquímicos. Em termos 

gerais, eles se dividem em biossensores biocatalíticos ou de bioafinidade. Nos 

biossensores de bioafinidade, o receptor biológico interage com o alvo molecular 

formando um complexo estável, que resulta em um sinal transdutor. Estes sistemas 

geralmente utilizam anticorpos, lectinas e proteínas receptoras. Nesses casos, o 

equilíbrio químico é atingido sem o consumo do analito pela molécula biológica 

imobilizada. Já nos biossensores catalíticos, o elemento biológico catalisa uma 

reação, transformando o analito em subprodutos detectáveis, sendo que a interação 

entre o receptor e o analito provoca mudanças nas concentrações de substratos ou 

produtos (Mujica et al., 2022). 

A classificação dos biossensores também pode ser feita com base na natureza 

dos elementos receptores. 

● Biossensores enzimáticos: esses dispositivos utilizam enzimas como 

receptores, e o mecanismo de detecção se baseia no consumo ou na produção 

de substâncias em função da interação enzima-analito. Exemplos incluem 

enzimas como penicilinase, urease, álcool desidrogenase e glicose oxidase 

(Ahangari et al., 2021). 

● Genossensores: são construídos a partir da imobilização de sequências de 

oligonucleotídeos, que permitem o reconhecimento molecular através de 

hibridação específica. O DNA ou RNA podem ser usados, e suas aplicações 

incluem o diagnóstico de doenças genéticas e infecciosas. (Malecka-Baturo; 

Grabowska, 2024) 
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● Imunossensores: baseiam-se na fixação de antígenos ou anticorpos no 

transdutor, e a detecção ocorre via formação de complexos antígeno-anticorpo. 

Esses dispositivos são utilizados na detecção de hormônios, drogas, bactérias 

e vírus (Li et al., 2022). 

● Aptassensores: aptâmeros são usados como receptores, sendo 

oligonucleotídeos sintetizados que adotam uma conformação específica para 

interagir com moléculas-alvo, como proteínas e íons. Por serem sintéticos, 

esses dispositivos também são chamados de biossensores miméticos (Zahra; 

Khan; Luo, 2021). 

● Biossensores microbiológicos: microrganismos como bactérias, leveduras e 

fungos são utilizados como receptores, com destaque para aplicações em 

monitoramento ambiental e diagnóstico de doenças infecciosas (Moraskie et 

al., 2021). 

● Biossensores celulares: utilizam células vivas como receptores e são 

versáteis, com aplicações que incluem desde a detecção precoce de doenças 

até a avaliação. Esses dispositivos podem também auxiliar no estudo do efeito 

de drogas sobre células cancerosas (Khan et al., 2023). 

2.2.2 Classificação dos biossensores com base no elemento de transdução 

Os biossensores podem ser classificados com base no mecanismo de 

transdução de sinal e na forma de energia medida. Dentre os tipos existentes, 

destacam-se: 

● Biossensores ópticos: Estes dispositivos operam detectando mudanças nas 

propriedades ópticas para monitorar a concentração de um analito e estudar a 

construção dos biossensores. As propriedades ópticas, como absorção, 

transmitância, fluorescência e índice de refração, são amplamente exploradas 

nesse contexto. A tecnologia de biossensores ópticos é valorizada por sua alta 

sensibilidade, capacidade de detectar mudanças em tempo real, e sua 

integração facilitada em sistemas de análise sem a necessidade de marcadores 

adicionais. Dentro dessa categoria, a ressonância de plásmons de superfície 

se destaca como uma técnica avançada para detectar alterações ópticas sutis 

em biossensores (Kaur; Kumar; Kaushik, 2022). 
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● Biossensores piezoelétricos: Baseados na piezoeletricidade, esses 

biossensores utilizam materiais como o quartzo para detectar variações de 

massa ou outras propriedades relacionadas à interação com o analito. 

Aplicando-se uma tensão alternada sobre cristais piezoelétricos, uma 

frequência específica é gerada, a qual varia conforme a massa das substâncias 

acopladas à superfície do biossensor. A técnica mais comum neste campo é a 

microbalança de cristal de quartzo, usada para medir mudanças minúsculas de 

massa (Zhou et al., 2020). 

● Biossensores térmicos: Desde os primeiros biossensores enzimáticos 

descritos por Clark e Lyons em 1962, o uso de transdução baseada em 

calorimetria vem sendo explorado. Biossensores térmicos detectam mudanças 

de temperatura associadas às reações bioquímicas, já que todas elas 

envolvem trocas de calor. Essas variações térmicas podem ser medidas por 

dispositivos de alta sensibilidade, como os termistores, sendo correlacionadas 

com a quantidade de reagentes ou produtos em um sistema. Esses 

biossensores são amplamente utilizados em estudos de hibridização de DNA e 

monitoramento ambiental (Naresh; Lee, 2021). 

● Biossensores eletroquímicos: Representando uma das classes mais 

difundidas de biossensores, os eletroquímicos se destacam pela simplicidade 

e alta sensibilidade nas medições analíticas. Esses dispositivos detectam 

mudanças nas propriedades eletroquímicas de um sistema, como transferência 

de elétrons e difusão de espécies químicas, utilizando eletrodos inertes, como 

ouro ou carbono. (Wu et al., 2023) Dependendo da característica avaliada, os 

biossensores eletroquímicos podem ser classificados como: 

○ Amperométricos: Medem a corrente gerada pela oxidação/redução de 

moléculas eletroativas (Ding et al., 2024). 

○ Potenciométricos: Avaliam o potencial gerado entre o eletrodo de 

trabalho e o eletrodo de referência (Walker et al., 2021). 

○ Condutimétricos: Medem a condutância elétrica correlacionada à 

concentração do analito (Majeed et al., 2022). 
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○ Impedimétricos: Analisam a impedância resultante da interação entre 

eletrodo e solução (Magar; Hassan; Mulchandani, 2021). 

2.2.3 Biossensores eletroquímicos de DNA 

Os genossensores eletroquímicos, ou biossensores de DNA baseados em 

eletroquímica, têm se destacado como ferramentas moleculares eficientes para o 

diagnóstico de diversas doenças, incluindo infecções virais, bactérias patogênicas e 

condições genéticas. Esses dispositivos são elaborados imobilizando sequências de 

DNA ou RNA na superfície de eletrodos, que atuam como transdutores 

eletroquímicos. O processo de fixação dos ácidos nucleicos à superfície do sensor é 

uma etapa fundamental para garantir o desempenho analítico e a estabilidade do 

genossensor. A eficácia na imobilização do DNA influencia diretamente na 

bioatividade da molécula e, portanto, no sucesso do reconhecimento biológico (Fuku; 

Bilibana; Iwuoha, 2022). 

O princípio básico por trás dos genossensores envolve o uso de uma sonda de 

DNA de fita simples (ssDNA) que se liga especificamente ao DNA (figura 3) alvo 

complementar, formando uma estrutura de dupla hélice de DNA (dsDNA) através do 

processo conhecido como hibridização molecular. Esses dispositivos possuem grande 

potencial para aplicação em diagnósticos clínicos, uma vez que são capazes de 

realizar análises rápidas e de baixo custo de moléculas-alvo específicas. Além disso, 

o uso de transdução eletroquímica garante alta sensibilidade ao sistema, com a 

possibilidade de reuso e miniaturização do dispositivo, facilitando seu 

desenvolvimento e aplicação em larga escala (Fuku; Bilibana; Iwuoha, 2022). 

Recentemente, pesquisas têm focado no desenvolvimento de genossensores 

para a detecção do oncogene quimérico TCF3-PBX1, que está associado a 

leucemias. As principais técnicas eletroquímicas usadas para monitorar o processo 

de identificação deste oncogene incluem voltametria cíclica, espectroscopia de 

impedância eletroquímica e voltametria de pulso diferencial. Embora os 

genossensores já tenham demonstrado eficiência na detecção do TCF3-PBX1, 

desafios permanecem, como a necessidade de alcançar limites de detecção ainda 

mais baixos, o que ampliaria sua aplicação em estudos de doença residual mínima e 

outras áreas da medicina personalizada (Zhang et al., 2021) 
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Figura 3 - Estrutura molecular do DNA e as interações bioespecíf icas entre suas bases nitrogenadas.  

 

Fonte: Adaptado de Roy et al. (2019). 

 

2.2.4 Métodos de imobilização de DNA 

Os biossensores de DNA são amplamente utilizados no diagnóstico clínico 

devido à sua alta especificidade e habilidade em detectar mudanças mínimas nas 

sequências de nucleotídeos, como uma única base alterada. No entanto, esses 

dispositivos ainda enfrentam alguns desafios técnicos, como a estabilidade da sonda 

de DNA imobilizada e a reprodutibilidade dos resultados. Para melhorar a eficácia 

desses sistemas de detecção, o design do sensor e a estratégia de imobilização do 

DNA são aspectos fundamentais (Zhang et al., 2022). 

Em geral, para desenvolver biossensores de DNA eficientes, as sondas 

precisam ser fixadas de maneira previsível, preservando sua capacidade de interagir 
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com o alvo. Isso exige que a adsorção não-específica seja minimizada e que a 

estabilidade da sonda ancorada seja mantida ao longo do tempo. Além disso, a 

orientação e acessibilidade da sonda de DNA são fatores cruciais para garantir a 

afinidade e a eficiência do processo de hibridização. Controlar essas variáveis é 

essencial para maximizar a sensibilidade e seletividade dos biossensores (Zhang et 

al., 2022). 

Os métodos de imobilização (figura 4) utilizados no desenvolvimento destes 

dispositivos incluem técnicas físicas, como a adsorção, e métodos químicos, como a 

ligação covalente, além de interações bioquímicas, como o uso de biotina-avidina. A 

adsorção física de sondas de DNA baseia-se na interação eletrostática entre os 

grupos fosfato do DNA e superfícies carregadas. Esta é uma técnica simples que não 

requer modificações na estrutura molecular do DNA (Zhang et al., 2022). 

Já a imobilização química de DNA é amplamente aplicada para aumentar a 

estabilidade e repetibilidade dos sensores. Um exemplo comum é a quimissorção, que 

utiliza grupos tiol terminais em superfícies de ouro, formando uma ligação covalente 

estável. Essa abordagem evita que as moléculas de DNA sejam lixiviadas do sensor, 

o que assegura uma maior durabilidade do dispositivo. Além disso, a imobilização 

covalente pode ser realizada com reagentes de acoplamento, como o glutaraldeído, 

promovendo ligações entre grupos funcionais do DNA e substratos ativados 

(Foroughi; Jahani, 2022). 

Outra técnica popular de imobilização baseia-se na afinidade biomolecular, 

como o uso de biotina e estreptavidina, que formam complexos de alta afinidade. As 

sondas de DNA podem ser modificadas com biotina e imobilizadas em superfícies 

tratadas com estreptavidina, o que facilita a orientação precisa das sondas para uma 

detecção mais eficaz (Park et al., 2020). 

Com todas essas opções, a escolha da técnica de imobilização deve ser 

cuidadosamente analisada para garantir a funcionalidade do biossensor e evitar a 

dessorção da sonda de DNA. A avaliação minuciosa de cada protocolo experimental 

assegura que o biossensor atenda aos requisitos de estabilidade e eficiência 

necessários para sua aplicação clínica (Foroughi; Jahani, 2022). 
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Figura 4 - Estratégias de imobilização de DNA em superf ícies sólidas.  a) adsorção f ísica, b) 

adsorção covalente e c) adsorção por biointeração. 

