| [~=2
e
e~

‘l

—(
~

<
=l

US IMPAVIDA

L

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE BIOCIENCIAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM INOVACAO TERAPEUTICA

SAULO HENRIQUE SILVA

DESENVOLVIMENTO DE BIOSSENSOR ELETROQUIMICO A BASE DE
POLIPIRROL E NANOCOMPOSITO TiO2@Pt PARA DETECGCAO DO ONCOGENE
TCF3-PBX1 NA LEUCEMIA LINFOBLASTICA AGUDA INFANTIL

Recife
2025



SAULO HENRIQUE SILVA

DESENVOLVIMENTO DE BIOSSENSOR ELETROQUIMICO A BASE DE
POLIPIRROL E NANOCOMPOSITO TiO2@Pt PARA DETECGCAO DO ONCOGENE
TCF3-PBX1 NA LEUCEMIA LINFOBLASTICA AGUDA INFANTIL

Dissertacdo apresentada ao Programa de
Pos-Graduacdo em Inovacéo Terapéutica
da Universidade Federal de Pernambuco,
como requisito para obtencéo do titulo de
mestre em Inovacdo Terapéutica. Area de
concentracdo: Farmacos, medicamentos e
insumos essenciais para a saude.

Orientador: Dr César Augusto Souza de Andrade

Coorientadora: Dr® Maria Danielly Lima de Oliveira

Recife
2025



.Catalogac¢éo de Publicacéo na Fonte. UFPE - Biblioteca Central

Silva, Saul o Henrique.

Desenvol vi nento de bi ossensor el etroquim co a base de
polipirrol e nanoconposito Ti 2@t para deteccdo do oncogene
TCF3-PBX1 na | eucem a |infoblastica aguda infantil / Saulo
Henrique Silva. - Recife, 2025.

84f .. il.

Di ssertacdo (Mestrado) - Universi dade Federal de Pernanbuco,
Centro de Biociéncias, Programa de Po6s- Graduagdo em | novacgao
Ter apéutica, 2025.

Oientagdo: Cesar Augusto Souza de Andrade.

Coorientacdo: Maria Danielly Lima de diveira.

Inclui referéncias.

1. Biossensor; 2. Leucema; 3. Eletroquinmica; 4. Dio6xido de
Titanio; 5. Polipirrol. |I. Andrade, Cesar Augusto Souza de. II.
Oiveira, Maria Danielly Lima de. 111. Titulo.

UFPE- Bi bl i ot eca Central




SAULO HENRIQUE SILVA

DESENVOLVIMENTO DE BIOSSENSOR ELETROQUIMICO A BASE DE
POLIPIRROL E NANOCOMPOSITO TiO2@Pt PARA DETECGCAO DO ONCOGENE
TCF3-PBX1 NA LEUCEMIA LINFOBLASTICA AGUDA INFANTIL

Dissertacdo apresentada ao Programa de
Pos-Graduacdo em Inovacéo Terapéutica
da Universidade Federal de Pernambuco,
como requisito para obtencéo do titulo de
mestre em Inovacdo Terapéutica. Area de
concentragdo: Farmacos, medicamentos e
insumos essenciais para a saude.

Aprovado em: [

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. César Augusto Souza de Andrade (Orientador)
Universidade Federal de Pernambuco - UFPE

Prof. Dra. Maira Galdino da Rocha Pitta (12 Titular — Examinadora Interna)
Universidade Federal de Pernambuco - UFPE



Prof. Dra. Maurilia Palmeira da Costa (22 Titular — Examinadora Externa)
Universidade Federal de Pernambuco — UFPE

Dr. Michelle Melgarejo da Rosa (12 Suplente — Examinador Interno)
Universidade Federal de Pernambuco - UFPE

Dra. Raiza Pereira Santos de Lucena (22 Suplente — Examinadora Externa)
Universidade Federal de Pernambuco - UFPE



A minha esposa, Karen Avelino, pelo apoio e companheirismo ao longo desta

jornada.



AGRADECIMENTOS

Agradeco ao meu orientador, Prof. Dr. César Andrade, por sua paciéncia e
conselhos valiosos ao longo deste percurso.

As professoras Dr2 Danielly Oliveira e Dr2 Norma Lucena, agradeco pela
parceria, orientacdes e colaboracéo.

A equipe do Bionano, expresso minha gratiddo pelo suporte técnico e pelas
discussfes produtivas que tanto contribuiram para a evolucao desta pesquisa.

A minha familia, expresso meu mais profundo agradecimento. Aos meus pais,
por todo amor, apoio e ensinamentos que me moldaram e me trouxeram até aqui. Aos
meus irmaos e demais familiares, por sempre acreditarem no meu potencial e
oferecerem palavras de encorajamento nos momentos mais dificeis.

Aos amigos que estiveram presentes, mesmo a distancia, minha gratidao por
cada palavra de incentivo.

Agradeco também a Universidade Federal de Pernambuco, cujo financiamento
tornou viavel a realizacéo deste trabalho.

Por fim, agradeco a Deus pela forca, resiliéncia e discernimento para enfrentar
cada etapa deste processo, contando sempre com a intercessao e amparo de Nossa
Senhora das Gracas.



RESUMO

A leucemia linfoblastica aguda (LLA) é a forma mais frequente de cancer infantil. A
anomalia cromossomica conhecida como translocagao (1;19)(g23;p13) ocorre em 3%
a 12% dos casos de LLA. O presente estudo tem como obijetivo principal a concepcao
de um nanodispositivo inovador, sem a necessidade de marcadores de sinal, visando
o diagnastico ultrassensivel do oncogene quimérico TCF3-PBX1. O biossensor foi
desenvolvido com uma plataforma nanoestruturada composta por polipirrol (PPy) e
um compoésito hibrido formado por nanoparticulas de dioxido de titanio e nanosferas
de platina (TiO2@Pt). Para possibilitar a detec¢céo bioespecifica, oligonucleotideos de
cadeia simples foram quimicamente imobilizados no transdutor nanoestruturado. A
caracterizacdo das diferentes etapas de construcao do dispositivo biotecnolégico foi
realizada utilizando técnicas como voltametria ciclica (VC), espectroscopia de
impedancia eletroquimica (EIE), espectroscopia ultravioleta-visivel (UV-Vis) e
microscopia de forca atdmica (AFM). A avaliacdo das propriedades analiticas do
dispositivo de deteccdo foi feita com plasmideos recombinantes que contém a
sequénciaoncogénica TCF3-PBX1 e amostras clinicas de pacientes pediatricos com
LLA de células B. Apés a exposicao do sistema de monitoramento molecularao alvo
genético, foram observadas variacdes significativas na corrente de oxidacdo
voltamétrica e naresisténcia a transferénciade carga. A analise dos dados revelou
alta reprodutibilidade, com um desvio padrdo relativo de 3,66%, um intervalo de
resposta linear que varia de 3,58 aM a 357,67 fM, um limite de deteccao de 0,41 aM
e um limite de quantificagdo de 1,24 aM. Assim, pela primeira vez, foi descrita uma
tecnologia de baixo custo para triagem eletroquimica multiparamétrica do oncogene
quimérico TCF3-PBX1, o que pode ajudar a melhorar a qualidade de vida dos
pacientes com leucemia.

Palavras-chave: Biossensor; Dioxido de Titanio; Espectroscopia de Impedéancia
Eletroquimica; Leucemia; Polipirrol; Voltametria Ciclica.



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 differentstages of constructingthe 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 analysisrevealed high reproducibility, with a relative standard deviation of 3.66%,
a linearresponse range from 3.58 aM to 357.67 fM, a detection limitof 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 INTRODUCAO

LLA é um cancer maligno do sangue e da medula 6ssea que afeta as células
progenitoras linfoides. E o cancer mais prevalente em criancas, constituindo
aproximadamente umterco de todos os casos de cancerinfantil. A incidénciade LLA
varia globalmente em funcéo de fatores genéticos, ambientais e socioecondmicos,
com taxas mais altas sendo relatadas em paises desenvolvidos. Nos Estados Unidos,
aincidénciaanualdeLLA é de aproximadamente 3,8 casos por 100.000 criangas com
menos de 15 anos de idade (Nathan etal., 2020). Uma das alteragdes genéticas mais
prevalentes na LLA de células B € o oncogene quimérico TCF3-PBX1, resultante da
translocacdo cromossémica t(1;19)(q23;p13) (Zhang et al., 2022). Esse rearranjo
cromossomico resulta dafusdodo TCF3 (fator de transcricdo 3), localizadoem 19p13,
com o PBX1 (homeobox 1 da leucemiade células pré-B), localizado em 1g23. Como
resultado, hda expressao da oncoproteina TCF3-PBX1, capaz de modificar processos
celulares e interromper a diferenciacéo celular (Organista-Nava et al., 2016). Nota-se
gue esse genotipo tem sido historicamente associado a um prognaostico ruim e a um
risco aumentado de recidiva no sistema nervoso central. No entanto, tratamentos
contemporaneos orientados para o risco ttm melhorado o seu prognostico (Chiarett
et al., 2013; Zhang et al., 2022).

Os métodos de anélise genética possibilitam a identificacdo do oncogene de
fusdo TCF3-PBX1. Embora a andélise de bandas cromossémicas (cariétipo) seja
comum na pratica clinica, ela apresenta sensibilidade limitada e exige protocolos
demorados e trabalhosos. O cari6tipo requer acesso a células neoplasicas recém-
isoladas para cultivo de curto prazo a fim de obter cromossomos em metafase
(Barbosa et al.,2018; Skotheim et al., 2009). Sua eficacia pode ser consideravelmente
limitada pela resolucédo cromossdémica reduzida na leucemia, anomalias cripticas e
pela baixa proliferacéo de células neoplésicas durante o cultivo (Rack et al., 2022). A
introducao da hibridizacao fluorescente in situ (FISH) na pratica laboratorial de rotina,
juntamente com a reacdo em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real
(gPCR), supera algumas dessas limitacdes (Burmeister et al., 2023; Eldfors et al.,
2017). A técnica FISH é usada para identificar anomalias citogenéticas numéricas e
visualizar a localizacdo precisa do oncogene no cromossomo, atingindo uma
sensibilidade de até 102. O qPCR, um método altamente preciso, é o padrdo-ouro

para o diagnostico de translocagfes genéticas, com uma sensibilidade que varia de
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104 a 10. Ele requer conhecimento prévio do gene de fusdo complementar, e sua
sensibilidade pode ser influenciada pelaqualidade da amostra clinica, potencialmente
levando a falsos positivos. O processamento analitico exige profissionais qualificados
e equipamentos robustos (Short et al., 2019). O sequenciamento de nova geracéo
(NGS), um termo que se refere as tecnologias contemporaneas de sequenciamento
de &cidos nucleicos para DNA ou RNA, tem avancado significativamente na pesquisa
de translocacdes em leucemias com alta sensibilidade (~10), desempenho e
precisdo. Os desafios incluem a selecao da plataforma de sequenciamento para o
painel de NGS, a realizacdo de estudos de validacdo, o gerenciamento da alta
complexidade dos procedimentos e resultados, a utilizagdo de ferramentas
bioinformaticas para analise e a garantia de armazenamento de dados a longo prazo
(Kumar; Cowley; Davis, 2024).