 

Fonte: O autor (2024). 

 

2.3 Plataformas nanoestruturadas 

Nanoplataformas emergem como soluções promissoras para o 

desenvolvimento de dispositivos de alto desempenho analítico, especialmente em 

biossensores. Essas plataformas funcionam como uma interface eficaz entre as 

moléculas de biorreconhecimento e os transdutores, promovendo a ancoragem de 

biomoléculas como DNA por meio de ligações covalentes, de hidrogênio ou interações 

eletrostáticas, garantindo a estabilidade do sistema. A imobilização de DNA em 

superfícies sólidas, quando realizada de maneira controlada, minimiza a adsorção 

inespecífica e reduz a perda de material sensível, aspectos críticos para a durabilidade 

do sensor (Shi et al., 2022). 

Protocolos de imobilização química favorecem uma orientação adequada das 

biomoléculas e ajudam a mitigar problemas como repulsão eletrostática e 

impedimentos físicos entre as cadeias de DNA, otimizando a eficiência do dispositivo. 

Contudo, o êxito da imobilização está intimamente relacionado às propriedades dos 

materiais transdutores e de interface. Dessa forma, uma caracterização detalhada dos 

materiais nanoestruturados, como nanopartículas, nanotubos de carbono, nanofios, 

nanoesferas e pontos quânticos, é fundamental para garantir a eficácia da 

hibridização, bem como a reprodutibilidade e robustez dos biossensores (Shi et al., 

2022). 
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A seguir, procede-se à apresentação de uma análise acerca dos materiais 

nanotecnológicos e funcionais empregados na concepção da plataforma 

nanoestruturada, estrategicamente integrada ao sistema de detecção molecular 

delineado no escopo deste estudo. 

 

2.3.1 Polipirrol 

O polipirrol (PPy) é um polímero condutor que tem atraído atenção significativa 

na ciência dos materiais, especialmente no desenvolvimento de biossensores e 

plataformas nanoestruturadas para detecção biológica. Suas propriedades 

eletroquímicas únicas, alta biocompatibilidade e capacidade de funcionalização 

química o tornam ideal para aplicações sensíveis, como a detecção de marcadores 

moleculares específicos, incluindo biomarcadores relacionados a doenças 

oncológicas (Oliveira et al., 2023). 

O PPy destaca-se pela sua alta condutividade elétrica, reversibilidade redox e 

estabilidade química em uma ampla faixa de potenciais, características essenciais 

para a transdução de sinais bioquímicos em sistemas eletroquímicos. A síntese 

eletroquímica do PPy em superfícies de eletrodos é amplamente utilizada devido à 

sua simplicidade e controle preciso sobre a espessura e a morfologia do filme formado. 

Esses parâmetros podem ser ajustados de acordo com a aplicação específica, 

garantindo melhor desempenho analítico e sensibilidade. Além disso, a modificação 

do PPy com materiais nanoestruturados, como nanopartículas metálicas (Au, Pt) ou 

óxidos metálicos (TiO2, ZnO), melhora sua capacidade de detecção. Essas 

combinações aumentam a área de superfície ativa e promovem uma interação mais 

eficiente entre a superfície do eletrodo e as moléculas-alvo (Nguyen et al., 2023). 

No que tange às suas aplicações, o PPy é amplamente utilizado como material 

base para a fabricação de biossensores devido à sua capacidade de suportar a 

imobilização de biomoléculas, como DNA, proteínas ou enzimas. Estudos recentes 

demonstraram a eficácia de biossensores baseados em PPy para detectar 

biomarcadores de câncer, como o antígeno prostático específico (PSA), com alta 

sensibilidade e seletividade (Sarkar et al., 2022). 

A funcionalização do PPy com sondas de DNA de fita simples (ssDNA) permite 

a detecção específica de sequências de DNA complementares por meio do processo 

de hibridização molecular. Essa interação é transduzida como uma variação nos sinais 
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eletroquímicos, como corrente, potencial ou impedância, que podem ser quantificados 

de maneira precisa (Chahma; Carrutheres, 2021). 

 

2.3.2   Óxido de Titânio (TiO2) 

O dióxido de titânio (TiO2) é um material semicondutor amplamente estudado 

devido à sua alta estabilidade química, excelente resistência térmica e notáveis 

propriedades fotocatalíticas. Estruturalmente, o TiO2 pode existir em diferentes fases 

cristalinas, como anatase, rutilo e brookita, sendo a anatase a mais frequentemente 

empregada em aplicações tecnológicas por suas superiores propriedades 

fotocatalíticas e maior área superficial. Sua estrutura eletrônica permite a geração de 

cargas opostas quando irradiado com luz de comprimento de onda adequado, 

conferindo-lhe alta reatividade em processos de oxidação e redução. Além disso, o 

TiO2 possui uma superfície rica em grupos hidroxila, o que facilita a imobilização de 

biomoléculas e a funcionalização química, tornando-o ideal para aplicações em 

biossensores e outros dispositivos biomédicos. No contexto de sensores 

eletroquímicos, o TiO2 desempenha um papel essencial como suporte catalítico 

devido à sua biocompatibilidade, estabilidade em diferentes condições químicas e 

capacidade de promover a transferência de elétrons em interfaces sólido-líquido. No 

entanto, sua condutividade elétrica relativamente baixa limita a eficiência de seus 

dispositivos eletroquímicos, o que motivou a pesquisa por materiais híbridos que 

combinem suas propriedades com outras características complementares (Ijaz; Zafar, 

2021). 

2.3.3   Nanoesferas de Platina (PtNs) 

As nanoesferas de platina (PtNs) são nanomateriais metálicos altamente 

valorizados por sua excepcional atividade catalítica e condutividade elétrica. A platina 

é reconhecida como um dos melhores catalisadores devido à sua alta densidade de 

estados eletrônicos próximos ao nível de Fermi, o que facilita a adsorção e ativação 

de moléculas, tornando-a eficaz em reações de oxidação e redução. Em escala 

nanométrica, as PtNs oferecem uma relação superfície-volume extremamente 

favorável, o que aumenta significativamente o número de sítios catalíticos disponíveis 

e melhora a eficiência catalítica. A morfologia esférica das PtNs é particularmente 

vantajosa, pois maximiza a exposição de seus átomos superficiais, enquanto sua alta 
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condutividade elétrica promove uma rápida transferência de carga. Além disso, as 

PtNs são frequentemente sintetizadas com controle rigoroso de tamanho e dispersão, 

utilizando métodos como redução química, eletrodeposição e síntese coloidal. Essa 

precisão na fabricação é essencial para assegurar um desempenho uniforme em 

dispositivos híbridos. Contudo, o alto custo e a tendência à aglomeração das 

nanopartículas são desafios que podem ser mitigados ao combiná-las com outros 

materiais, como o TiO2 (Khan; Al-Mamun; Ara, 2021). 

2.3.4 Nanocompósito híbrido de nanopartículas de óxido de titânio e 

nanoesferas de platina 

O desenvolvimento de nanocompósitos híbridos TiO₂@PtNs (figura 5) une as 

propriedades únicas de ambos os materiais, criando plataformas altamente eficientes 

para aplicações em biossensores eletroquímicos. A incorporação das PtNs na matriz 

de TiO2 melhora sua condutividade elétrica e densidade de sítios catalíticos. Além 

disso, a interação entre o TiO2 e as PtNs pode gerar vacâncias de oxigênio na interface 

dos materiais, promovendo a adsorção e oxidação de moléculas biológicas, como 

proteínas e ácidos nucleicos (Bertel; Miranda; García-Martín, 2021). 

Nos biossensores eletroquímicos, o TiO2@PtNs serve como uma plataforma 

transdutiva robusta e sensível. Sua capacidade de amplificar sinais eletroquímicos é 

especialmente útil na detecção de biomoléculas. Por exemplo, na hibridização de 

DNA, alterações nas propriedades redox do sistema podem ser monitoradas utilizando 

técnicas como voltametria cíclica e espectroscopia de impedância eletroquímica. 

Esses sensores híbridos têm demonstrado limites de detecção extremamente baixos, 

variando de femtomolar a attomolar, destacando-se como ferramentas precisas para 

diagnósticos clínicos avançados (Jeong et al., 2021). 

 

Figura 5 - Representação do nanocompósito híbrido de TiO2@Pt. 

 

 

Fonte: O autor (2024). 
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2.4 Técnicas eletroanalíticas 

As técnicas eletroanalíticas permitem a investigação detalhada dos processos 

de transferência de carga, interações moleculares e alterações na interface 

eletrodo/solução. As metodologias mais empregadas incluem voltametria cíclica e 

espectroscopia de impedância eletroquímica. 

2.4.1 Voltametria cíclica 

A VC é amplamente reconhecida como uma técnica essencial para explorar os 

processos eletroquímicos na interface eletrodo/solução. Sua principal contribuição 

reside na habilidade de fornecer dados detalhados sobre as propriedades redox de 

materiais, a cinética de transferência de carga e a reversibilidade das reações 

eletroquímicas. Na área de biossensores, a VC desempenha um papel crucial em 

diversas etapas, desde a fabricação de plataformas até a análise de interações 

biomoleculares. É frequentemente utilizada para técnicas de eletropolimerização e 

eletrodeposição, fundamentais para a criação de superfícies sensíveis, bem como 

para a caracterização de modificações moleculares na interface eletrodo/biomolécula 

(Avelino et al., 2022). 

A VC baseia-se na variação controlada do potencial aplicado ao eletrodo de 

trabalho (figura 6), enquanto a corrente gerada por reações redox das espécies 

eletroativas próximas ao eletrodo é registrada. Essas reações são representadas de 

forma geral pela Equação 1. 

𝑂 + 𝑛𝑒− ↔ 𝑅 

Equação 1 

Na equação, O representa a espécie oxidada, R a reduzida e ne- o número de 

elétrons transferidos durante o processo de oxirredução (Avelino et al., 2022). 

Os experimentos de VC são realizados em uma célula eletroquímica contendo 

três eletrodos: eletrodo de trabalho, eletrodo de referência e eletrodo auxiliar (figura 

6). O potencial é aplicado entre o eletrodo de trabalho e o de referência, enquanto a 

corrente é medida entre o eletrodo de trabalho e o auxiliar. Essa configuração permite 

um controle preciso do sistema eletroquímico e minimiza interferências. A variável 

ajustada é o potencial (E), enquanto a variável medida corresponde à corrente 
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resultante (i). Finalmente, os resultados da voltametria cíclica (VC) são apresentados 

graficamente em voltamogramas cíclicos, que representam a relação entre corrente e 

potencial. 

 

Figura 6 - Ilustração esquemática de uma célula eletroquímica de compartimento único contendo três 

eletrodos: eletrodo de referência, eletrodo de trabalho e contra eletrodo. 

 

Fonte: O autor (2024). 

O diferencial da VC em relação a outras técnicas de varredura voltamétrica está 

no perfil triangular (figura 7) de potencial aplicado ao longo do tempo. Esse padrão 

permite o estudo de ciclos repetidos de oxidação e redução, gerando voltamogramas 

cíclicos que refletem o comportamento redox das espécies em solução e na interface 

eletrodo/solução (Avelino et al., 2022). 