Os biossensores eletroquimicos, considerados uma tecnologia avancada para
andlise genémica, surgem como alternativas promissoras para 0 rastreamento
molecular da LLA, destacando-se pelo potencial de aumentar a sensibilidade e a
precisdo nos processos de deteccdo bioanalitica. Esses dispositivos integram
elementos de reconhecimento biolégico, como enzimas, segmentos de
oligonucleotideos, células ou anticorpos, em transdutores, possibilitando a converséo
eficiente da resposta bioquimica em um sinal mensuravel (Shahdeo; Gandhi, 2022).
Materiais baseados em nanotecnologia, como nanotubos, nanoparticulas,
nanoesferas, nanocubos, nanofibras e nanocompadsitos, tém sido utilizados para
preservar a bioatividade das moléculas de bioreconhecimento apds a ancoragem em
superficies transdutoras. Essa abordagem visa ndo apenas aumentar a
reprodutibilidade do sinal analitico, mas também promover a escalabilidade da
fabricag&o e garantir a estabilidade a longo prazo (Fritea et al., 2021).

A aplicacdo de nanocompdésitos hibridos em biossensores eletroquimicos tem
atraido atencédo substancial, atribuida ao seu desempenho aprimorado e aplicacdes
versateis. Notadamente, nanocompadsitos de metais nobres e 6xidos metélicos se
destacam nesse contexto. Esses materiais demonstram interacdes sinérgicas
resultantes da combinacdo de caracteristicas Unicas de metais nobres, como Au, Pt,
Ag e Pd, com as propriedades especificas de 6xidos metalicos, como TiO2, Fe20s,
CuO, Mn0O2 e ZnO (Kannan; Maduraiveeran, 2023). Especificamente, destaca-se o
composito estruturado a partir de nanoparticulas de didéxido de titanio (TiO2) e

nanoesferas de platina (PtNs). O TiO2 € um material semicondutor com band gaps de
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energia de 3,2, 3,02 e 2,96 eV. Ele apresenta baixa toxicidade, resisténcia a foto-
corroséo, atividade fotocatalitica e é passivel de fabricacdo em larga escala a baixo
custo. A capacidade de biossensoriamento do TiO2 esta tipicamente associada as
suas propriedades estruturais, a localizagdo da banda de valéncia e a geracao e
disponibilidade de lacunas na superficie do material capazes de aceitar elétrons livres
externos. A interacdo entre o analito e a biomoléculapode gerar elétrons, prontamente
capturados pelo TiO2 devido as suas propriedades de aceitacdo de elétrons. Além
disso, os nanomateriais de TiO2 exibem caracteristicas ecologicamente corretas e
biocompativeis, tornando-os adequados para servir como uma interface potencial para
imobilizar biomoléculas (Shetti et al., 2019).

A incorporacao de metais, como Sn, Zn, Au e Pt, em nanoparticulas de TiO2
tem sido empregada como uma estratégia para melhorar a estabilidade quimica e a
condutividade elétrica, refinando, assim, a capacidade de deteccdo do TiO2 em
biossensores eletroquimicos. Hipotetiza-se que as estruturas eletrbnicas podem ser
modificadas pela deposicdo de metais em nanomateriais de Oxido metalico,
promovendo o desenvolvimento de vacancias de oxigénionaregido interfacial. Nesse
contexto, a dopagem de nanoparticulas de TiO2 com nanoesferas de platina (PtNs)
proporciona a obtencdo de multiplos sitios ativos e amplificacdo das propriedades
eletroquimicas quando comparado aos constituintes originais. As PtNs exibem uma
area de superficie especifica substancial e alta capacidade de adsorcéo, facilitando a
ligacdo aprimorada de biomoléculas. A inclusdo de platina ndo s6 introduz centros
cataliticos suplementares na nanostrutura, mas também altera a distribuicdo de carga
e os estados eletrbnicos, afetando diretamente as propriedades de transferéncia de
carga e a efic4cia catalitica do compadsito. A incorporacao de platinainduz a geracéao
de defeitos e vacéncias na estrutura do TiO2, promovendo reagbes redox e
melhorando a resposta eletroquimica do sistema de deteccédo. Alémdisso, ainteracéo
sinérgica entre as PtNs e o TiO2 contribui para a estabilidade quimica e estrutural do
material, garantindo um ambiente propicio para a deteccdo bioanalitica
(Maduraiveeran etal., 2016; Yu etal., 2021).

Continuando a explorar estratégias de modificacdo interfacial, infere-se que os
polimeros condutores sdo considerados materiais funcionais para o desenvolvimento
de plataformas de deteccao (Dakshayini etal., 2019). O polimero polipirrol (PPy) esta
atualmente em investigacédo devido ao seu potencial na fabricacéo de biossensores

altamente sensiveis. Atributos essenciais que contribuem significativamente para o
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aprimoramento do desempenho analitico e da robustez em sistemas de deteccao
bioldgica incluem alta condutividade, cinética rapida de transferéncia de elétrons na
interface eletrodo/solucéo, capacidade de armazenamento de carga, reversibilidade
redox, compatibilidade biologica relativa e a presenca de grupos quimicos para a
ancoragem direcionada de biomoléculas (Ramanavicius; Ramanavicius, 2021).

A sintese eletroquimica de polipirrol oferece vantagens distintas,
proporcionando controle preciso sobre o processo de polimerizacdo. Esse método
permite a regulagéoda espessura, morfologiae condutividade do polimero, resultando
na producédo de filmes bem definidos e altamente condutivos. Essas capacidades de
ajuste fino garantem a otimizacdo do polipirrol para aplicacdes especificas em
biossensores. Além disso, a sintese eletroquimica apresenta uma abordagem
ecologica e econbmica, minimizando o uso de reagentes perigosos e reduzindo a
geracdo de residuos. A simplicidade e a eficiéncia do procedimento eletroquimico
contribuem para a escalabilidade e aplicabilidade de biossensores baseados em
polipirrolem diversos contextos biotecnolégicos. O polimero organico resultante exibe
flexibilidade estrutural, estabilidade ambiental e compatibilidade com sistemas
biologicos, posicionando-o como um candidato promissor para o avanc¢o das
tecnologias de biossensores (Avelino et al., 2021; Zhang et al., 2023).

Nesta investigacdo, um biossensor eletroquimico de DNA foi introduzido pela
primeira vez para a deteccdo especifica do oncogene quimérico TCF3-PBX1. A
construgcdo do biossensor envolveu a imobilizacdo covalente de sequéncias de
oligonucleotideos em um filme de polipirrol (PPy) modificado com um nanocompaosito
hibrido TiO2@Pt, que serviu como eletrodo de trabalho biossensivel. Nos casos em
gue o oncogene quimérico TCF3-PBX1 estd presente nas amostras (seja DNA
plasmidial ou uma amostra clinica de leucemia), a sequéncia alvo hibridiza
seletivamente com a sonda, iniciando a transducéo do evento de bioreconhecimento.
Essa transducdo resulta em uma mudanca mensuravel que é diretamente
proporcional & concentracdo da sequéncia alvo. Vale destacar que o sistema de
biossensoriamento desenvolvidoincorporaummaterial compésito (TiO2@Pt) que, em
conjunto com o filme polimérico, facilitou a obtencdo de limites de deteccéo
excepcionalmente baixos, na ordem de attomolar. Além disso, o sistema demonstra
reprodutibilidade, alta seletividade, precisdo analitica, custo-beneficio e tempo de
resposta rapido, tornando-o promissor para o diagnostico laboratorial em casos de
LLA.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Leucemia e o oncogene quimérico TCF3-PBX1

A leucemia é um tipo de cancer que se destaca entre as doencas malignas
mais frequentes globalmente, sua incidéncia em 2020 foi de 474.519 novos casos
(SUNG et al., 2021). Trata-se de uma patologia caracterizada pela desregulacéo do
sistema hematopoiético, levando a producédo excessiva de células sanguineas
anormais e a proliferacao de formas imaturas, como linfoblastos (Advani; Pendergast,
2002). Essas alteragbes comprometem a funcionalidade do sangue, resultando em
anemia severa, maior suscetibilidade a infeccfes e risco elevado de hemorragias.
Além disso, células leucémicas podem se disseminar para outros 6rgdos, como baco,

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

As leucemias incluem um grupo diversificado de doencas com diferentes
apresentacdes clinicas e caracteristicas moleculares, que sao classificadas com base
em critérios genéticos, morfolégicos e imunoldgicos. A classificacdo da Organizacao
Mundial da Saude (OMS) categoriza essas doencas segundo a linhagem celular

afetada, como linfoide ou mieloide, e suaevolucéo, distinguindo-as em formas agudas
ou cronicas (Choi et al., 2024).

Uma caracteristica central de muitos tipos de cancer, incluindo a leucemia, é a
presenca de alteracfes genéticas, como fusdes de genes, que resultam em proteinas
anormais com funcdes biolégicas alteradas. Entre essas fusdes, destaca-se o
oncogene quimérico TCF3-PBX1, identificado principalmente em casos de leucemia
linfoblastica aguda (LLA). Essa anormalidade é resultado de uma translocacéo
cromossomica entre os genes TCF3, localizado no cromossomo 19, e PBX1,
encontrado no cromossomo 1, levando a formacédo de um gene hibrido (Lee et al.,
2021).

O oncogene TCF3-PBX1 codifica uma proteina quimérica que atua como um
fator de transcricdo desregulado, alterando a expressdo de genes relacionados ao
ciclo celular e a sobrevivéncia celular. Essa modificacdo genética confere as células
malignas vantagens proliferativas e de resisténcia a apoptose, contribuindo para o
desenvolvimento da leucemia. Em pacientes pediatricos, a presenca do TCF3-PBX1

esta associada a um prognostico intermediario, embora sua deteccdo seja
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considerada um marcador atil no diagnoéstico e no monitoramento da doenca (Lee et
al., 2021).
A Figura 1 ilustra a distribuicdo dos pontos de quebra nos genes TCF3 e PBX1,

evidenciando as regides envolvidas na translocacao cromossémica responsavel pela
formacao do oncogene quimeérico.

Figura 1 - Distribuicdo dos pontos de quebra nos genes TCF3 e PBX1, ilustrando as regifes de

translocacao cromossdmica que resultam no oncogene quimérico TCF3-PBX1.
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Fonte: Adaptado de Hein et al. (2019).

O nivel de expressédo do TCF3-PBX1 pode variar ao longo do curso clinico da
leucemia. Em estagios iniciais, geralmente sdo observados altos niveis dessa fusdo
génica, indicando atividade tumoral elevada. Apés o inicio do tratamento, a reducao
desses niveis pode sinalizar uma resposta terapéutica positiva, mas a presenca
residual da fusdo em niveis baixos, conhecida como doenca residual minima,
representa um risco de recaida. Métodos sensiveis e especificos para monitorar o
TCF3-PBX1 séo essenciais para avaliar a eficacia do tratamento, orientar decisdes

clinicas e prever desfechos no tratamento da leucemia (Hein etal., 2019).

2.1.1 Métodos convencionais de diagnostico

A identificacdo da leucemia envolve uma abordagem multidisciplinar que
combinaexames hematoldgicos, anélises citogenéticas e ensaios moleculares de alta
precisdo. O processo inicia-se com a anamnese e exame fisico, conduzidos por um
profissional qualificado, frequentemente umhematologista. Nesse momento, a historia
clinicado paciente € avaliada em detalhe, assim como sinais e sintomas especificos
gue possam levantar suspeitas para a doenca (Hallek; Al-Sawaf, 2021).
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Em casos de suspeitade leucemia, 0 proximo passo inclui a coleta de sangue
periférico para realizagdo de hemograma completo. Esse exame, essencial natriagem
inicial, utiliza microscopia Optica para a analise detalhada das células do sistema
hematopoiético, avaliando caracteristicas como tipo, morfologia e contagem celular.
Em pacientes com leucemia, € comum a presenca de células imaturas, como
linfoblastos e eritroblastos, circulando na corrente sanguinea. Paralelamente,
observa-se uma diminuicéo significativa no namero de plaquetas e células maduras

funcionais, indicando comprometimento hematologico (Hallek; Al-Sawaf, 2021).

Embora o hemograma forneca fortes indicios da presenca de leucemia, 0
diagnadstico definitivo exige testes adicionais, como a biopsia da medula éssea. Esse
procedimento envolve a aspiracdo de uma amostra do tecido medular, seguida de
anélise microscopica para confirmar a doenca e determinar sua classificagdo. Além
disso, exames citogenéticos e moleculares sdo frequentemente requisitados para

identificar biomarcadores especificos, como o oncogene quimérico TCF3-PBX1,
amplamente associado a LLA (Hou; Tien, 2020).

A deteccéo do oncogene quimérico TCF3-PBX1 € realizada por meio de uma
variedade de técnicas avangadas. Entre as principais estéo:

« Andlise cromossémica: Técnica citogenética fundamental para detectar
alteracOes estruturais nos cromossomos. Por meio do cariétipo convencional,
€ possivel visualizar grandes rearranjos cromossémicos, como delec¢des,
inversdes e translocacoes, incluindo a translocagcdo associada ao cromossomo

(TCF3-PBX1), comum em leucemias mieloides crbnicas e alguns casos de
leucemia linfoblastica aguda (Hou; Tien, 2020).

» Hibridacdoin situ fluorescente (FISH): Método baseado na utilizacdo de sondas
fluorescentes que se ligam a sequéncias especificas de DNA. O FISH permite
a deteccéao precisa de alteracfes cromossémicas que podem ndao ser visiveis
na andlise cromossdémica convencional, incluindo pequenas translocacdes,
delecdes e amplificacdes génicas. E amplamente empregado para identificar a

fusdo TCF3-PBX1, proporcionando um diagnéstico eficiente (Duncavage etal,
2022).

« Citometria de fluxo: Técnica altamente sensivel utilizada para caracterizar e
quantificar células individuais com base em marcadores imunofenotipicos. A

citometria de fluxo permite a andlise de milharesde células por segundo, sendo
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essencial para classificar os diferentes subtipos de leucemia de acordo com os
padrées de expressdo de antigenos de superficie e intracelulares. Essa

abordagem é crucial para o diagnéstico, monitoramento da doenca residual
minima e avaliagdo da resposta ao tratamento (Hou; Tien, 2020).

o Southern blot: Técnica classica de biologia molecular utilizada para detectar e
analisar fragmentos de DNA especificos dentro de uma amostra. O método
envolve digestdo enziméaticado DNA, separacdo por eletroforese, transferéncia
para uma membrana e hibridizacdo com sondas marcadas. Embora menos
utilizada atualmente devido ao avanc¢o de técnicas mais rapidas e sensiveis, 0
Southern blot ainda é aplicado em estudos genéticos para confirmar rearranjos
génicos e mutacdes associadas a leucemia (Duncavage et al, 2022).

« Reagdo em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real (QRT-PCR):
Considerada o padrao-ouro para a deteccdo e quantificacdo de transcritos
especificos, essa técnica permite medir a expressao de genes de fusao, como
TCF3-PBX1, com alta sensibilidade e precisdo. O gRT-PCR utiliza
fluorescéncia para monitorar a amplificagcdo do DNA em tempo real, tornando-
se um método essencial no diagnéstico molecular da leucemia, na avaliagéo
da carga tumoral e no monitoramento da doenca residual minima. Sua
capacidade de detectar niveis extremamente baixos de transcritos faz dela uma
ferramenta indispensavel para prever recaidas e ajustar estratégias

terapéuticas (Duncavage et al, 2022).

Embora altamente confidveis e especificas, essas técnicas apresentam
limitacdes significativas, como sensibilidade moderada em alguns casos, altos custos
associados a equipamentos e manutenc¢ao, protocolos laboratoriais complexos e
longos periodos de andlise. Tais desafios restringem sua ampla implementacdo em
laborat6orios de menor porte e hospitais com recursos limitados (Hallek; Al-Sawaf,
2021).

Dado o impacto do diagndstico precoce no progndstico dos pacientes, 0
desenvolvimento de métodos moleculares mais acessiveis, simples e eficazes € de
extrema relevancia. Ensaios inovadores para deteccdo do TCF3-PBX1, capazes de
superar as limitagcdes das técnicas tradicionais, podem transformar o cenario do
diagnoéstico hematolégico, promovendo avancgos significativos no manejo e tratamento
da leucemia (Hou; Tien, 2020).
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As principais caracteristicas das técnicas utilizadas para deteccao do oncogene

guimérico TCF3-PBX1 estdo resumidas na Tabela 1.
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Tabela 1 — Comparagdo das Técnicas de Detec¢do do Oncogene Quimérico TCF3-PBX1

Método Deteccdo de Alteracdes Deteccdo de Quantificacao de Alta Rapidez no Baixo custo
Cromossdmicas FusbGes Génicas Transcritos Sensibilidade Diagndstico
Anélise cromossdmica X
Hibridac&o In Situ X X X

Fluorescente (FISH)

Citometria de Fluxo X
Southern Blot X X
PCR em Tempo Real X X X X
(QRT-PCR)
Sequenciamento de X X X X X

Nova Geragao (NGS)

Biossensores X X X X X
eletroquimicos
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2.2 Desenvolvimento de biossensores e avancos da nanotecnologia

A nanotecnologia tem desempenhado um papel central na inovacédo e
desenvolvimento de novas tecnologias, particularmente na criagdo de testes
diagnosticos para umavasta gama de doencas. Atuando em umcampo interdisciplinar
que abrange biologia molecular, bioquimica, engenharia e fisica, ela tem sido
amplamente reconhecida como um catalisador para avanc¢os tecnolégicos (Thwala et
al., 2023). Nas ultimas décadas, mais de 65 mil artigos académicos foram publicados
e, desde a década de 1970, mais de 12 mil invenc¢des relacionadas a nanotecnologia
foram patenteadas. No campo dos diagnésticos clinicos, entre os anos de 2000 e
2010, foram registradas aproximadamente 2.200 patentes, e espera-se que esse
numero dobre até 2025 (Fialkoski; Malfatti, 2019). O mercado global de produtos
nanotecnolégicos movimenta bilhdes de ddlares, com destaque para os EUA, que
lideram em produtividade per capita devido a investimentos consistentesem P&D. Em
2018, os EUA e a Europa geraram receitas semelhantes (~US$ 940 milh 8es), mas a
produtividade americana foi o dobro da europeia. A Asia, apesar do maior mercado
(US$ 1,14 bilhao), apresenta baixa eficiéncia (US$ 0,25 por pessoa), indicando
necessidade de mais incentivos (Talebian et al., 2021).

A bionanotecnologia, uma subarea da nanotecnologia, tem sido crucial para o
desenvolvimento de dispositivos que utilizam componentes biolégicos em diversas
aplicacbes. Esses dispositivos podem desempenhar func¢des variadas, como
deteccdo de agentes bioldgicos (microrganismos, virus, enzimas) e analise de
mutacdes cromossdmicas, incluindo oncogenes quiméricos como o TCF3-PBX1
(Alanazi; Almukhaylid; Igbal. 2024)

Dentro desse contexto, 0s biossensores representam uma classe especifica de
dispositivos de bionanotecnologia projetados para detectar e quantificar alvos
biolégicos ou quimicos, com aplicacdes que vao desde a vida cotidiana e seguranca
alimentar até diagnaosticos clinicos, monitoramento ambiental e controle de qualidade
industrial. O desenvolvimento de biossensorestem crescido exponencialmente devido
a sua ampla aplicabilidade e potencial impacto em mdaltiplas areas. Estimativas
apontam que o mercado global, avaliado em US$ 38,5 bilhes em 2021, alcance US$
68,4 bilhdes até 2026 (Tiwari; Tiwari, 2022).

Por definicdo, biossensores sdo dispositivos eletrbnicos que fornecem
informacbes analiticas especificas sobre moléculas-alvo de forma quantitativa ou

semi-quantitativa. Como ilustrado na figura 2, eles sdo compostos por trés
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componentes principais: o elemento de reconhecimento, o transdutor e o sistema de
amplificagcdo e processamento de sinal. O elemento de reconhecimento, que
geralmente € uma moléculabioldgica, detecta o alvo molecularpor meio de interacdes
especificas ou reacfes cataliticas. O transdutor, por suavez, converte essa resposta
bioquimica em um sinal mensuravel que é proporcional a concentracdo do analito
detectado. Finalmente, o sistema eletrdnico amplifica e processa esse sinal,
permitindo sua visualizacdo em um monitor, onde pode ser interpretado por

especialistas (Smutok; Katz, 2022).

Figura 2 - Representacao esquematica de um biossensor.
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Fonte: Adaptado de Grieshaber et al. (2008).