Figura 7 - Gráf ico de onda triangular demonstrado a forma em que o potencial é aplicado na técnica 

de VC (a) e o voltamograma cíclico resultante (b). 

Fonte: O autor (2024). 
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O potencial inicial aplicado não induz reações de oxirredução, mas, à medida 

que aumenta na direção positiva, ocorre a oxidação das espécies redutíveis, gerando 

um pico de corrente anódica (ipa). Esse pico é proporcional à concentração do analito 

na interface. Após a saturação do processo de oxidação, o potencial é revertido em 

direção a valores negativos, favorecendo a redução das espécies previamente 

oxidadas, o que resulta em um pico de corrente catódica (ipc). O equilíbrio entre essas 

reações permite uma análise detalhada dos sistemas redox (Oliveira et al., 2023). 

A voltametria cíclica é amplamente empregada no desenvolvimento de 

biossensores eletroquímicos devido à sua capacidade de monitorar modificações na 

superfície do eletrodo e os processos de biorreconhecimento. Como exemplo, um 

biossensor eletroquímico para diagnóstico de leucemia foi desenvolvido com um 

nanocompósito híbrido composto por quitosana e nanopartículas de óxido de zinco 

imobilizado sobre um filme de PPy, com segmentos de DNA imobilizados de forma 

covalente, permitindo o reconhecimento biomolecular. (Avelino et al., 2022). 

2.4.2 Espectroscopia de impedância eletroquímica 

A técnica de espectroscopia de impedância eletroquímica é amplamente 

reconhecida por sua aplicabilidade no exame de superfícies modificadas e no 

acompanhamento de processos interfaciais. Este método permite a obtenção de 

dados essenciais sobre as propriedades físico-químicas de diversos sistemas, como 

reações eletroquímicas, semicondutores, biossensores, e processos mecânicos 

(Chupradit et al., 2022). 

O princípio da EIE baseia-se na aplicação de um estímulo elétrico em um 

sistema composto por eletrodos imersos em uma célula eletroquímica, seguido da 

análise da resposta gerada. O estímulo é geralmente uma pequena variação senoidal 

de potencial, que perturba minimamente o sistema, permitindo o estudo de processos 

próximos ao equilíbrio. Sobre este potencial contínuo, aplica-se uma série de 

frequências alternadas, induzindo uma corrente senoidal no sistema. Com base na 

relação entre o potencial e a corrente gerada, é possível calcular a impedância do 

sistema (Avelino et al., 2022). 

A impedância elétrica combina três elementos principais: resistência, 

capacitância e indutância. A resistência reflete a perda de energia por calor, enquanto 
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a capacitância está associada ao armazenamento de energia eletrostática. Já a 

indutância decorre do acúmulo de energia em campos magnéticos.  

𝑍 =  
𝑉(𝑡)

𝑖(𝑡)
 

Equação 2 

A impedância total (Z) é expressa em termos de valores complexos, compostos 

por uma parte real (Z') e uma parte imaginária (-Z"), ligadas à resistência e à 

capacitância do sistema (Oliveira et al., 2023). Conforme as equações 3 e 4 descritas 

abaixo, estas variáveis se relacionam da seguinte forma: 

 

𝑍′ = 𝑅𝑆 +  
𝑅𝐶𝑇

1 +  𝜔2𝐶𝑑𝑙
2 𝑅𝐶𝑇

2
 

Equação 3 

−𝑍" =  
𝜔𝐶𝑑𝑙𝑅𝐶𝑇

2

1 +  𝜔2 𝐶𝑑𝑙
2 𝑅𝐶𝑇

2
 

Equação 4 

RS representa a resistência da solução, RCT refere-se à resistência à 

transferência de carga, ω indica a frequência angular, e Cdl corresponde à 

capacitância da dupla camada elétrica (Oliveira et al., 2023). 

A análise gráfica mais comum dos dados de EIE é realizada através do 

diagrama de Nyquist, também chamado de semicírculo de Cole-Cole, onde a 

componente real da impedância é traçada contra sua componente imaginária (figura 

8). Nesse diagrama, cada ponto simboliza a impedância total do sistema em uma 

frequência específica. Em altas frequências, forma-se um semicírculo que reflete os 

processos limitantes de transferência de carga, como RS e RCT. Em frequências mais 

baixas, uma linha reta aparece, associada ao processo difusional na dupla camada 

elétrica. O diagrama de Nyquist é amplamente usado em estudos de eletroquímica 

por sua capacidade de oferecer informações detalhadas sobre a cinética de 

transferência de elétrons e por sua facilidade de interpretação visual. Nos processos 

de transferência de elétrons extremamente rápidos, o espectro de impedância exibe 



  
  40 
 

apenas a parte linear. Já nos processos muito lentos, destaca-se uma grande região 

semicircular, onde o diâmetro do semicírculo equivale à resistência à transferência de 

elétrons (Avelino et al., 2022). 

 

Figura 8 - Representação do diagrama de Nyquist. 

 

Fonte: O autor (2024). 

Nos estudos de espectroscopia de impedância, informações adicionais podem 

ser extraídas usando circuitos equivalentes ou modelos matemáticos. Devido à 

semelhança dos sistemas eletroquímicos com capacitores, resistores e indutores, 

circuitos equivalentes são usados para simular dados experimentais e interpretar 

espectros de impedância (Chupradit et al., 2022). 

O circuito de Randles, amplamente utilizado em estudos de biossensores, 

permite analisar elementos relacionados aos processos físico-químicos na dupla 

camada elétrica. Ele é composto por: RS, representando a resistência da solução 

eletrolítica ao transporte de íons; RCT, associada à modificação do eletrodo e à 

passagem de elétrons; ZW, a impedância de Warburg, que reflete a resistência ao 

transporte de massa das espécies eletroativas; e Cdl, a capacitância da dupla camada 

elétrica, oriunda da distribuição de cargas na interface eletrodo/solução (Chupradit et 

al., 2022). 

A interface eletrodo/solução comporta-se como um capacitor de placas 

paralelas devido à distribuição de íons na dupla camada elétrica. Sob potencial 

aplicado, o eletrodo de trabalho adquire carga positiva ou negativa, formando uma 

camada compacta de íons opostos fortemente adsorvidos (camada de Helmholtz) 

próxima à superfície. Em regiões mais afastadas, os íons semiligados se distribuem 
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de maneira difusa (camada de Gouy-Chapman). Os íons livres na solução são 

responsáveis pela condutividade iônica (figura 9) (Chupradit et al., 2022). 

 

Figura 9 - Distribuição de íons na interface eletrodo/solução. 

 

Fonte: O autor (2024). 

A EIE destaca-se por sua alta sensibilidade entre os métodos eletroquímicos. 

Originalmente desenvolvida na engenharia elétrica, atualmente é aplicada em 

diversas áreas, como análises clínicas, ciência dos materiais e tecnologia 

farmacêutica. Ela possibilita monitorar propriedades físico-químicas, como 

capacitância e resistência à transferência de elétrons, fornecendo insights sobre 

eventos moleculares na dupla camada elétrica. Além disso, permite caracterizar 

biossensores e entender fenômenos interfaciais, como processos de biodetecção em 

eletrodos modificados (Chupradit et al., 2022). 

Um biossensor eletroquímico baseado em EIE foi desenvolvido para detectar o 

gene de fusão BCR/ABL. Esse biossensor foi construído com um nanocompósito 

híbrido composto por quitosana e nanopartículas de óxido de zinco imobilizado sobre 

um filme de PPy. Segmentos de DNA foram imobilizados de forma covalente, 

permitindo o reconhecimento biomolecular. O desempenho analítico do biossensor foi 

investigado utilizando plasmídeos recombinantes contendo o oncogene-alvo e 

amostras clínicas de pacientes com leucemia mieloide crônica (LMC). O dispositivo 
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apresentou um limite de detecção de 1,34 fM, limite de quantificação de 4,08 fM e uma 

sensibilidade de 34,03 μA fM⁻¹ cm² para o oncogene BCR/ABL. O sistema de detecção 

demonstrou alta especificidade, seletividade e reprodutibilidade, com um desvio 

padrão de 4,21%. Além disso, foi observada uma resposta linear no intervalo de 

138,80 aM a 13,88 pM, com um coeficiente de regressão de 0,96 (Avelino et al., 2022). 

 

2.5 Microscopia de força atômica 

Desenvolvida por Binning, Quate e Gerber em 1986, a Microscopia de Força 

Atômica (AFM) revolucionou o campo da caracterização de superfícies em nível 

atômico. A técnica é amplamente utilizada para analisar uma ampla variedade de 

amostras, incluindo biomoléculas, nanoestruturas, polímeros, filmes orgânicos, 

cerâmicas e materiais semicondutores, entre outros. Sua popularidade deve-se às 

vantagens em relação a outras técnicas, como alta resolução tridimensional, ausência 

de necessidade de recobrimentos condutores e a possibilidade de análises em 

líquidos, além da medição direta de propriedades como rugosidade e espessura de 

filmes ultrafinos. Isso torna a AFM uma ferramenta indispensável em áreas como 

ciência dos materiais, nanobiotecnologia e biologia celular (Joshi; Homburg; Ehrmann, 

2022). 

Um microscópio de força atômica (figura 10) é composto por elementos 

fundamentais: um cantilever com uma ponta (sonda), um laser que incide sobre a 

parte traseira do cantilever, um fotodiodo para detectar alterações no feixe refletido e 

um scanner piezoelétrico para posicionar a amostra em três dimensões com alta 

precisão (figura 10). O funcionamento baseia-se na interação entre os átomos da 

sonda e da superfície analisada. Ao escanear a amostra, o cantilever se deflete devido 

às forças interatômicas, desviando o laser incidente. As alterações são registradas 

por um fotodiodo, gerando uma topografia digital da superfície (Viljoen et al., 2021). 

Quando a sonda se aproxima da superfície, forças atrativas, como Van der 

Waals e interações eletrostáticas, predominam. À medida que a distância diminui, 

forças repulsivas começam a agir devido à sobreposição dos orbitais eletrônicos, 

atingindo equilíbrio a uma distância característica de alguns ångströms. Este 

comportamento é representado por curvas de energia potencial, que mostram 

deflexões positivas ou negativas do cantilever em resposta às forças de interação 

(Viljoen et al., 2021). 
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Figura 10 - Esquema ilustrativo do mecanismo de funcionamento de um microscópio de força 

atômica. 

 

 

Fonte: Adaptado de Wang et al. (2021). 

A AFM opera em três modos principais: contato, não contato e contato 

intermitente (figuras 11 e 12), cada um adequado a diferentes tipos de amostras e 

análises (Joshi; Homburg; Ehrmann, 2022). 
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Figura 11 - Efeito da distância entre a sonda e a amostra sobre o regime de forças do sistema.  

 

Fonte: O autor (2024). 

1. Modo de contato: A ponta da sonda toca diretamente a amostra, 

predominando forças repulsivas. Este modo é ideal para obter imagens 

topográficas de alta resolução, mas exige cuidado para evitar danos à amostra 

(Joshi; Homburg; Ehrmann, 2022). 