Biossensores possuemuma variedade de caracteristicas essenciais,como alta
funcionalidade, sensibilidade superior, especificidade, seletividade apurada, baixo
limite de deteccao, precisao, linearidade, resposta rapida, reprodutibilidade, robustez,
portabilidade, simplicidade no uso, estabilidade, capacidade de reutilizacdo e baixo
custo de producédo. Gragas a essas vantagens, os biossensores se mostram como
ferramentas altamente promissoras para aplicacdes em diagnosticos clinicos e testes
laboratoriais. No entanto, investigacoes mais detalhadas ainda séo necessarias para
assegurar a eficiéncia e viabilidade comercial desses sistemas de deteccéo biologica
(Smutok; Katz, 2022).
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2.2.1 Classificagdo dos biossensores com base no elemento sensor

Diversos elementos biologicos podem ser aproveitados na criacdo de
biossensores, incluindo tecidos de plantas ou animais, células vivas, receptores
celulares, organelas, enzimas, sistemas enzimaticos, anticorpos, antigenos, acidos
nucleicos, aptameros, lectinas e microrganismos. Embora existam inameras opc¢des
de biorreceptores, a escolha correta do elemento biolégico € fundamental para
garantir a especificidade do biossensor a ser desenvolvido (Mujica et al., 2022).

Biossensores podem ser organizados conforme o tipo de interagdo entre o
elemento biolégico e o analito, e os subsequentes eventos bioquimicos. Em termos
gerais, eles se dividem em biossensores biocataliticos ou de bioafinidade. Nos
biossensores de bioafinidade, o receptor bioldgico interage com o alvo molecular
formando um complexo estavel, que resulta em um sinal transdutor. Estes sistemas
geralmente utilizam anticorpos, lectinas e proteinas receptoras. Nesses casos, 0
equilibrio quimico é atingido sem o consumo do analito pela molécula biolégica
imobilizada. Ja nos biossensores cataliticos, o elemento bioldgico catalisa uma
reacao, transformando o analito em subprodutos detectaveis, sendo que a interacéo
entre o receptor e o analito provoca mudancas nas concentracdes de substratos ou
produtos (Muijica et al., 2022).

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

dos elementos receptores.

e Biossensores enziméticos: esses dispositivos utilizam enzimas como
receptores, e o mecanismo de deteccao se baseianoconsumoou naproducao
de substéncias em funcéo da interacdo enzima-analito. Exemplos incluem
enzimas como penicilinase, urease, alcool desidrogenase e glicose oxidase
(Ahangari et al., 2021).

e Genossensores: sao construidos a partir da imobilizacdo de sequéncias de
oligonucleotideos, que permitem o reconhecimento molecular através de
hibridacdo especifica. O DNA ou RNA podem ser usados, e suas aplicacdes
incluem o diagnéstico de doencas genéticas e infecciosas. (Malecka-Baturo;
Grabowska, 2024)
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Imunossensores: baseiam-se na fixacdo de antigenos ou anticorpos no
transdutor, e a deteccao ocorre via formagéo de complexos antigeno-anticorpo.
Esses dispositivos sao utilizados na deteccdo de hormonios, drogas, bactérias
e virus (Li et al., 2022).

Aptassensores: aptameros s&o usados como receptores, sendo
oligonucleotideos sintetizados que adotam uma conformacéo especifica para
interagir com moléculas-alvo, como proteinas e ions. Por serem sintéticos,
esses dispositivos também sdo chamados de biossensores miméticos (Zahra;
Khan; Luo, 2021).

Biossensores microbiol6gicos: microrganismos como bactérias, leveduras e
fungos sao utilizados como receptores, com destaque para aplicacbes em
monitoramento ambiental e diagnéstico de doencas infecciosas (Moraskie et
al., 2021).

Biossensores celulares: utilizam células vivas como receptores e séao
versateis, com aplicacdes que incluem desde a detec¢éo precoce de doencas
até a avaliacao. Esses dispositivos podem também auxiliar no estudo do efeito

de drogas sobre células cancerosas (Khan etal., 2023).

2.2.2 Classificagdo dos biossensores com base no elemento de transducéao

Os biossensores podem ser classificados com base no mecanismo de

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

destacam-se:

Biossensores 6pticos: Estes dispositivos operam detectando mudancas nas
propriedades Opticas para monitorar a concentracao de um analito e estudar a
construcdo dos biossensores. As propriedades Opticas, como absorcéo,
transmitancia, fluorescéncia e indice de refracdo, sdo amplamente exploradas
nesse contexto. A tecnologia de biossensores Opticos € valorizada por sua alta
sensibilidade, capacidade de detectar mudancas em tempo real, e sua
integracdo facilitadaem sistemas de analise sem a necessidade de marcadores
adicionais. Dentro dessa categoria, a ressonanciade plasmons de superficie
se destaca como uma técnica avancada para detectar alteracdes Opticas sutis
em biossensores (Kaur; Kumar; Kaushik, 2022).
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e Biossensores piezoelétricos: Baseados na piezoeletricidade, esses
biossensores utilizam materiais como o0 quartzo para detectar variagdes de
massa ou outras propriedades relacionadas a interacdo com o analito.
Aplicando-se uma tensdo alternada sobre cristais piezoelétricos, uma
frequénciaespecificaé gerada, a qual varia conforme a massa das substancias
acopladas a superficie do biossensor. A técnica mais comum neste campo € a
microbalancade cristal de quartzo, usada para medir mudancas minusculasde
massa (Zhou et al., 2020).

e Biossensores térmicos: Desde 0s primeiros biossensores enzimaticos
descritos por Clark e Lyons em 1962, o uso de transducdo baseada em
calorimetria vem sendo explorado. Biossensores térmicos detectam mudancas
de temperatura associadas as reac¢des bioquimicas, ja que todas elas
envolvem trocas de calor. Essas variacfes 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 sdo amplamente utilizados em estudos de hibridizacdo de DNA e

monitoramento ambiental (Naresh; Lee, 2021).

e Biossensores eletroquimicos: Representando uma das classes mais
difundidas de biossensores, o0s eletroquimicos se destacam pela simplicidade
e alta sensibilidade nas medi¢cdes analiticas. Esses dispositivos detectam
mudancas nas propriedades eletroquimicas de um sistema, como transferéncia
de elétrons e difusdo de espécies quimicas, utilizando eletrodos inertes, como
ouro ou carbono. (Wu et al., 2023) Dependendo da caracteristica avaliada, os
biossensores eletroquimicos podem ser classificados como:

o Amperométricos: Medem a corrente gerada pela oxidacdo/reducéo de
moléculas eletroativas (Ding et al., 2024).

o Potenciométricos: Avaliam o potencial gerado entre o eletrodo de
trabalho e o eletrodo de referéncia (Walker et al., 2021).

o Condutimétricos: Medem a condutancia elétrica correlacionada a

concentracao do analito (Majeed et al., 2022).
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o Impedimétricos: Analisam a impedancia resultante da interacédo entre

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

2.2.3 Biossensores eletroquimicos de DNA

Os genossensores eletroguimicos, ou biossensores de DNA baseados em
eletroquimica, tém se destacado como ferramentas moleculares eficientes para o
diagnostico de diversas doencas, incluindo infecgbes virais, bactérias patogénicas e
condicOes genéticas. Esses dispositivos sdo elaborados imobilizando sequéncias de
DNA ou RNA na superficie de eletrodos, que atuam como transdutores
eletroquimicos. O processo de fixacao dos acidos nucleicos a superficie do sensor é
uma etapa fundamental para garantir o desempenho analitico e a estabilidade do
genossensor. A eficacia na imobilizacdo do DNA influencia diretamente na
bioatividade da molécula e, portanto, no sucesso do reconhecimento biologico (Fuku;
Bilibana; lwuoha, 2022).

O principio basico por tras 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 conhecidocomo hibridizacdo molecular. Esses dispositivos possuemgrande
potencial para aplicacdo em diagnésticos clinicos, uma vez que sdo capazes de
realizar andlises rapidas e de baixo custo de moléculas-alvo especificas. Além disso,
0 uso de transducédo eletroquimica garante alta sensibilidade ao sistema, com a
possibilidade de reuso e miniaturizacdo do dispositivo, facilitando seu
desenvolvimento e aplicacdo em larga escala (Fuku; Bilibana; Iwuoha, 2022).

Recentemente, pesquisas tém focado no desenvolvimento de genossensores
para a deteccdo do oncogene quimérico TCF3-PBX1, que esta associado a
leucemias. As principais técnicas eletroquimicas usadas para monitorar 0 processo
de identificacdo deste oncogene incluem voltametria ciclica, espectroscopia de
impedancia eletroquimica e voltametria de pulso diferencial. Embora os
genossensores ja tenham demonstrado eficiéncia na deteccdo do TCF3-PBX1,
desafios permanecem, como a necessidade de alcancar limites de deteccdo ainda
mais baixos, o que ampliaria sua aplicacdo em estudos de doenca residual minima e

outras areas da medicina personalizada (Zhang et al., 2021)
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Figura 3 - Estrutura molecular do DNA e as interacdes bioespecificas entre suas bases nitrogenadas.
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2.2.4 Métodos de imobilizacdo de DNA

Os biossensores de DNA sao amplamente utilizados no diagndstico clinico
devido a sua alta especificidade e habilidade em detectar mudancas minimas nas
sequéncias de nucleotideos, como uma Unica 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 eficacia
desses sistemas de deteccdo, o design do sensor e a estratégia de imobilizacao do
DNA séo aspectos fundamentais (Zhang et al., 2022).

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

precisam ser fixadas de maneira previsivel, preservando sua capacidade de interagir
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com o alvo. Isso exige que a adsorcdo nado-especifica seja minimizada e que a
estabilidade da sonda ancorada seja mantida ao longo do tempo. Além disso, a
orientacdo e acessibilidade da sonda de DNA sao fatores cruciais para garantir a
afinidade e a eficiéncia do processo de hibridizacdo. Controlar essas variaveis é
essencial para maximizar a sensibilidade e seletividade dos biossensores (Zhang et
al., 2022).

Os métodos de imobilizacao (figura 4) utilizados no desenvolvimento destes
dispositivos incluem técnicas fisicas, como a adsorcao, e métodos quimicos, como a
ligacdo covalente, além de interacBes bioguimicas, como o uso de biotina-avidina. A
adsorcao fisica de sondas de DNA baseia-se na interacdo eletrostatica entre os
grupos fosfato do DNA e superficies carregadas. Esta € umatécnica simples que néo
requer modifica¢des na estrutura molecular do DNA (Zhang et al., 2022).

Ja a imobilizagdo quimica de DNA € amplamente aplicada para aumentar a
estabilidade e repetibilidade dos sensores. Um exemplo comum é a quimissorcéo, que
utiliza grupos tiol terminais em superficies de ouro, formando uma ligacéo covalente
estavel. Essa abordagem evita que as moléculas de DNA sejam lixiviadas do sensor,
0 que assegura uma maior durabilidade do dispositivo. Além disso, a imobilizacao
covalente pode ser realizada com reagentes de acoplamento, como o glutaraldeido,
promovendo ligagbes entre grupos funcionais do DNA e substratos ativados
(Foroughi; Jahani, 2022).

Outra técnica popular de imobilizagdo 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 superficies
tratadas com estreptavidina, o que facilita a orientacéo precisa das sondas para uma
deteccao mais eficaz (Park et al., 2020).

Com todas essas opcoes, a escolha da técnica de imobilizacdo deve ser
cuidadosamente analisada para garantir a funcionalidade do biossensor e evitar a
dessorcdo da sonda de DNA. A avaliagdo minuciosa de cada protocolo experimental
assegura que o biossensor atenda aos requisitos de estabilidade e eficiéncia

necessarios para sua aplicacao clinica (Foroughi; Jahani, 2022).
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Figura 4 - Estratégias de imobilizacdo de DNA em superficies solidas. a) adsorcéo fisica, b)

adsorcdo covalente e c) adsorgao por biointeragéo.
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Fonte: O autor (2024).

2.3 Plataformas nanoestruturadas

Nanoplataformas emergem como solugbes promissoras para O
desenvolvimento de dispositivos de alto desempenho analitico, 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 ligagfes covalentes, de hidrogénio ou interacdes
eletrostaticas, garantindo a estabilidade do sistema. A imobilizacdo de DNA em
superficies sélidas, quando realizada de maneira controlada, minimiza a adsorcao
inespecificaereduz a perda de material sensivel,aspectos criticos para a durabilidade
do sensor (Shi et al., 2022).

Protocolos de imobilizagdo quimica favorecem uma orientacdo adequada das
biomoléculas e ajudam a mitigar problemas como repulsdo eletrostatica e
impedimentos fisicos entre as cadeias de DNA, otimizando a eficiéncia do dispositivo.
Contudo, o éxito da imobilizagcao esta intimamente relacionado as propriedades dos
materiais transdutores e de interface. Dessa forma, uma caracterizacao detalhadados
materiais nanoestruturados, como nanoparticulas, nanotubos de carbono, nanofios,
nanoesferas e pontos quanticos, é fundamental para garantir a eficacia da
hibridizacédo, bem como a reprodutibilidade e robustez dos biossensores (Shi et al.,
2022).



33

A seguir, procede-se a apresentacdo de uma analise acerca dos materiais
nanotecnoldgicos e funcionais empregados na concep¢do da plataforma
nanoestruturada, estrategicamente integrada ao sistema de deteccdo molecular

delineado no escopo deste estudo.

2.3.1 Polipirrol

O polipirrol (PPy) é um polimero condutor que tem atraido atencéo significativa
na ciéncia dos materiais, especialmente no desenvolvimento de biossensores e
plataformas nanoestruturadas para deteccdo biolégica. Suas propriedades
eletroquimicas Unicas, alta biocompatibilidade e capacidade de funcionalizacdo
guimica o tornam ideal para aplicacdes sensiveis, como a deteccdo de marcadores
moleculares especificos, incluindo biomarcadores relacionados a doencas
oncoldgicas (Oliveira et al., 2023).

O PPy destaca-se pela sua alta condutividade elétrica, reversibilidade redox e
estabilidade quimica em uma ampla faixa de potenciais, caracteristicas essenciais
para a transducdo de sinais bioquimicos em sistemas eletroquimicos. A sintese
eletroquimica do PPy em superficies de eletrodos é amplamente utilizada devido a
suasimplicidade e controle preciso sobre a espessurae a morfologia do filme formado.
Esses parametros podem ser ajustados de acordo com a aplicacdo especifica,
garantindo melhor desempenho analitico e sensibilidade. Além disso, a modificagéo
do PPy com materiais hanoestruturados, como nanoparticulas metalicas (Au, Pt) ou
oxidos metélicos (TiO2, ZnO), melhora sua capacidade de deteccdo. Essas
combinacBes aumentam a area de superficie ativa e promovem uma intera¢cao mais
eficiente entre a superficie do eletrodo e as moléculas-alvo (Nguyen et al., 2023).

No que tange as suas aplicagdes, o0 PPy é amplamente utilizado como material
base para a fabricacdo de biossensores devido a sua capacidade de suportar a
imobilizacdo de biomoléculas, como DNA, proteinas ou enzimas. Estudos recentes
demonstraram a eficacia de biossensores baseados em PPy para detectar
biomarcadores de cancer, como o antigeno prostatico especifico (PSA), com alta
sensibilidade e seletividade (Sarkar et al., 2022).

A funcionalizacéo do PPy com sondas de DNA de fita simples (SSDNA) permite
a deteccao especifica de sequéncias de DNA complementares por meio do processo

de hibridizacdo molecular. Essainteracéo € transduzidacomo uma variagdo nossinais
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eletroquimicos, como corrente, potencial ou impedancia, que podem ser quantificados

de maneira precisa (Chahma; Carrutheres, 2021).

2.3.2 Oxido de Titanio (TiO2)

O dioxido de titanio (TiO2) € um material semicondutor amplamente estudado
devido a sua alta estabilidade quimica, excelente resisténcia térmica e notaveis
propriedades fotocataliticas. Estruturalmente, o TiO2 pode existir em diferentes fases
cristalinas, como anatase, rutilo e brookita, sendo a anatase a mais frequentemente
empregada em aplicagcbes tecnoldgicas por suas superiores propriedades
fotocataliticas e maior area superficial. Sua estrutura eletrdnica permite a geracao de
cargas opostas quando irradiado com luz de comprimento de onda adequado,
conferindo-lhe alta reatividade em processos de oxidacéo e reducédo. Além disso, o
TiO2 possui uma superficie rica em grupos hidroxila, 0 que facilita a imobilizagéo de
biomoléculas e a funcionalizacdo quimica, tornando-o ideal para aplicacbes em
biossensores e outros dispositivos biomédicos. No contexto de sensores
eletroquimicos, o TiO2 desempenha um papel essencial como suporte catalitico
devido a sua biocompatibilidade, estabilidade em diferentes condi¢cbes quimicas e
capacidade de promover a transferéncia de elétrons em interfaces solido-liquido. No
entanto, sua condutividade elétrica relativamente baixa limita a eficiéncia de seus
dispositivos eletroquimicos, o que motivou a pesquisa por materiais hibridos que
combinem suas propriedades com outras caracteristicas complementares (ljaz; Zafar,
2021).

2.3.3 Nanoesferas de Platina (PtNs)

As nanoesferas de platina (PtNs) sdo nanomateriais metalicos altamente
valorizados por sua excepcional atividade catalitica e condutividade elétrica. A platina
é reconhecida como um dos melhores catalisadores devido a sua alta densidade de
estados eletrénicos proximos ao nivel de Fermi, o que facilita a adsorcdo e ativacdo
de moléculas, tornando-a eficaz em reacbes de oxidacdo e reducdo. Em escala
nanométrica, as PtNs oferecem uma relacdo superficie-volume extremamente
favoravel, o que aumenta significativamente o namero de sitios cataliticos disponiveis
e melhora a eficiéncia catalitica. A morfologia esférica das PtNs é particularmente

vantajosa, pois maximiza a exposicao de seus atomos superficiais, enquanto sua alta
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condutividade elétrica promove uma rapida transferéncia de carga. Além disso, as
PtNs sdo frequentemente sintetizadas com controle rigoroso de tamanho e dispersao,
utilizando métodos como reducéo quimica, eletrodeposicéo e sintese coloidal. Essa
precisdo na fabricacdo é essencial para assegurar um desempenho uniforme em
dispositivos hibridos. Contudo, o alto custo e a tendéncia a aglomeracdo das
nanoparticulas sdo desafios que podem ser mitigados ao combin&-las com outros

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

2.3.4 Nanocompésito hibrido de nanoparticulas de Oxido de titdnio e

nanoesferas de platina

O desenvolvimento de nanocompdésitos hibridos TiO, @PtNs (figura 5) une as
propriedades Unicas de ambos os materiais, criando plataformas altamente eficientes
para aplicacdes em biossensores eletroquimicos. A incorporacao das PtNs na matriz
de TiO2 melhora sua condutividade elétrica e densidade de sitios cataliticos. Além
disso, ainteracdo entre o TiOz2 e as PtNs pode gerar vacancias de oxigénio nainterface
dos materiais, promovendo a adsorcdo e oxidacdo de moléculas biolégicas, como
proteinas e acidos nucleicos (Bertel; Miranda; Garcia-Martin, 2021).

Nos biossensores eletroquimicos, o TIO2@PtNs serve como uma plataforma
transdutiva robusta e sensivel. Sua capacidade de amplificar sinais eletroquimicos é
especialmente atil na deteccdo de biomoléculas. Por exemplo, na hibridizacéo de
DNA, alteracdes nas propriedades redox do sistema podem ser monitoradas utilizando
técnicas como voltametria ciclica e espectroscopia de impedancia eletroquimica.
Esses sensores hibridos tém demonstrado limites de detec¢gdo extremamente baixos,
variando de femtomolar a attomolar, destacando-se como ferramentas precisas para

diagnosticos clinicos avancados (Jeong et al., 2021).

Figura 5 - Representacao do nanocompadsito hibrido de TiIO2@Pt.

Fonte: O autor (2024).
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2.4 Técnicas eletroanaliticas

As técnicas eletroanaliticas permitem a investigacéo detalhada dos processos
de transferéncia de carga, interacbes moleculares e alteracbes na interface
eletrodo/solucédo. As metodologias mais empregadas incluem voltametria ciclica e
espectroscopia de impedancia eletroquimica.

2.4.1 Voltametria ciclica

A VC é amplamente reconhecida como umatécnica essencial para explorar os
processos eletroquimicos na interface eletrodo/solucéo. Sua principal contribuicéo
reside na habilidade de fornecer dados detalhados sobre as propriedades redox de
materiais, a cinética de transferéncia de carga e a reversibilidade das reacdes
eletroquimicas. Na area de biossensores, a VC desempenha um papel crucial em
diversas etapas, desde a fabricacdo de plataformas até a andlise de interacdes
biomoleculares. E frequentemente utilizada para técnicas de eletropolimerizacéo e
eletrodeposicéo, fundamentais para a criacdo de superficies sensiveis, bem como
para a caracterizacdo de modificacdes moleculares na interface eletrodo/biomolécula
(Avelino et al., 2022).

A VC baseia-se na variagao controlada do potencial aplicado ao eletrodo de
trabalho (figura 6), enquanto a corrente gerada por reacdes redox das espécies
eletroativas préximas ao eletrodo é registrada. Essas rea¢cfes sdo representadas de

forma geral pela Equacéao 1.