2. Modo de não contato: A sonda oscila a poucos nanômetros da superfície, 

interagindo apenas com forças atrativas. Esse modo é menos invasivo, ideal 

para amostras delicadas (Viljoen et al., 2021). 

3. Modo de contato intermitente: Também conhecido como tapping mode, 

combina forças atrativas e repulsivas ao tocar a amostra periodicamente. É 

amplamente utilizado para caracterização de materiais macios ou frágeis 

(Viljoen et al., 2021). 
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Figura 12 - Modos de operação de um microscópio de força atômica: modo de contato (a), modo de 

não contato (b) e modo de contato intermitente (c). 

 

Fonte: Adaptada de WIKIMEDIA COMMONS, 2016. 

A precisão das análises por AFM pode ser impactada por fatores como 

umidade, impurezas na amostra e características da sonda. Erros ou artefatos podem 

surgir, ocultando detalhes importantes da superfície. Assim, a experiência do operador 

é essencial para minimizar tais problemas e obter micrografias confiáveis (Viljoen et 

al., 2021). 

A AFM tem desempenhado um papel crucial no desenvolvimento de 

biossensores, permitindo a caracterização de superfícies nanoestruturadas e a análise 

de processos biomoleculares. Por exemplo, Avelino et al. aplicaram a AFM para 

monitorar a construção de um biossensor com PPy para detecção do oncogene 

quimérico BRC/ABL presente na leucemia mieloide aguda, destacando o potencial da 

técnica em pesquisas avançadas. A versatilidade da AFM como ferramenta de análise 

e caracterização destaca sua importância crescente em estudos interdisciplinares, 

especialmente no campo da nanobiotecnologia e ciência dos materiais (Avelino et al., 

2022). 

 

3 OBJETIVOS 

3.1 Geral 

• Desenvolver um biossensor eletroquímico à base de polipirrol e nanocompósito 

TiO2@Pt para detecção do oncogene quimérico TCF3-PBX1 na leucemia 

linfoblástica aguda infantil. 

 

 

 



  
  46 
 

3.2 Específicos 

• Avaliar as propriedades interfaciais do compósito TiO2@Pt adsorvido em 

eletrodo de ouro através das técnicas de VC e EIE. 

• Avaliar as mudanças nas propriedades ópticas do nanocompósito TiO₂@Pt por 

UV-Vis, identificando o deslocamento no espectro de absorção após a 

funcionalização com APTES e MPTMS. 

• Analisar o processo de adsorção eletrostática da sonda de DNA sobre o 

eletrodo de ouro modificado com TiO2@Pt. 

• Verificar a capacidade de reconhecimento bioespecífico e a sensibilidade do 

biossensor TiO2@Pt-sonda após sua interação com plasmídeos contendo o 

oncogene quimérico TCF3-PBX1 em concentrações variáveis (controle 

positivo). 

• Avaliar a seletividade do biossensor TiO2@Pt-sonda frente à plasmídeos 

contendo segmentos de DNA não complementares (controle negativo). 

• Determinar o limite de detecção do biossensor TiO2@Pt-sonda e realizar 

ensaios de biodetecção em amostras clínicas de pacientes com leucemia 

(amostras de cDNA). 

• Realizar análise topográfica da camada TiO2@Pt-sonda e avaliar as 

características morfológicas de sua superfície após o processo de biodetecção 

por meio de AFM. 

 

4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 Reagentes 

Os seguintes produtos químicos foram obtidos da Sigma Aldrich Co. (St. Louis, 

EUA): pirrol (98%), nanoesferas de platina funcionalizadas com citrato (PtNs, diâmetro 

aproximado de 30 nm), nanopartículas de dióxido de titânio (TiO2, <100 nm), 3-

aminopropiltrietoxissilano (APTES, ≥98%), 3-mercaptopropiltrimetoxissilano (MPTMS, 

95%), etanol (≥99,5%), amônia, ácido clorídrico (HCl) (37%), ácido acético glacial 

(C2H4O2) (≥99,7%), glutaraldeído (25%), albumina de soro bovino (BSA) (≥98%), 

ferricianeto de potássio (K3[Fe(CN)6]) (≥99,0%), ferrocianeto de potássio (K4[Fe(CN)6]) 

(98,5–102,0%), fosfato de sódio monobásico e dibásico (≥99,0%) e pasta de alumina 
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de 0,05 μm (α-Al2O3). O Trizol foi adquirido da Invitrogen Co. Ltd. (Carlsbad, CA, EUA). 

Soluções de grau analítico foram preparadas utilizando água ultrapura de um sistema 

de purificação Milli-Q Plus (Billerica, EUA). 

4.2 Sondas oligonucleotídicas e amostras clínicas 

Os resultados analíticos do biossensor foram validados por meio de 

comparação com o método diagnóstico de referência, que inclui a PCR e a 

eletroforese em gel de agarose contendo brometo de etídio. Para tanto, infere-se que 

espécimes clínicos, representadas por amostras de cDNA, e amostras plasmídicas 

foram empregadas. Destaca-se que as sequências quiméricas de DNA foram 

devidamente clonadas no vetor pTA, possibilitando a obtenção de plasmídeos 

recombinantes. 

No tocante à obtenção das amostras biológicas, pacientes diagnosticados com 

leucemia foram submetidos à aspiração de osso ilíaco, sendo as amostras clínicas 

coletadas mediante consentimento informado, disponibilizadas pelo biobanco do 

Serviço de Oncologia Pediátrica do Instituto de Medicina Integral Prof. Fernando 

Figueira (IMIP, Recife, PE, Brasil). A análise genética foi conduzida em amostras de 

medula óssea, após a extração total de RNA de 5 × 106 células, utilizando o reagente 

Trizol. Posteriormente, realizou-se a transcrição reversa para a síntese de cDNA, 

utilizando-se um oligonucleotídeo iniciador. As sequências de oligonucleotídeos 

correspondentes a primers e sondas empregadas nos ensaios de biologia molecular 

estão detalhadas na Tabela 2. O presente estudo obteve aprovação do Comitê de 

Ética em Pesquisa do Instituto Aggeu Magalhães (FIOCRUZ Pernambuco), conforme 

o Certificado de Apresentação para Apreciação Ética (CAAE) nº 

13296913.3.0000.5190. 
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Tabela 2 - Sequências de oligonucleotídeos de primers e sondas utilizadas nos ensaios de biologia 

molecular. 

 Sequências de oligonucleotídeos 

Plasmídeo 5’CACAGCCGGCGACATGCACACGCTGCTGCCTGGCCACGGGGCGCTGG

CCTCAGGTTTCACCGGCCCCATGTCACTGGGCGGGCGGCACGCAGGCCT

GGTTGGAGGCAGCCACCCCGAGGACGGCCTCGCAGGCAGCACCAGCCT

CATGCACAACCACGCGGCCCTCCCCAGCCAGCCAGGCACCCTCCCTGAC

CTGTCTCGGCCTCCCGACTCCTACAGTG|TTTTGAGTATCCGAGGAGCCC

AGGAGGAAGAACCCACAGACCCCCAGCTGATGCGGCTGGACAACATGCT

GTTAGCGGAAGGCGTGGCGGGGCCTGAGAAGGGCGGAGGGTCGGCGG

CAGCGGCGGCAGCGGCGGCGGCTTCTGGAGGGGCAGGTTCA3’ 

Primers de 

PCR 

convencional 

 

E2A2 5'CACAGCCGGCGACATGCACAC3' 

PBX1-2 5'TGAACCTGCCCCTCCAGAAGC3' 

Primers de 

qPCR 

 

ENF101 5'CCAGCCTCATGCACAACCA3' 

ENP141 5'CCCTCCCTGACCTGTCTCGGCC3' 

ENR161 5'GGGCTCCTCGGATACTCAAAA3' 

Sonda 

sensora 

H2N-5'CCCTCCCTGACCTGTCTCGGCC3' 

 

4.3 Síntese do nanocompósito de TiO2@Pt 

 

Para dispersar 100 mg de TiO2, foram utilizados 40 mL de etanol. Em seguida, 

foram adicionados à suspensão 200 μL de APTES e 200 μL de MPTMS, juntamente 

com 2 mL de água e 2 mL de amônia, adicionados gradualmente. Após agitação 

contínua por 10 horas, as nanopartículas de TiO2 foram funcionalizadas com grupos 

tiol e amino terminais. As partículas funcionalizadas foram coletadas por centrifugação 

extensiva e lavagem, e finalmente dispersas em 10 mL de água. Em seguida, 0,5 mL 

do TiO2 previamente modificado foi misturado com 1 mL de PtNs (0,05 mg/mL). A 

mistura foi sonicada por 30 minutos e deixada por 12 horas à temperatura ambiente. 

O nanocompósito híbrido TiO2@Pt foi obtido por centrifugação da mistura, que foi 
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dissolvida em 5 mL de água para formar uma suspensão cinza e estável (Wu et al., 

2015). 

 

4.4 Concepção da plataforma biossensora 

 

Inicialmente, o eletrodo de ouro foi polido com uma suspensão de alumina 

(Al2O3) com tamanho de partícula de 0,05 μm. Em seguida, foi lavado com água 

ultrapura, submetido a agitação ultrassônica por 10 minutos para eliminar partículas 

residuais e seco ao ar. A primeira etapa da plataforma de detecção envolveu a 

polimerização eletroquímica de PPy usando 20 mL de uma solução de HCl 0,5 M 

contendo 30 mM de monômero de pirrol. Foram realizados cinco ciclos voltamétricos 

no intervalo de potencial de -0,4 a +1,0 V a uma taxa de varredura de 100 mV/s.  

A segunda etapa envolve a conjugação química do nanocompósito híbrido 

TiO2@Pt no filme polimérico. Inicialmente, um agente de reticulação, glutaraldeído 

(volume = 2 μL), foi utilizado para ligar os grupos amino do PPy e os grupos amino do 

nanocompósito TiO2@Pt por meio da formação de bases de Schiff. Em seguida, foi 

adicionada uma solução coloidal de 2 μL por 25 minutos para obter uma camada 

nanoestruturada auto-organizada. 

A terceira etapa consiste na biofuncionalização da plataforma de interface PPy-

TiO2@Pt com sondas de DNA funcionalizadas com grupo amino terminal para 

identificar o oncogene quimérico TCF3-PBX1. A imobilização das sequências de 

oligonucleotídeos foi realizada adicionando 2 μL de glutaraldeído a 0,5% com um 

tempo de incubação de 10 minutos. Subsequentemente, foi aplicada uma solução de 

DNA de 2 μL com uma concentração de 25 pmol/μL para imobilização biomolecular 

por 20 minutos. 

Finalmente, a quarta etapa envolve o bloqueio dos sítios não específicos da 

camada do sensor com proteína BSA. Nesse passo, foram incorporados 2 μL de uma 

solução de BSA a 1% com pH de 7,4 na superfície do eletrodo para criar o sistema 

PPy-TiO2@Pt-Probe-BSA (figura 13). 
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Figura 13 - Esquema da plataforma biossensora baseada em eletrodo de ouro funcionalizado com 

PPy-TiO2@Pt para detecção do oncogene quimérico TCF3-PBX1. 

 

Fonte: O autor (2024). 

 

4.5 Estudos de detecção genética 

 

 A sensibilidade e a especificidade do biossensor eletroquímico foram avaliadas 

por meio de estudos de hibridização com plasmídeos recombinantes contendo o 

oncogene quimérico TCF3-PBX1 em várias concentrações, variando de 3,58 aM a 

357,67 fM. Além disso, amostra clínica (amostra de cDNA) obtida de pacientes com 

leucemia linfoblástica aguda positiva para a translocação t(1;19) foi utilizada para 

triagem genética. O biossensor foi exposto a 2 μL da amostra por 15 minutos para o 

processo de biorreconhecimento. Para desnaturar o material genético antes do ensaio 

de biorreconhecimento, foi utilizada uma temperatura de 94°C. Diluições de todas as 

amostras biológicas foram realizadas utilizando solução salina tamponada com fosfato 

(PBS, 10 mM, pH 7,4) e armazenadas congeladas. 

 

4.6 Medições eletroquímicas 

 

 As medições eletroanalíticas foram realizadas utilizando um Autolab PGSTAT 

128 N em modo potenciostático (Metrohm Autolab Inc., Países Baixos), controlado 

pelo software NOVA 1.11. Foi empregada uma configuração de três eletrodos com 
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uma célula eletroquímica, e os eletrodos foram imersos em um eletrólito de suporte 

de PBS (10 mM, pH 7,4) contendo 10 mM K4[Fe(CN)6]/K3[Fe(CN)6] (1:1, v/v). O 

eletrodo de trabalho foi um eletrodo de ouro nanobiomodificado (ϕ = 2 mm), enquanto 

eletrodos de referência e contra foram Ag/AgCl saturado com 3 M KCl e fio de platina, 

respectivamente. 

Voltamogramas cíclicos foram obtidos aplicando potenciais entre -0,2 e +0,7 V 

com uma taxa de varredura de 50 mV/s para caracterizar as propriedades interfaciais. 

Diagramas de Cole-Cole foram registrados em uma faixa de frequência de 100 mHz 

a 100 kHz com um potencial de 10 mV e um tempo de integração de 0,125 s. A análise 

eletroquímica foi realizada pelo menos três vezes de forma independente à 

temperatura ambiente dentro de uma caixa de Faraday. 

 

 

4.7 Análises de AFM e UV-Vis 

 

O microscópio de força atômica (SPM-9500; Shimadzu Corporation, Tóquio, 

Japão) foi utilizado para a caracterização morfológica da construção do biossensor e 

suas interações com o oncogene TCF3-PBX1. O modo de contato não foi empregado, 

utilizando-se cantiléveres de AFM com uma sonda de silício revestida de alumínio 

(Nanoworld, Japão; frequência ressonante = 300 kHz; constante de força = 42 N/m) à 

temperatura ambiente. As micrografias topográficas (512 pontos por linha) foram 

coletadas em uma área de varredura de 5 × 5 µm. As imagens 3D resultantes foram 

processadas e analisadas utilizando o software Gwyddion. Os espectros de 

absorbância foram coletados na faixa de 200 a 700 nm utilizando um 

espectrofotômetro UV-Vis (KASHI, modelo K37-UVVIS). 
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5 RESULTADOS 

 

5.1 Análise topográfica 

 

A técnica de AFM foi utilizada para monitorar as características da superfície 

do biossensor e investigar interações biomoleculares na presença do oncogene 

quimérico TCF3-PBX1 em amostras biológicas (figura 14). 

Figura 14 - Análise da evolução topográf ica do biossensor PPy-TiO2@Pt durante a funcionalização e 

detecção do oncogene TCF3-PBX1, com base em parâmetros de rugosidade e altura máxima das 

superf ícies. 

 

Fonte: O autor (2024). 

 

Durante as análises microscópicas, foram considerados parâmetros 

fundamentais, como a rugosidade média (Ra), a rugosidade quadrática média (Rq) e 

a altura máxima das irregularidades da superfície. A síntese potentiodinâmica do PPy 

resultou na formação de uma matriz polimérica com morfologia nodular, caracterizada 

por uma espessura média de 140 nm (Ra = 14,48 nm; Rq = 18,66 nm) (figura 14a). 

De acordo com a literatura, filmes finos de PPy eletropolimerizados apresentam uma 

topografia superficial semelhante a couve-flor, contribuindo para uma melhor 

permeação do eletrólito e condutividade elétrica (Zhu et al., 2020). O desenvolvimento 

dessas estruturas depende de fatores como os estados de oxidação-redução do 

polímero, concentração de pirrol, propriedades dos íons dopantes, espessura do filme 

polimérico e os parâmetros específicos de eletrossíntese aplicados (Zhu et al., 2020). 
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Após a conjugação química do nanocompósito híbrido, foi projetado um filme 

de PPy-TiO2@Pt, apresentando estruturas esféricas proeminentes com altura máxima 

de até 210 nm (Ra = 21,42 nm; Rq = 28,83 nm) (figura 14b), indicando a bem-sucedida 

estruturação do nanomaterial. O aumento significativo na rugosidade e 

heterogeneidade da superfície, aliado a um acréscimo notável na altura máxima para 

340 nm (Ra = 58,91 nm; Rq = 75,65 nm) após a imobilização covalente das sondas 

de DNA, evidencia a eficácia do processo de funcionalização. Isso resulta em uma 

alteração substancial na topografia do filme, sugerindo uma integração robusta das 

sequências de oligonucleotídeos no transdutor nanoestruturado, conforme ilustrado 

na figura 14c. A modificação do eletrodo, por meio da adição de moléculas de BSA 

para bloquear locais não funcionais do biossensor, foi evidenciada pela presença de 

picos e vales bem distribuídos e discerníveis, alcançando até 430 nm (Ra = 72,99 nm; 

Rq = 87,80 nm) (figura 14d). 

A exposição do biossensor PPy-TiO2@Pt-Probe-BSA ao oncogene TCF3-

PBX1 resultou em um aumento significativo de aproximadamente 80 nm nas medições 

de rugosidade da superfície após a biodetecção na amostra de plasmídeo e 200 nm 

na amostra clínica de cDNA, atingindo alturas máximas respectivas de 510 nm (Ra = 

87,30 nm; Rq = 122,40 nm) e 630 nm (Ra = 121,50 nm; Rq = 168,30 nm) (figura 14e 

e 14f). Notadamente, o ensaio de seletividade com sequências genéticas não 

complementares revelou uma morfologia não granular com picos máximos de 390 nm 

(Ra = 77,13 nm; Rq = 83,40 nm) (figura 14g). Esses resultados indicam a sensibilidade 

e seletividade do biossensor na detecção do distúrbio genômico, destacando seu 

potencial para aplicações clínicas no diagnóstico oncológico. 

5.2 Caracterização Espectral por UV-Vis 

A análise espectroscópica UV-Vis das nanopartículas de TiO2 revelou a 

presença de ressonâncias plasmônicas de superfície, conforme ilustrado na figura 15. 

O espectro de absorção das nanopartículas de TiO2 apresentou uma borda de 

absorção distinta em torno de 400 nm, atribuída às características de absorção do 

material relacionadas ao seu band gap. Notavelmente, as amostras de platina não 

exibiram propriedades significativas de absorção na região do visível . 

Após a modificação superficial das nanopartículas de TiO2 com APTES e 

MPTMS, seguida pela conjugação com nanoesferas de Pt, o nanocompósito híbrido 

TiO2@Pt resultante demonstrou um deslocamento perceptível no comprimento de 
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onda de absorção. Esses resultados indicam a bem-sucedida preparação do material 

nanostruturado, evidenciada pelas alterações em suas propriedades de absorção. 

 

Figura 15 - Espectro UV-Vis comparativo de nanopartículas de TiO₂, nanoesferas de Pt e o 

nanocompósito híbrido TiO₂@Pt. 

 

 Fonte: O autor (2024). 

5.3 Perfil eletroquímico da plataforma biossensora 

A análise dos aspectos físico-químicos das etapas de preparação do 

biossensor de DNA é apresentada na figura 16. 

Figura 16 – Análise eletroquímica do biossensor PPy-TiO2@Pt nas etapas de funcionalização: 
voltametria cíclica (a) e espectroscopia de impedância eletroquímica (b). 

Fonte: O próprio autor (2024). 
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Voltamogramas cíclicos em formato triangular fornecem informações sobre a 

corrente (I) em função do potencial (E) (figura 16a). A interpretação desses gráficos 

permite avaliar parâmetros importantes, como corrente de pico catódico (Ipc), potencial 

de pico catódico (Epc), corrente de pico anódico (Ipa) e potencial de pico anódico (Epa) 

(tabela 3). Esses indicadores são essenciais para compreender os processos de 

modificação superficial, taxa de transferência de carga, interações entre bioreceptores 

e analitos, reversibilidade de processos eletroquímicos e potenciais de oxidação-

redução de espécies eletroativas (Avelino et al., 2022). 

Tabela 3 – Correntes de pico anódica e catódica obtidas durante as etapas de construção do biossensor 

de DNA após exposição às amostras analíticas. Três análises consecutivas foram realizadas para cada 

procedimento metodológico, e os valores experimentais são apresentados como média ± desvio padrão 

Eletrodo modificado 

Concentraç

ão da 

amostra 

Corrente de pico 

catódica (µA) 

Corrente de 

pico anódica 

(µA) 

∆I (%) 

Eletrodo de ouro -- -76.24 ± 0.33 78.36 ± 0.16 -- 

PPy -- -97.25 ± 2.75 106.30 ± 1.11 -- 

PPy-TiO2@Pt -- -64.45 ± 0.60 69.58 ± 1.98 -- 

PPy-TiO2@Pt-Sonda -- -45.94 ± 0.43 48.75 ± 1.26 -- 

PPy-TiO2@Pt-Sonda-BSA -- -46.12 ± 1.19 46.90 ± 0.45 -- 

Ensaio de sensibilidade (plasmídeo recombinante) 

Biossensor -- -46.12 ± 1.19 46.90 ± 0.45 -- 

Biossensor-Oncogene t(1;19) 35.77 aM -32.78 ± 1.47 46.43 ± 0.71 1.04 ± 1.55 

Biossensor-Oncogene t(1;19) 357.67 aM -29.23 ± 2.30 42.49 ± 0.26 10.39 ± 0.68 

Biossensor-Oncogene t(1;19) 3.58 fM -24.45 ± 1.73 40.16 ± 0.10 16.79 ± 0.28 

Biossensor-Oncogene t(1;19) 35.77 fM -23.47 ± 2.63 35.74 ± 0.11 31.24 ± 0.40 

Biossensor-Oncogene t(1;19) 357.67 fM -18.45 ± 3.00 29.64 ± 0.29 58.27 ± 1.57 

Ensaio de sensibilidade (amostra de paciente com LLA) 

Biossensor-Clinical Amostra 

t(1;19) 

1 ag/µL -19.96 ± 0.83 35.24 ± 0.08 33.08 ± 0.28 

Biossensor-Clinical Amostra 

t(1;19) 

10 ag/µL -16.10 ± 0.99 26.06 ± 1.63 80.47 ± 11.64 

Biossensor-Clinical Amostra 

t(1;19) 

100 ag/µL -13.86 ± 0.61 23.26 ± 1.29 102.10 ± 11.40  

Biossensor-Clinical Amostra 

t(1;19) 

1 fg/µL -12.79 ± 0.44 22.32 ± 1.21 110.56 ± 11.65 

Biossensor-Clinical Amostra 

t(1;19) 

10 fg/µL -12.71 ± 0.58 21.67 ± 1.68 117.29 ± 17.35 
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Biossensor-Clinical Amostra 

t(1;19) 

100 fg/µL -12.49 ± 0.39 20.93 ± 1.55 124.91 ± 17.08 

 

Adicionalmente, as respostas de impedância foram analisadas por meio de 

ajustes a uma simulação teórica dos dados experimentais, utilizando o circuito 

equivalente de Randles (inserção da figura 16b). Os componentes do circuito 

incluíram a resistência ôhmica da solução (RS), a impedância de Warburg (ZW), 

relacionada ao transporte de massa da sonda redox da solução para a dupla camada 

elétrica, um elemento de fase constante (CPE), que reflete características não ideais 

da interface elétrica devido a heterogeneidades de superfície, e a resistência de 

transferência de carga (RCT), influenciada pelas mudanças na concentração dos 

analitos-alvo. Os valores desses componentes, obtidos a partir do ajuste de 

impedância, estão apresentados na tabela 4. 