O+ne” &R
Equacéo 1

Na equacéo, O representa a espécie oxidada, R a reduzida e ne” o numero de
elétrons transferidos durante o processo de oxirreducéo (Avelino et al., 2022).

Os experimentos de VC sao realizados em uma célula eletroquimica contendo
trés eletrodos: eletrodo de trabalho, eletrodo de referéncia e eletrodo auxiliar (figura
6). O potencial & aplicado entre o eletrodo de trabalho e o de referéncia, enquanto a
corrente € medida entre o eletrodo de trabalho e o auxiliar. Essa configuragao permite
um controle preciso do sistema eletroquimico e minimiza interferéncias. A variavel

ajustada € o potencial (E), enquanto a variavel medida corresponde a corrente
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resultante (i). Finalmente, os resultados da voltametria ciclica (VC) séo apresentados

graficamente em voltamogramas ciclicos, que representam a relacdo entre corrente e
potencial.

Figura 6 - llustragcdo esquematica de uma célula eletroquimica de compartimento Unico contendo trés

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

Eletrodo de Contra

referéncia Eletrodo de  eletrodo
trabalho

Fonte: O autor (2024).

O diferencialdaVC em relacdo a outras técnicas de varredura voltamétrica esta
no perfil tiangular (figura 7) de potencial aplicado ao longo do tempo. Esse padrao
permite o estudo de ciclos repetidos de oxidag&o e redugao, gerando voltamogramas

ciclicos que refletem o comportamento redox das espécies em solucéo e na interface
eletrodo/solucao (Avelino et al., 2022).

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

de VC (a) e o voltamograma ciclico resultante (b).
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Fonte: O autor (2024).
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O potencial inicial aplicado ndo induz reac¢des de oxirreducédo, mas, a medida
que aumenta na dire¢do positiva, ocorre a oxidacdo das espécies redutiveis, gerando
um pico de corrente anddica (ipa). Esse pico € proporcional a concentracao do analito
na interface. Apés a saturacdo do processo de oxidagao, o potencial é revertido em
direcdo a valores negativos, favorecendo a reducdo das espécies previamente
oxidadas, o que resultaem um pico de corrente catddica (ipc). O equilibrio entre essas

reacdes permite uma analise detalhada dos sistemas redox (Oliveira et al., 2023).

A voltametria ciclica é amplamente empregada no desenvolvimento de
biossensores eletroquimicos devido a sua capacidade de monitorar modificacdes na
superficie do eletrodo e os processos de biorreconhecimento. Como exemplo, um
biossensor eletroquimico para diagnéstico de leucemia foi desenvolvido com um
nanocompasito hibrido composto por quitosana e nanoparticulas de 6xido 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 Espectroscopiade impedéancia eletroquimica

A técnica de espectroscopia de impedéancia eletroquimica € amplamente
reconhecida por sua aplicabilidade no exame de superficies modificadas e no
acompanhamento de processos interfaciais. Este método permite a obtencdo de
dados essenciais sobre as propriedades fisico-quimicas de diversos sistemas, como
reacbes eletroquimicas, semicondutores, biossensores, e processos mecanicos
(Chupradit etal., 2022).

O principio da EIE baseia-se na aplicacdo de um estimulo elétrico em um
sistema composto por eletrodos imersos em uma célula eletroquimica, seguido da
analise daresposta gerada. O estimulo € geralmente uma pequena variagéo senoidal
de potencial, que perturba minimamente o sistema, permitindo o estudo de processos
proximos ao equilibrio. Sobre este potencial continuo, aplica-se uma série de
frequéncias alternadas, induzindo uma corrente senoidal no sistema. Com base na
relacdo entre o potencial e a corrente gerada, € possivel calcular a impedancia do
sistema (Avelino et al., 2022).

A impedancia elétrica combina trés elementos principais: resisténcia,

capacitancia e indutancia. A resisténcia reflete a perda de energia por calor, enquanto
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a capacitancia estd associada ao armazenamento de energia eletrostatica. Ja a

indutancia decorre do acimulo de energia em campos magnéticos.
_ V@
G)
Equacéo 2
A impedanciatotal (Z) € expressa em termos de valores complexos, compostos
por uma parte real (Z') e uma parte imaginaria (-Z"), ligadas a resisténcia e a

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

abaixo, estas variaveis se relacionam da seguinte forma:

7' =R+ Rer
5 14 w?C3R%;
Equacédo 3
_7 = wCqREr
1+ w?CRE
Equacéo 4

BN

Rs representa a resisténcia da solucdo, Rct refere-se a resisténcia a
transferéncia de carga, w indica a frequéncia angular, e Cdl corresponde a
capacitancia da dupla camada elétrica (Oliveira et al., 2023).

A analise grafica mais comum dos dados de EIE é realizada através do
diagrama de Nyquist, também chamado de semicirculo de Cole-Cole, onde a
componente real da impedéancia é tracada contra sua componente imaginaria (figura
8). Nesse diagrama, cada ponto simboliza a impedancia total do sistema em uma
frequéncia especifica. Em altas frequéncias, forma-se um semicirculo que reflete os
processos limitantes de transferéncia de carga, como Rs e Rct. Em frequéncias mais
baixas, uma linhareta aparece, associada ao processo difusional na dupla camada
elétrica. O diagrama de Nyquist é amplamente usado em estudos de eletroquimica
por sua capacidade de oferecer informacdes detalhadas sobre a cinética de
transferéncia de elétrons e por sua facilidade de interpretacéo visual. Nos processos

de transferéncia de elétrons extremamente rapidos, o espectro de impedancia exibe



40

apenas a parte linear. Ja nos processos muito lentos, destaca-se uma grande regido
semicircular, onde o diametro do semicirculo equivale a resisténcia a transferéncia de

elétrons (Avelino et al., 2022).

Figura 8 - Representacdo do diagrama de Nyquist.

-+ A

Fonte: O autor (2024).

Nos estudos de espectroscopia de impedancia, informacdes adicionais podem
ser extraidas usando circuitos equivalentes ou modelos mateméaticos. Devido a
semelhanca dos sistemas eletroquimicos com capacitores, resistores e indutores,
circuitos equivalentes sdo usados para simular dados experimentais e interpretar
espectros de impedéancia (Chupradit et al., 2022).

O circuito de Randles, amplamente utilizado em estudos de biossensores,
permite analisar elementos relacionados aos processos fisico-quimicos na dupla
camada elétrica. Ele € composto por: Rs, representando a resisténcia da solucédo
eletrolitica ao transporte de ions; Rct, associada a modificagcdo do eletrodo e a
passagem de elétrons; Zw, a impedancia de Warburg, que reflete a resisténcia ao
transporte de massa das espécies eletroativas; e Cdl, a capacitancia da dupla camada
elétrica, oriunda da distribuicdo de cargas nainterface eletrodo/solucéo (Chupradit et
al., 2022).

A interface eletrodo/solucdo comporta-se como um capacitor de placas
paralelas devido a distribuicdo de ions na dupla camada elétrica. Sob potencial
aplicado, o eletrodo de trabalho adquire carga positiva ou negativa, formando uma
camada compacta de ions opostos fortemente adsorvidos (camada de Helmholtz)

proxima a superficie. Em regides mais afastadas, os ions semiligados se distribuem
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de maneira difusa (camada de Gouy-Chapman). Os ions livres na solucdo séo

responsaveis pela condutividade iénica (figura 9) (Chupradit et al., 2022).

Figura 9 - Distribui¢cdo de ions na interface eletrodo/solugéo.
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Fonte: O autor (2024).

A EIE destaca-se por sua alta sensibilidade entre os métodos eletroquimicos.
Originalmente desenvolvida na engenharia elétrica, atualmente € aplicada em
diversas éareas, como analises clinicas, ciéncia dos materiais e tecnologia
farmacéutica. Ela possibilita monitorar propriedades fisico-quimicas, como
capacitancia e resisténcia a transferéncia de elétrons, fornecendo insights sobre
eventos moleculares na dupla camada elétrica. Além disso, permite caracterizar
biossensores e entender fendmenos interfaciais, como processos de biodeteccdo em
eletrodos modificados (Chupradit et al., 2022).

Um biossensor eletroquimico baseado em EIE foi desenvolvido para detectar o
gene de fusdo BCR/ABL. Esse biossensor foi construido com um nanocompdsito
hibrido composto por quitosana e nanoparticulas de éxido de zinco imobilizado sobre
um filme de PPy. Segmentos de DNA foram imobilizados de forma covalente,
permitindo o reconhecimento biomolecular. O desempenho analitico do biossensorfoi
investigado utilizando plasmideos recombinantes contendo o oncogene-alvo e

amostras clinicas de pacientes com leucemia mieloide crénica (LMC). O dispositivo
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apresentou um limite de deteccao de 1,34 fM, limite de quantificacdode 4,08 fM e uma
sensibilidade de 34,03 pA fM~tcm?2 para o oncogene BCR/ABL. O sistema de deteccao
demonstrou alta especificidade, seletividade e reprodutibilidade, com um desvio
padrao de 4,21%. Além disso, foi observada uma resposta linear no intervalo de
138,80 aM a 13,88 pM, com um coeficiente de regresséo de 0,96 (Avelinoet al., 2022).

2.5 Microscopia de forga atdmica

Desenvolvida por Binning, Quate e Gerber em 1986, a Microscopia de Forca
Atbmica (AFM) revolucionou o campo da caracterizacdo de superficies em nivel
atdmico. A técnica € amplamente utilizada para analisar uma ampla variedade de
amostras, incluindo biomoléculas, nanoestruturas, polimeros, filmes organicos,
ceramicas e materiais semicondutores, entre outros. Sua popularidade deve-se as
vantagensem relacdo a outras técnicas, como alta resolucéotridimensional,auséncia
de necessidade de recobrimentos condutores e a possibilidade de anélises em
liguidos, além da medicéo direta de propriedades como rugosidade e espessura de
filmes ultrafinos. Isso torna a AFM uma ferramenta indispensavel em areas como
ciénciados materiais, nanobiotecnologiae biologia celular (Joshi;Homburg; Ehrmann,
2022).

Um microscopio de forca atdmica (figura 10) € composto por elementos
fundamentais: um cantilever com uma ponta (sonda), um laser que incide sobre a
parte traseira do cantilever, um fotodiodo para detectar alteragdes no feixe refletido e
um scanner piezoelétrico para posicionar a amostra em trés dimensdes com alta
precisdo (figura 10). O funcionamento baseia-se na interacdo entre os atomos da
sondae da superficie analisada. Ao escanear a amostra, o cantileverse deflete devido
as forcas interatbmicas, desviando o laser incidente. As alteracdes séo registradas
por um fotodiodo, gerando uma topografia digital da superficie (Viljoen et al., 2021).