Tabela 4 – Valores dos elementos do circuito equivalente obtidos por meio do ajuste dos resultados de 

impedância para cada etapa da montagem do biodispositivo. Três análises consecutivas foram 

realizadas para cada procedimento metodológico, e os valores experimentais são apresentados como 

média ± desvio padrão. 

Eletrodo modificado 

Concentra-

ção da 

amostra 

RCT (kΩ) ΔRCT (%) Ɵ (%) 

Eletrodo de ouro -- 0.45 ± 0.004 -- -- 

PPy -- -38.25 ± 1.48 -- -- 

PPy-TiO2@Pt -- 2.28 ± 0.04 -- -- 

PPy-TiO2@Pt-Sonda -- 4.19 ± 0.07 -- -- 

PPy-TiO2@Pt-Sonda-BSA -- 4.21 ± 0.01 -- -- 

Ensaio de sensibilidade (Plasmídeo recombinante) 

Biossensor -- 4.21 ± 0.01 -- -- 

Biossensor-Oncogene t(1;19) 3.58 aM 4.56 ± 0.11 8.10 ± 2.70 7.46 ± 2.33 

Biossensor-Oncogene t(1;19) 35.77 aM 5.15 ± 0.04 22.18 ± 1.09 18.15 ± 0.73 

Biossensor-Oncogene t(1;19) 357.67 aM 5.98 ± 0.01 41.95 ± 0.14 29.55 ± 0.07 

Biossensor-Oncogene t(1;19) 3.58 fM 6.58 ± 0.02 56.11 ± 0.41 35.94 ± 0.17 

Biossensor-Oncogene t(1;19) 35.77 fM 7.31 ± 0.17 73.35 ± 4.04 42.29 ± 1.35 

Biossensor-Oncogene t(1;19) 357.67 fM 8.22 ± 0.37 95.14 ± 8.89 48.70 ± 2.34 

Ensaio de sensibilidade (Espécime de paciente com LLA) 
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Biossensor-Clinical amostra 

t(1;19) 

1 ag/µL 5.05 ± 0.04 19.73 ± 0.96 16.48 ± 0.67 

Biossensor-Clinical amostra 

t(1;19) 

10 ag/µL 6.07 ± 0.20 43.93 ± 4.80 30.47 ± 2.36 

Biossensor-Clinical amostra 

t(1;19) 

100 ag/µL 6.45 ± 0.03 53.10 ± 0.83 34.68 ± 0.36 

Biossensor-Clinical amostra 

t(1;19) 

1 fg/µL 7.07 ± 0.07 67.73 ± 1.68 40.38 ± 0.60 

Biossensor-Clinical amostra 

t(1;19) 

10 fg/µL 7.52 ± 0.08 78.33 ± 1.84 43.92 ± 0.58 

Biossensor-Clinical amostra 

t(1;19) 

100 fg/µL 7.73 ± 0.03 83.51 ± 0.84 45.51 ± 0.25 

Ensaio de especif icidade 

Biossensor-Oncogene t(4;11) 355.19 fM 4.38 ± 0.09 3.91 ± 2.13 3.74 ± 1.98 

Biossensor-Oncogene t(17;19) 374.62 fM 4.53 ± 0.08 7.39 ± 1.99 6.86 ± 1.74 

Biossensor-Clinical amostra 

t(4;11) 

100 fg/µL 4.21 ± 0.03 -0.12 ± 0.63 -0.12 ± 0.63 

Biossensor-Clinical amostra 

t(17;19) 

100 fg/µL 4.09 ± 0.08 -2.96 ± 1.94 -3.08 ± 2.08 

Ensaio de interferência analítica 

Biossensor-Glicina 100 mg/dL 4.08 ± 0.04 -3.12 ± 0.90 -3.23 ± 0.96 

Biossensor-Glicose 100 mg/dL 4.29 ± 0.08 1.86 ± 2.02 1.79 ± 1.94 

Biossensor-Ácido ascórbico 100 mg/dL 4.09 ± 0.07 -2.89 ± 1.78 -2.99 ± 1.89 

Biossensor-Colesterol 100 mg/dL 4.26 ± 0.12 1.19 ± 2.85 1.13 ± 2.79 

 

Na figura 16a, o eletrodo de ouro não modificado exibiu picos anódicos e 

catódicos simétricos e bem definidos, com valores de corrente de pico de Ipa = 78,36 

± 0,16 μA e Ipc = -76,24 ± 0,33 μA, respectivamente. O espectro de impedância (figura 

16b) demonstrou uma resposta quase linear, caracterizada por uma baixa resistência 

de transferência de carga (RCT = 0,45 ± 0,004 kΩ). Esses resultados indicam que as 

reações de oxidação e redução dos componentes eletrolíticos no eletrodo de ouro não 

modificado foram limitadas por cinéticas de transporte por difusão (Polli et al., 2023). 

A eletropolimerização do monômero de pirrol resultou em um aumento no sinal 

voltamétrico. As correntes de oxidação (Ipa = 106,30 ± 1,11 μA) e redução (Ipc = -97,25 

± 2,75 μA) aumentaram devido à transferência eletrônica mediada pelo PPy. A 

redução na resistência eletroquímica de 0,45 ± 0,004 kΩ (no eletrodo de ouro) para -

38,25 ± 1,48 kΩ (no eletrodo de ouro modificado com PPy) confirmou a presença do 

filme condutor na superfície metálica. Esses achados indicam que o polímero PPy 
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melhora a eficiência de transferência de carga em dispositivos bioanalíticos, 

promovendo estabilidade química, sensibilidade e seletividade (Kavitha et al., 2022). 

Após a estruturação molecular do nanocompósito PPy-TiO2@Pt sobre a matriz 

polimérica, observou-se uma redução na área voltamétrica (Ipa = 69,58 ± 1,98 μA e Ipc 

= −64,45 ± 0,60 μA) e uma diminuição na transferência de carga na dupla camada 

elétrica (RCT = 2,28 ± 0,04 kΩ). A incorporação do nanomaterial híbrido no polímero 

PPy aumentou significativamente a área superficial, introduziu grupos amino (-NH2) 

para imobilização covalente de oligonucleotídeos e estabeleceu um microambiente 

biocompatível crucial para preservar a conformação tridimensional das biomoléculas 

imobilizadas (Yu et al., 2019). 

Após a imobilização química das sondas de DNA no transdutor 

nanoestruturado PPy-TiO2@Pt, observou-se uma resposta voltamétrica reduzida (Ipa 

= 48,75 ± 1,26 μA; Ipc = -45,94 ± 0,43) e um aumento na resistência interfacial (RCT = 

4,19 ± 0,07 kΩ). Este fenômeno é atribuído à menor acessibilidade da sonda redox no 

sistema sensorial, devido à repulsão eletrostática entre os grupos fosfato das sondas 

de DNA e as cargas negativas dos íons [Fe(CN)6]3-/[Fe(CN)6]4-. Isso leva a um 

bloqueio parcial das reações de oxidação-redução próximas à superfície do eletrodo 

biomodificado (Meng et al., 2024). Conforme esperado, a introdução de moléculas de 

BSA para bloquear locais de ligação inespecíficos no biossensor resultou em uma 

diminuição nas correntes voltamétricas (Ipa = 46,90 ± 0,45 μA; Ipc = -46,12 ± 1,19) e 

um aumento na impedância eletroquímica (RCT = 4,21 ± 0,01 kΩ) (Manzano et al., 

2018). 

5.4 Otimização das variáveis experimentais 

5.4.1 Eletrodeposição de filmes de polipirrol 

A figura 17 apresenta os dados voltamétricos obtidos durante a polimerização 

potentiodinâmica do pirrol. Ao longo de 15 ciclos de polimerização, as características 

eletroquímicas da superfície do eletrodo foram avaliadas, revelando uma redução na 

corrente anódica após o 5º ciclo de varredura. Essa observação está de acordo com 

investigações anteriores e é atribuída ao aumento da resistência da camada de 

polímero condutor, à diminuição da capacitância da dupla camada elétrica e à redução 

dos monômeros de pirrol consumidos durante a síntese (Avelino et al., 2021; 

Mahmoudian et al., 2011). Consequentemente, para obter um revestimento polimérico 
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reprodutível com resposta de condutividade máxima e espessura controlada, cinco 

ciclos de eletropolimerização foram considerados ideais. 

Figura 17 – Voltamogramas cíclicos da polimerização eletroquímica do pirrol em 15 ciclos: formação e 
estabilização do f ilme condutor de polipirrol (PPy).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: O autor (2024). 

 

5.4.2 Estudo da conjugação química do nanocompósito TiO2@Pt 

 

A investigação analisou a camada de nanocompósito híbrido TiO2@Pt auto-

organizada sobre o eletrodo de ouro previamente modificado com PPy, utilizando 

diferentes tempos de adsorção (10, 15, 20, 25 e 30 minutos). Com o aumento do 

tempo de adsorção, as curvas voltamétricas tornaram-se mais sigmoides, exibindo 

uma diminuição nas correntes anódicas e catódicas (figura 18a).  

Conforme mostrado na figura 18b, o diâmetro do espectro de impedância 

aumentou proporcionalmente ao tempo de adsorção. Esses resultados sugerem que 

a duração da incubação influencia a quantidade de nanomaterial depositada no 

transdutor, resultando em uma mudança correspondente no sinal de resistência. 

No entanto, por meio da análise de RCT (inserção da figura 18b), foi 

determinado que um período de incubação de 25 minutos leva à saturação do 

eletrodo, com um bloqueio moderado das reações redox ocorrendo na dupla camada 
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elétrica. Consequentemente, o tempo de 25 minutos demonstrou cinética de adsorção 

ideal para o arranjo molecular do nanocompósito TiO2@Pt no filme polimérico. 

Figura 18 – Avaliação eletroquímica dos tempos de adsorção do nanocompósito TiO₂@Pt e de 

imobilização de oligonucleotídeos sobre a superf ície do biossensor PPy -TiO₂@Pt. 

Fonte: O autor (2024). 