Quando a sonda se aproxima da superficie, forcas atrativas, como Van der
Waals e interacdes eletrostaticas, predominam. A medida que a distancia diminui,
forcas repulsivas comecam a agir devido a sobreposicao dos orbitais eletrénicos,
atingindo equilibrio a uma distancia caracteristica de alguns angstroms. Este
comportamento € representado por curvas de energia potencial, que mostram
deflexBes positivas ou negativas do cantilever em resposta as forcas de interacdo
(Viljoen etal., 2021).
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Figura 10 - Esquema ilustrativo do mecanismo de funcionamento de um microscopio de forga

atbmica.
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Fonte: Adaptado de Wang et al. (2021).
A AFM opera em trés modos principais: contato, ndo contato e contato

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

analises (Joshi; Homburg; Ehrmann, 2022).
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Figura 11 - Efeito da distancia entre a sonda e a amostra sobre o regime de forcas do sistema.
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Fonte: O autor (2024).

1. Modo de contato: A ponta da sonda toca diretamente a amostra,
predominando for¢as repulsivas. Este modo é ideal para obter imagens
topogréficas de alta resolugéo, mas exige cuidado para evitar danos a amostra
(Joshi; Homburg; Ehrmann, 2022).

2. Modo de nédo contato: A sonda oscila a poucos nandmetros da superficie,
interagindo apenas com forcas atrativas. Esse modo € menos invasivo, ideal
para amostras delicadas (Viljoen etal., 2021).

3. Modo de contato intermitente: Também conhecido como tapping mode,
combina forgas atrativas e repulsivas ao tocar a amostra periodicamente. E
amplamente utilizado para caracterizacdo de materiais macios ou frageis
(Viljoen etal., 2021).
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Figura 12 - Modos de operagcdo de um microscépio de forca atdmica: modo de contato (a), modo de

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

a) b) c)

P

Fonte: Adaptada de WIKIMEDIA COMMONS, 2016.

A precisdo das anélises por AFM pode ser impactada por fatores como
umidade, impurezas na amostra e caracteristicas da sonda. Erros ou artefatos podem
surgir, ocultando detalhesimportantes da superficie. Assim, a experiénciado operador
€ essencial para minimizar tais problemas e obter micrografias confiaveis (Viljoen et
al., 2021).

A AFM tem desempenhado um papel crucial no desenvolvimento de
biossensores, permitindo a caracterizacdo de superficiesnanoestruturadase a analise
de processos biomoleculares. Por exemplo, Avelino et al. aplicaram a AFM para
monitorar a construcdo de um biossensor com PPy para deteccdo do oncogene
quimérico BRC/ABL presente na leucemia mieloide agu da, destacando o potencial da
técnicaem pesquisasavancadas. A versatilidade da AFM como ferramenta de analise
e caracterizacdo destaca sua importancia crescente em estudos interdisciplinares,
especialmente no campo da nanobiotecnologia e ciéncia dos materiais (Avelino et al.,
2022).

3 OBJETIVOS
3.1 Geral

e Desenvolverumbiossensoreletroquimico a base de polipirrol e nanocompasito

TiO2@Pt para deteccdo do oncogene quimérico TCF3-PBX1 na leucemia
linfoblastica aguda infantil.
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3.2 Especificos

Avaliar as propriedades interfaciais do composito TiO2@Pt adsorvido em
eletrodo de ouro através das técnicas de VC e EIE.

Avaliar as mudancas nas propriedades opticas do nanocompasito TiO, @Pt por
UV-Vis, identificando o deslocamento no espectro de absorcdo apds a
funcionalizagdo com APTES e MPTMS.

Analisar o processo de adsorcao eletrostatica da sonda de DNA sobre o
eletrodo de ouro modificado com TiO2@Pt.

Verificar a capacidade de reconhecimento bioespecifico e a sensibilidade do
biossensor TiO2@Pt-sonda apds sua interacdo com plasmideos contendo o
oncogene quimeérico TCF3-PBX1 em concentracbes variaveis (controle
positivo).

Avaliar a seletividade do biossensor TiO2@Pt-sonda frente a plasmideos
contendo segmentos de DNA ndo complementares (controle negativo).
Determinar o limite de deteccdo do biossensor TiO2@Pt-sonda e realizar
ensaios de biodeteccdo em amostras clinicas de pacientes com leucemia
(amostras de cDNA).

Realizar andlise topografica da camada TiO2@Pt-sonda e avaliar as
caracteristicas morfolégicas de sua superficie apds o processo de biodeteccao
por meio de AFM.

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Reagentes

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

EUA): pirrol (98%), nanoesferasde platinafuncionalizadas com citrato (PtNs, diametro

aproximado de 30 nm), nanoparticulas de diéxido de titanio (TiO2, <100 nm), 3-

aminopropiltrietoxissilano (APTES, 298%), 3-mercaptopropiltrimetoxissilano (MPTMS,

95%), etanol (299,5%), aménia, acido cloridrico (HCI) (37%), acido acético glacial
(C2H402) (299,7%), glutaraldeido (25%), albumina de soro bovino (BSA) (=98%),
ferricianeto de potassio (K3[Fe(CN)s]) (299,0%), ferrocianeto de potassio (K4[Fe(CN)s])

(98,5-102,0%), fosfato de s6dio monobasico e dibasico (299,0%) e pasta de alumina
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de 0,05 um (a-Al203). O Trizol foiadquiridoda Invitrogen Co. Ltd. (Carlsbad, CA, EUA).
Solucgdes de grau analitico foram preparadas utilizando dgua ultrapura de um sistema
de purificacdo Milli-Q Plus (Billerica, EUA).

4.2 Sondas oligonucleotidicas e amostras clinicas

Os resultados analiticos do biossensor foram validados por meio de
comparacdo com o metodo diagndstico de referéncia, que inclui a PCR e a
eletroforese em gel de agarose contendo brometo de etidio. Para tanto, infere-se que
espécimes clinicos, representadas por amostras de cDNA, e amostras plasmidicas
foram empregadas. Destaca-se que as sequéncias quiméricas de DNA foram
devidamente clonadas no vetor pTA, possibilitando a obtencdo de plasmideos
recombinantes.

No tocante & obtencdo das amostras bioldgicas, pacientes diagnosticados com
leucemia foram submetidos a aspiracdo de osso iliaco, sendo as amostras clinicas
coletadas mediante consentimento informado, disponibilizadas pelo biobanco do
Servico de Oncologia Pediatrica do Instituto de Medicina Integral Prof. Fernando
Figueira (IMIP, Recife, PE, Brasil). A analise genética foi conduzida em amostras de
medula 6ssea, apos a extracdo total de RNA de 5 x 106 células, utilizando o reagente
Trizol. Posteriormente, realizou-se a transcricdo reversa para a sintese de cDNA,
utilizando-se um oligonucleotideo iniciador. As sequéncias de oligonucleotideos
correspondentes a primers e sondas empregadas nos ensaios de biologia molecular
estdo detalhadas na Tabela 2. O presente estudo obteve aprovacdo do Comité de
Etica em Pesquisa do Instituto Aggeu Magalh&es (FIOCRUZ Pernambuco), conforme
o Certificado de Apresentacido para Apreciacdo FEtica (CAAE) n°
13296913.3.0000.5190.
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Tabela 2 - Sequéncias de oligonucleotideos de primers e sondas utilizadas nos ensaios de biologia

molecular.

Sequéncias de oligonucleotideos

Plasmideo

5’ CACAGCCGGCGACATGCACACGCTGCTGCCTGGCCACGGGGCGLCTGG
CCTCAGGTTTCACCGGCCCCATGTCACTGGGCGGGCGGCACGCAGGCCT
GGTTGGAGGCAGCCACCCCGAGGACGGCCTCGCAGGCAGCACCAGCCT
CATGCACAACCACGCGGCCCTCCCCAGCCAGCCAGGCACCCTCCCTGAC
CTGTCTCGGCCTCCCGACTCCTACAGTG|TTTTGAGTATCCGAGGAGCCC
AGGAGGAAGAACCCACAGACCCCCAGCTGATGCGGCTGGACAACATGCT
GTTAGCGGAAGGCGTGGCGGGGCCTGAGAAGGGCGGAGGGTCGGLGG
CAGCGGCGGCAGCGGCGGCGGCTTCTGGAGGGGCAGGTTCAZ

Primers de
PCR

convencional

E2A2 5'CACAGCCGGCGACATGCACAC3
PBX1-2 5'TGAACCTGCCCCTCCAGAAGC3
Primers de

gPCR

ENF101 5'CCAGCCTCATGCACAACCAZ

ENP141 5'CCCTCCCTGACCTGTCTCGGCC3'
ENR161 5'GGGCTCCTCGGATACTCAAAAZ
Sonda H2N-5'CCCTCCCTGACCTGTCTCGGCC3

sensora

4.3 Sintese do nanocompadsito de TiO2@Pt

Para dispersar 100 mg de TiOz, foram utilizados 40 mL de etanol. Em seguida,
foram adicionados a suspensao 200 uL de APTES e 200 pL de MPTMS, juntamente
com 2 mL de agua e 2 mL de amdnia, adicionados gradualmente. Apés agitacao

continua por 10 horas, as nanoparticulas de TiO2 foram funcionalizadas com grupos

tiol e amino terminais. As particulas funcionalizadas foram coletadas por centrifugacéo

extensiva e lavagem, e finalmente dispersas em 10 mL de 4gua. 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 a temperatura ambiente.

O nanocomposito hibrido TiO2@Pt foi obtido por centrifugacédo da mistura, que foi
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dissolvida em 5 mL de agua para formar uma suspensao cinza e estavel (Wu et al.,
2015).

4.4 Concepgao da plataforma biossensora

Inicialmente, o eletrodo de ouro foi polido com uma suspensao de alumina
(Al203) com tamanho de particula de 0,05 ym. Em seguida, foi lavado com agua
ultrapura, submetido a agitacdo ultrassénica por 10 minutos para eliminar particulas
residuais e seco ao ar. A primeira etapa da plataforma de deteccdo envolveu a
polimerizagéo eletroquimica de PPy usando 20 mL de uma solu¢édo de HCI 0,5 M
contendo 30 mM de mondmero 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 conjugac¢édo quimica do nanocompadsito hibrido
TiO2@Pt no filme polimérico. Inicialmente, um agente de reticulacéo, glutaraldeido
(volume = 2 pL), foi utilizado para ligar os grupos amino do PPy e os grupos amino do
nanocompasito TIO2@Pt por meio da formacéo de bases de Schiff. Em seguida, foi
adicionada uma soluc¢ao coloidal de 2 pL por 25 minutos para obter uma camada

nanoestruturada auto-organizada.