 

5.4.3 Estudo da conjugação química das sequências de oligonucleotídeos 

 

O exame do impacto do tempo de ancoragem covalente das sequências de 

oligonucleotídeos no transdutor nanoestruturado PPy-TiO2@Pt (em intervalos de 10, 

15, 20, 25 e 30 minutos) demonstrou que o tempo de incubação mais eficiente foi 

observado em 20 minutos. Constatou-se que, entre 10 e 20 minutos, houve uma 

diminuição gradual nos picos redox e um aumento no valor de RCT (variando de 2,56 

± 0,11 kΩ para 4,19 ± 0,07 kΩ). No entanto, intervalos de tempo mais longos não 

resultaram em alterações significativas nas respostas eletroquímicas, conforme 
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ilustrado nas figuras 18c e 18d, sugerindo uma densidade relativamente constante de 

sondas de DNA imobilizadas. 

 

5.5 Desempenho analítico da plataforma sensora 

O desempenho analítico do biossensor foi avaliado utilizando diversas 

concentrações de plasmídeos recombinantes contendo o oncogene quimérico TCF3-

PBX1, variando de 3,58 aM a 357,67 fM (figura 19). 

Figura 19 – Avaliação do desempenho analítico do biossensor PPy-TiO₂@Pt na detecção do 
oncogene quimérico TCF3-PBX1: respostas voltamétricas (a) e espectros de impedância 

eletroquímica com curva de calibração (b). 

Fonte: O próprio autor (2024). 

 

Observou-se uma redução no sinal voltamétrico, marcada pela diminuição das 

alturas dos picos anódicos e catódicos, ao expor o sistema PPy-TiO2@Pt-Probe-BSA 

a amostras de DNA sintético (figura 19a). A diminuição nos valores de corrente, 

proporcional ao aumento da concentração de conjugados de DNA na interface do 

transdutor, foi atribuída à formação de uma barreira biomolecular ao transporte 

eletrônico. Esse fenômeno eletroquímico indica o reconhecimento bioquímico 

caracterizado pela hibridização de cadeias de DNA, levando ao aumento da repulsão 

eletrostática entre os íons [Fe(CN)6]3-/4- e os grupos fosfato carregados negativamente 

das moléculas do oncogene (Shamsipur et al., 2020). 
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Para compreender a sensibilidade do biossensor em relação à faixa de 

concentrações testada, foi utilizada a fórmula matemática para o desvio relativo da 

variação da corrente anódica (ΔI): 

 

∆𝐼(%) =  
𝐼𝑏  −  𝐼𝑎  

𝐼𝑏

× 100 

Equação 5 

Nesta equação, Ib  e Ia representam a corrente de pico anódica antes e após a 

captura do oncogene, respectivamente. Notavelmente, com o aumento da 

concentração de DNA sintético, os valores de ∆I demonstraram um aumento linear, 

culminando em uma variação máxima de 58,27%, observada após o ensaio de 

biodetecção realizado com uma amostra de plasmídeo de 357,67 fM (tabela 3). 

Os resultados do ensaio de sensibilidade, focados na análise do diagrama de 

Cole-Cole (Z'/Ω × Z"/Ω), oferecem uma representação visual abrangente das 

mudanças na impedância elétrica do sistema em resposta às diferentes 

concentrações do oncogene quimérico TCF3-PBX1 (figura 19b). A análise dos valores 

de RCT revelou uma correlação progressiva com as concentrações testadas, 

evidenciando um aumento de RCT  de 4,56 ± 0,11 kΩ para 8,22 ± 0,37 kΩ à medida 

que as concentrações de DNA sintético aumentavam (tabela 4). Este aumento 

significativo dos valores de RCT ao longo do gradiente de concentração demonstra a 

capacidade do biossensor de discernir e responder a variações nos níveis do analito. 

Com base na sensibilidade dos valores de RCT, esse parâmetro eletroquímico 

foi utilizado para gerar o gráfico de calibração analítica (inserção da figura 19b). A 

equação de ajuste linear, y = 4.31587 + 0.64008⋅ln(x), apresentou um elevado 

coeficiente de determinação (R²) de 0.99752. Nesta equação, os valores de y 

representam RCT, e os valores de x correspondem à concentração (em attomoles, aM) 

das amostras examinadas. O biossensor exibiu uma faixa de medição de 3,58 aM a 

357,67 fM, acompanhado por um desvio padrão (SD) of 4.12 (S/N = 3). O ensaio 

analítico alcançou um limite de detecção de 0,41 aM, um limite de quantificação de 

1,24 aM, e demonstrou uma sensibilidade de 20,37 kΩ/aM cm2. 

O biossensor apresentou uma reprodutibilidade satisfatória, evidenciada por 

um desvio padrão relativo de 3,66%. A avaliação da reprodutibilidade foi realizada 

calculando o valor percentual do desvio padrão a partir de três biossensores distintos, 
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todos fabricados sob condições metodológicas e experimentais idênticas no mesmo 

dia. A repetibilidade foi confirmada por desvios padrão relativos inferiores a 4,54% em 

todos os testes envolvendo concentrações variáveis do oncogene, com cada 

dispositivo sensor sendo submetido a, no mínimo, três testes no mesmo dia. 

A Tabela 5 apresenta uma análise comparativa do biossensor desenvolvido 

neste estudo com outras tecnologias de detecção biológica relatadas na literatura para 

investigação eletroquímica de marcadores genéticos relacionados à leucemia. Os 

dispositivos de DNA eletroquímicos têm avançado significativamente nos últimos 

anos, empregando estratégias como o uso de intercaladores (exemplo, azul de 

metileno, peroxidase de rábano e moléculas biotiniladas) e nanomateriais (ex.: 

nanopartículas de ouro, grafeno e óxido de zinco revestido com sílica) para melhorar 

a sensibilidade e a estabilidade. 

Embora intercaladores possam causar danos às moléculas de 

oligonucleotídeos e gerar interações inespecíficas, os biossensores label-free, como 

o proposto neste estudo, eliminam a necessidade de marcadores ou indicadores, 

permitindo detecção direta e em tempo real com alta sensibilidade e velocidade 

analítica (Hai et al., 2020). Este avanço reduz a complexidade e o custo do processo 

de fabricação, enquanto melhora o desempenho analítico. 

A integração do nanocompósito TiO2@Pt em um filme condutor de PPy 

possibilitou o desenvolvimento do primeiro biossensor nanostruturado documentado 

na literatura científica para detectar o oncogene quimérico TCF3-PBX1. Esta 

ferramenta bioanalítica, utilizando volumes mínimos de espécimes biológicos (2 μL), 

demonstrou o menor limite de detecção registrado para translocações leucêmicas, 

alcançando a escala atomolar. Além disso, exibe limites notáveis de quantificação, 

alta sensibilidade e especificidade, parâmetros essenciais para avaliação precoce de 

distúrbios malignos e monitoramento de doenças residuais mínimas.
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Tabela 5 – Análise comparativa do biossensor desenvolvido neste estudo em relação a outras tecnologias de detecção biológica documentada s na literatura 

para a investigação eletroquímica de biomarcadores genéticos da leucemia.  

Estratégia de 

detecção 

Alvo 

molecular 

Técnica 

analítica 

Marcador de 
Gybridizaçã

o 

Tempo 
de 

detecçã

o 

Faixa de 
detecçã

o 

Limite 
de 

detecçã

o 

Limite de 
quantificaçã

o 

Sensibilidad

e 
Referência 

Transdutor de 

ouro / PPy / 
TiO2@Pt / 

Sonda / BSA 

Oncogene 

quimérico 
TCF3-PBX1 

VC e EIE Sem 

marcador 

15 min 3.58 aM 

para 
357.67 

fM 

0.41 aM 1.24 aM 20.37 kΩ/aM 

cm² 

Este trabalho  

ITO* / PPy / 

Grefeno 
quantum dots / 

SondaAPLB 

 
ITO* / PPy / 

Grafeno 

quantum dots / 
SondaM7  

PML/RARα 

fusion gene 

VC e EIE Sem 

marcador 

15 min 1 pM 

para 100 
pM 

0.214 pM 

para 
sequên-

cia APLB 

 
0.677 pM 

para 

sequên-
cia M7 

0.648 pM 

para 
sequência 

APLB 

 
2.05 pM para 
sequência M7 

-- OLIVEIRA et al., 

2023 

Transdutor de 
ouro / PPy / 

Nanocompósit
o de quitosana 

e 

nanopartículas 
de óxido de 

zinco / Sonda / 

BSA  

Gene de 
fusão 

BCR/ABL 

VC e EIE Sem 
marcador 

15 min 138.80 
aM para 

13.88 pM  

1.34 fM 4.08 fM 34.03 μA/fM 
cm2 

AVELINO et al., 
2022 

Eletrodo de 
carbono vítreo 

/ 

Nanopartícula
s de ouro / 

Nanoclusters 

de ouro 
estabilizados e 

Gene de 
fusão 

BCR/ABL 

VC, EIE e 
DVP 

Azul de 
metileno 

30 min 0.1 aM 
para 10 

pM 

0.03 fM -- -- SHAMSIPUR et al., 
2020 
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revestidos 
com 

hemoglobina 

graphene 
nanosheets / 

Probe 

Eletrodo de 

carbono vítreo 
magnético / 

Microesferas 

magnéticas de 
DNA ligadas a 

enzimas 

BCR/ABLp21

0 fusion gene 

Amperometri

a 

Peroxidase 

Horseradish 

-- Duas 

relações 
lineares:  

1 aM 

para 50 
fM 

1 fM 

para 1 
pM 

1 aM -- -- YANG et al., 2024 

Eletrodo de 
carbono vítreo 

/ Óxido de 
grafeno 

reduzido / 

Nanopartícula
s de ouro 

MicroRNA-
128 

VC, EIE e 
SWV 

Azul de 
metileno 

40 min  0.01 fM 
para 

0.09 fM 

0.00956 
fM 

-- -- MOHAMMADNEJA
D et al., 2023 

 
*ITO: Óxido de Índio e Estanho 

*SWV: Voltametria de onda quadrada 
*DPV: Voltametria de pulso diferencial 
 

Fonte: O autor (2024)
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5.6 Triagem eletroquímica em amostra biológica 

 

Figura 20 – Respostas voltamétricas (a) e espectros de impedância eletroquímica (b) do biossensor  

 

PPy-TiO₂@Pt na detecção de cDNA clínico com o oncogene TCF3-PBX1 em diferentes 

concentrações. 

 

Os testes de detecção biomolecular foram realizados utilizando amostras de 

cDNA obtidas de pacientes (crianças) diagnosticados com LLA para avaliar a robustez 

das medições genéticas. Foram observadas respostas de corrente reduzidas, 

conforme ilustrado na Fig. 20a, após o biossensor interagir com as amostras 

biológicas. Essas amostras positivas, que expressam o oncogene quimérico TCF3-

PBX1 em concentrações variando de 1 ag/µL a 100 fg/µL, induziram variações 

significativas no sinal e voltamogramas sigmoides, com valores de ΔI variando de 

33,08% ± 0,28 a 124,91% ± 17,08, respectivamente (tabela 4). As discrepâncias nas 

amplitudes dos sinais eletroanalíticos podem ser atribuídas a variações nos níveis de 

expressão da translocação cromossômica t(1;19)(q23;p13) e, consequentemente, à 

progressão do câncer de células sanguíneas (Avelino et al. 2022). Esses achados 

comprovam a viabilidade e eficácia do aparato nanotecnológico para triagem genética 

em amostras clínicas de cDNA. 

A Fig. 20b mostra que a captura de sequências oncogênicas na superfície do 

biossensor resulta em um aumento gradual dos semicírculos de Nyquist, o que 
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correlaciona com a concentração molecular do alvo. Esse comportamento revela uma 

redução no fluxo de carga na dupla camada elétrica, atribuída às propriedades 

isolantes das estruturas de DNA hibridizadas. Dada a excelente adequação do 

componente RCT para monitorar o fenômeno de biossensoriamento, o desempenho 

analítico do biossensor foi caracterizado pela variação relativa do RCT (ΔRCT) da 

seguinte forma: 

𝛥𝑅𝐶𝑇 =
𝑅𝐶𝑇 (𝐵𝑖𝑜𝑠𝑒𝑛𝑠𝑜𝑟 −𝑜𝑛𝑐𝑜𝑔𝑒𝑛𝑒) − 𝑅𝐶𝑇(𝐵𝑖𝑜𝑠𝑒𝑛𝑠𝑜𝑟 )

𝑅𝐶𝑇(𝐵𝑖𝑜𝑠𝑒𝑛𝑠𝑜𝑟 )

 ×  100 

Equação 6 

O termo RCT(Biosensor-oncogene) representa o valor computado após o 

reconhecimento do oncogene TCF3-PBX1, enquanto RCT(Biosensor) representa a 

resposta inicial do biossensor PPy-TiO2@Pt-Probe-BSA (Tabela 4). Amostras 

positivas para LLA exibiram mudanças significativas na impedância, indicadas pela 

variação relativa ΔRCT, variando de 19.73% ± 0.96 para 83.51% ± 0.84. 

O grau de cobertura superficial (θ) foi empregado como um parâmetro adicional 

para avaliação diagnóstica. Os valores de θ foram determinados após a interação da 

plataforma de biodetecção com amostras clínicas de cDNA, utilizando a seguinte 

equação: 

 (%) = 1 −  
𝑅𝐶𝑇(𝐵𝑖𝑜𝑠𝑒𝑛𝑠𝑜𝑟)

𝑅𝐶𝑇 (𝐵𝑖𝑜𝑠𝑒𝑛𝑠𝑜𝑟 −𝑜𝑛𝑐𝑜𝑔𝑒𝑛𝑒)

×  1 

Equação 7 

RCT(Biosensor) representa o valor de RCT do biossensor PPy-TiO2@Pt-Probe-BSA. 

Por outro lado, RCT(Biosensor-oncogene) denota o valor correspondente do biossensor 

quando exposto a amostras clínicas. A cobertura da superfície está diretamente 

relacionada à quantidade de DNA oncogênico hibridizado com uma sonda de 

oligonucleotídeo na plataforma analítica. A presença de ácidos nucleicos hibridizados 

na camada sensora nanoestruturada resulta em um aumento no grau de cobertura da 

superfície. Valores distintos de θ foram calculados para várias concentrações de 

amostras de pacientes, variando de 1 ag/µL a 100 fg/µL. Os valores obtidos variaram 

de 16,48% ± 0,67 a 45,51% ± 0,25, correspondendo às respectivas concentrações 

das amostras. 
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Figura 21 – Curva logarítmica de saturação do grau de recobrimento superf icial do biossensor em 

função da concentração de DNA-alvo. 

 

 
 

Fonte: O autor (2024). 

 

Com base nas informações apresentadas na figura 21, que mostra uma curva 

logarítmica com tendência à saturação, sugere-se que concentrações acima de 

100 fg/µL podem levar à saturação dos sítios de ligação na superfície do biossensor. 

Nesse contexto, foi demonstrada a capacidade do biossensor de realizar ensaios para 

identificação de DNA-alvo em amostras clínicas. 

 

5.7 Estudo de interferentes biológicos 

 

No presente estudo, investigamos a aplicabilidade do biodispositivo 

eletroquímico em um ensaio de especificidade, utilizando amostras de plasmídeos 

recombinantes e espécimes clínicos contendo translocações cromossômicas não 

específicas, como t(4;11) e t(17;19) (figura 22).  
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Figura 22 – Especif icidade do biossensor PPy-TiO2@Pt na detecção da translocação cromossômica 

t(1;19). 
 

Fonte: O autor (2024). 

 

É importante destacar que esses espécimes clínicos são amostras de cDNA 

que, além das translocações t(4;11) e t(17;19), contêm o material genético constitutivo 

do paciente, o que também pode interferir nos resultados bioanalíticos. Os resultados 

revelaram que o biossensor apresentou valores de ΔRCT (%) não significativos, 

variando de -2,96% ± 1,94 a 7,39% ± 1,99, conforme detalhado na tabela 4. Esse 

intervalo de valores indica a capacidade do biossensor de distinguir eficazmente 

amostras na ausência do analito alvo. 

Além disso, valores não significativos de ΔRCT foram observados quando o 

sistema de biossensoriamento foi exposto a amostras contendo interferentes comuns 

do sangue, como glicose, glicina, colesterol e ácido ascórbico, mesmo em 

concentrações de até 100 mg/dL (Tabela 3). Esses achados sugerem que 

interferentes biológicos não comprometem a funcionalidade do biossensor, 

melhorando, assim, a confiabilidade do método para aplicações práticas. Em 

contraste, observamos uma sensibilidade pronunciada do sistema biomolecular 

quando exposto a amostras de plasmídeos recombinantes (ΔRCT = 95,14% ± 8,89) e 
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a espécimes clínicos contendo a translocação cromossômica t(1;19) (ΔRCT = 83,51% 

± 0,84). Esses resultados destacam a capacidade do biossensor de detectar 

especificamente a translocação cromossômica t(1;19). 

 

6 DISCUSSÃO 

 

A tabela 5 apresenta uma análise comparativa do biossensor proposto em 

relação a outras tecnologias de detecção biológica relatadas na literatura para a 

investigação eletroquímica de biomarcadores genéticos associados à leucemia. 

Avanços recentes em biossensores eletroquímicos de DNA para detectar 

translocações leucêmicas têm demonstrado progressos significativos. Diversas 

estratégias têm sido empregadas para melhorar a estabilidade, reduzir os custos e 

simplificar o processo de preparação. Por exemplo, intercalantes como azul de 

metileno (Mohammadnejad et al. 2023), peroxidase de rábano (Yang et al. 2024) e 

fosfatase alcalina marcada com estreptavidina (Chen et al. 2015) foram utilizados 

como marcadores redox ou indicadores no processo de biossensoriamento para 

detectar eventos de hibridização. 

Biossensores sem marcadores emergiram como uma alternativa promissora, 

considerando que os intercalantes podem danificar as moléculas de 

oligonucleotídeos. Os intercalantes podem comprometer a integridade e estabilidade 

dos oligonucleotídeos e também causar interações não específicas significativas com 

moléculas biológicas, levando a falsos positivos e, consequentemente, interferindo na 

detecção de alvos específicos. Dispositivos sem marcadores eliminam a necessidade 

de anexar marcadores ou indicadores separados das moléculas-alvo, permitindo uma 

detecção direta, em tempo real, com alta sensibilidade e análise rápida. Além disso, a 

adoção de biossensores sem marcadores reduz a complexidade e o custo do 

processo de fabricação (Hai et al. 2020). 

Outro avanço envolve a otimização da imobilização de sequências de 

oligonucleotídeos em superfícies de eletrodos para melhorar a eficiência da 

hibridização. Elementos nanotecnológicos e materiais funcionais são comumente 

utilizados na arquitetura de plataformas de interface biológica como estratégia. Esses 

materiais incluem PPy (Oliveira et al. 2023), polianilina (Chen et al. 2015), nanotubos 

de polianilina (Soni et al. 2018), folhas de grafeno (Chen et al. 2015), nanopartículas 
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de ouro (Ensafi et al. 2011), nanoclusters de ouro (Shamsipur et al. 2020), 

nanopartículas de óxido de zinco revestidas com sílica (Pandey et al. 2016), 

nanocompósitos de quitosana e nanopartículas de óxido de zinco (Avelino et al. 2022) 

e nanostruturas híbridas de polianilina-MoS₂ (Soni et al. 2019). Entretanto, 

biossensores eletroquímicos baseados em nanocompósitos metal-óxido metálico são 

destacados por sua capacidade de atingir limites de detecção abaixo da faixa 

femtomolar, exibir desempenho otimizado em uma ampla faixa de detecção e 

demonstrar excelente seletividade na análise de biomarcadores genéticos (Kannan e 

Maduraiveeran 2023). 

Sob essa perspectiva, a integração do nanocompósito TiO₂@Pt em um filme 

de PPy eletrocondutor possibilitou o desenvolvimento do primeiro biossensor 

nanoestruturado documentado na literatura científica para a detecção do oncogene 

quimérico TCF3-PBX1. A instrumentação bioanalítica proposta requer volumes 

mínimos de espécimes biológicos, especificamente dois microlitros, facilitando o 

reconhecimento rápido e preciso da translocação cromossômica (1;19)(q23;p13). Até 

onde sabemos, essa ferramenta bioanalítica alcançou o menor limite de detecção para 

translocações leucêmicas, atingindo a escala attomolar. Além disso, apresenta um 

notável limite de quantificação, bem como alta sensibilidade e especificidade, 

parâmetros que são críticos para a avaliação precoce de desordens malignas e o 

monitoramento de doença residual mínima. 

 

7 CONCLUSÃO 

 

O sistema eletroquímico desenvolvido se destaca como um método potencial 

para a investigação precisa do oncogene quimérico TCF3-PBX1, um biomarcador 

significativo na LLA. A plataforma inovadora de nanotecnologia, que incorpora uma 

camada de PPy eletrossintetizada e o nanocompósito funcional TiO2@Pt, apresenta 

características de superfície aprimoradas, melhor transporte de elétrons e um 

microambiente compatível biologicamente. Demonstrando robustez analítica 

excepcional, além de alta sensibilidade, especificidade e seletividade, a ferramenta de 

biossensoriamento mostrou-se eficaz em testes de biodetecção utilizando volumes 

mínimos de amostras de plasmídeos recombinantes e espécimes clínicos. 
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O biossensor demonstra sinais eletroanalíticos sem a necessidade de 

marcadores, medidos em intervalos regulares, com limites de detecção e 

quantificação na faixa attomolar. A alta especificidade do sistema sensorial o torna 

uma ferramenta promissora para fornecer resultados negativos em testes de amostras 

que não contenham o analito alvo, minimizando, assim, falsos positivos e aumentando 

a confiabilidade dos testes. Por outro lado, a notável sensibilidade do biossensor na 

detecção da translocação cromossômica t(1;19) sugere seu potencial como uma 

ferramenta eficaz de triagem para identificar pacientes com essa condição específica. 

Até onde sabemos, este biossensor representa o primeiro biodevice nanoestruturado 

especificamente projetado para a investigação do oncogene quimérico TCF3-PBX1. 

Portanto, o aparato nanotecnológico pode ser considerado uma ferramenta 

promissora para aplicações clínicas no diagnóstico precoce da LLA e no 

monitoramento da doença residual mínima, potencialmente impactando positivamente 

a qualidade de vida dos pacientes com câncer. 
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