Aterceira etapa consiste nabiofuncionalizagao daplataforma de interface PPy-
TiO2@Pt com sondas de DNA funcionalizadas com grupo amino terminal para
identificar o oncogene quimérico TCF3-PBX1. A imobilizacdo das sequéncias de
oligonucleotideos foi realizada adicionando 2 pyL de glutaraldeido a 0,5% com um
tempo de incubacédo de 10 minutos. Subsequentemente, foi aplicada uma soluc¢ao de
DNA de 2 yL com uma concentragcédo de 25 pmol/uL para imobilizagao biomolecular
por 20 minutos.

Finalmente, a quarta etapa envolve o bloqueio dos sitios ndo especificos da
camada do sensor com proteina BSA. Nesse passo, foram incorporados 2 uL de uma
solucdo de BSA a 1% com pH de 7,4 na superficie 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 deteccdo do oncogene quimérico TCF3-PBX1.
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Fonte: O autor (2024).

4.5 Estudos de deteccao genética

A sensibilidade e a especificidade do biossensor eletroquimico foram avaliadas
por meio de estudos de hibridizacdo com plasmideos recombinantes contendo o
oncogene quimérico TCF3-PBX1 em varias concentracdes, variando de 3,58 aM a
357,67 fM. Além disso, amostra clinica (amostra de cDNA) obtida de pacientes com
leucemia linfoblastica aguda positiva para a translocacgéo t(1;19) foi utilizada para
triagem genética. O biossensorfoi exposto a 2 uL da amostra por 15 minutos para o
processo de biorreconhecimento. Para desnaturaro material genético antesdo ensaio
de biorreconhecimento, foi utilizada uma temperatura de 94°C. DiluicGes de todas as

amostras biolégicasforam realizadas utilizando solucéo salinatamponada com fosfato
(PBS, 10 mM, pH 7,4) e armazenadas congeladas.

4.6 Medicdes eletroquimicas

As medicdes eletroanaliticas foram realizadas utilizandoum Autolab PGSTAT
128 N em modo potenciostatico (Metrohm Autolab Inc., Paises Baixos), controlado

pelo software NOVA 1.11. Foi empregada uma configuracdo de trés eletrodos com
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uma célula eletroquimica, e os eletrodos foram imersos em um eletrélito de suporte
de PBS (10 mM, pH 7,4) contendo 10 mM Ka[Fe(CN)s])/K3[Fe(CN)s] (1:1, viv). O
eletrodo de trabalho foi um eletrodo de ouro nanobiomodificado (¢ = 2 mm), enquanto
eletrodos de referéncia e contra foram Ag/AgCl saturado com 3 M KCl e fio de platina,

respectivamente.

Voltamogramas ciclicos foram obtidos aplicando potenciais entre -0,2 e +0,7 V
com umataxa de varredura de 50 mV/s para caracterizar as propriedades interfaciais.
Diagramas de Cole-Cole foram registrados em uma faixa de frequéncia de 100 mHz
a 100 kHz com um potencialde 10 mV e umtempo de integracao de 0,125 s. A analise
eletroquimica foi realizada pelo menos trés vezes de forma independente a
temperatura ambiente dentro de uma caixa de Faraday.

4.7 Anélises de AFM e UV-Vis

O microscépio de forca atbmica (SPM-9500; Shimadzu Corporation, Téquio,
Japao) foi utilizado para a caracterizagdo morfolégica da constru¢éo do biossensore
suas interacbes com o oncogene TCF3-PBX1. O modo de contato néo foi empregado,
utilizando-se cantiléveres de AFM com uma sonda de silicio revestida de aluminio
(Nanoworld, Japéo; frequéncia ressonante = 300 kHz; constante de forca =42 N/m) a
temperatura ambiente. As micrografias topograficas (512 pontos por linha) foram
coletadas em uma area de varredura de 5 x 5 um. As imagens 3D resultantes foram
processadas e analisadas utilizando o software Gwyddion. Os espectros de
absorbancia foram coletados na faixa de 200 a 700 nm utilizando um
espectrofotdmetro UV-Vis (KASHI, modelo K37-UVVIS).
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5 RESULTADOS

5.1 Analise topogréfica

A técnica de AFM foi utilizada para monitorar as caracteristicas da superficie
do biossensor e investigar interagdes biomoleculares na presenga do oncogene
quimérico TCF3-PBX1 em amostras bioldgicas (figura 14).

Figura 14 - Andlise da evolugédo topogréafica do biossensor PPy-TiO2@Pt durante a funcionalizagéo e

deteccdo do oncogene TCF3-PBX1, com base em parametros de rugosidade e altura maxima das

superficies.
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Fonte: O autor (2024).

Durante as andlises microscopicas, foram considerados parametros
fundamentais, como a rugosidade média (Ra), a rugosidade quadratica média (Rq) e
a altura méxima das irregularidades da superficie. A sintese potentiodindmica do PPy
resultou na formacéo de uma matriz polimérica com morfologianodular, 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
permeacao do eletrélito e condutividade elétrica (Zhu et al., 2020). O desenvolvimento
dessas estruturas depende de fatores como os estados de oxidacdo-reducdo do
polimero, concentracao de pirrol, propriedades dos ions dopantes, espessura do filme
polimérico e os parametros especificos de eletrossintese aplicados (Zhu et al., 2020).
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ApOs a conjugacao quimica do nanocompasito hibrido, foi projetado um filme
de PPy-TiO2@Pt, apresentando estruturas esféricas proeminentes com altura maxima
de até 210nm (Ra =21,42 nm; Rq = 28,83 nm) (figura14b), indicando abem-sucedida
estruturacdo do nanomaterial. O aumento significativo na rugosidade e
heterogeneidade da superficie, aliado a um acréscimo notavel na altura maxima para
340 nm (Ra = 58,91 nm; Rq = 75,65 nm) apds a imobilizacdo covalente das sondas
de DNA, evidencia a eficacia do processo de funcionalizacado. Isso resulta em uma
alteracdo substancial na topografia do filme, sugerindo uma integracéo robusta das
sequéncias de oligonucleotideos no transdutor nanoestruturado, conforme ilustrado
na figura 14c. A modificac@o do eletrodo, por meio da adicdo de moléculas de BSA
para bloquearlocais néo funcionais do biossensor, foi evidenciada pela presenca de
picos e vales bem distribuidos e discerniveis, alcancando até 430 nm (Ra =72,99 nm;
Rqg = 87,80 nm) (figura 14d).

A exposicdo do biossensor PPy-TiO2@Pt-Probe-BSA ao oncogene TCF3-
PBX1resultou emumaumento significativo de aproximadamente 80 nmnas medigdes
de rugosidade da superficie apos a biodeteccdo na amostra de plasmideo e 200 nm
na amostra clinica de cDNA, atingindo alturas maximas respectivas de 510 nm (Ra =
87,30 nm; Rqg=122,40 nm) e 630 nm (Ra = 121,50 nm; Rq = 168,30 nm) (figura 14e
e 14f). Notadamente, o ensaio de seletividade com sequéncias genéticas néo
complementares revelou uma morfologia ndo granular com picos maximos de 390 nm
(Ra=77,13 nm;Rq=83,40 nm) (figural4g). Esses resultadosindicama sensibilidade
e seletividade do biossensor na deteccdo do disturbio gendmico, destacando seu

potencial para aplica¢des clinicas no diagnostico oncolégico.
5.2 Caracterizacao Espectral por UV-Vis

A andlise espectroscopica UV-Vis das nanoparticulas de TiO2 revelou a
presenca de ressonancias plasménicas de superficie, conforme ilustradona figura 15.
O espectro de absorcdo das nanoparticulas de TiO2 apresentou uma borda de
absorcao distinta em torno de 400 nm, atribuida as caracteristicas de absor¢cdo do
material relacionadas ao seu band gap. Notavelmente, as amostras de platina néo
exibiram propriedades significativas de absorcéo na regido do visivel.

ApoOs a modificacdo superficial das nanoparticulas de TiO2 com APTES e
MPTMS, seguida pela conjugacdo com nanoesferas de Pt, 0 nanocompaésito hibrido

TiO2@Pt resultante demonstrou um deslocamento perceptivel no comprimento de
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onda de absorcao. Esses resultados indicam a bem-sucedida preparacdo do material

nanostruturado, evidenciada pelas alteracbes em suas propriedades de absorcéo.

Figura 15 - Espectro UV-Vis comparativo de nanoparticulas de TiO,, nanoesferas de Pt e o

nanocompaosito hibrido TiO,@Pt.
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Fonte: O autor (2024).

5.3 Perfil eletroquimico da plataforma biossensora

A andlise dos aspectos fisico-quimicos das etapas de preparacdo do
biossensor de DNA ¢é apresentada na figura 16.

Figura 16 — Andlise eletroquimica do biossensor PPy-TiO2@Pt nas etapas de funcionalizacao:
voltametria ciclica (a) e espectroscopia de impedancia eletroquimica (b).
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Voltamogramas ciclicos em formato triangular fornecem informacdes sobre a

corrente () em funcéo do potencial (E) (figura 16a). A interpretacdo desses graficos

permite avaliar parametros importantes, como corrente de pico catddico (Ipc), potencial

de pico catddico (Epc), corrente de pico anddico (Ipa) e potencial de pico anddico (Epa)

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

modificacao superficial,taxa de transferénciade carga, interacdes entre bioreceptores

e analitos, reversibilidade de processos eletroquimicos e potenciais de oxidacao-

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

Tabela 3 - Correntes depico anddicae catddicaobtidas durante as etapas de construgéo do biossensor

de DNA ap0s exposicao as amostras analiticas. Trés analises consecutivas foramrealizadas para cada

procedimento metodoldgico, e os valores experimentais sédo apresentados como média + desvio padrédo

Concentrag Corrente de pico Corrente de
Eletrodo modificado do da ] pico anddica Al (%)
catdédica (LA)
amostra (LA)
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 (plasmideo 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 1ag/uL -19.96 +0.83 35.24 £ 0.08 33.08 +£0.28
t(1;19)
Biossensor-Clinical Amostra 10 ag/uL -16.10 +0.99 26.06 + 1.63 80.47 £ 11.64
t(1;19)
Biossensor-Clinical Amostra 100 ag/pL -13.86 +0.61 23.26 £ 1.29 102.10 +11.40
t(1;19)
Biossensor-Clinical Amostra 1fg/pL -12.79 £ 0.44 22,32 £1.21 110.56 +11.65
t(1;19)
Biossensor-Clinical Amostra 10 fg/uL -12.71 £0.58 21.67 £ 1.68 117.29 £ 17.35

t(1;19)
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Biossensor-Clinical Amostra 100 fg/pL -12.49 +0.39 20.93 £ 1.55 124,91 + 17.08
t(1;19)

Adicionalmente, as respostas de impedancia foram analisadas por meio de
ajustes a uma simulacao tedrica dos dados experimentais, utilizando o circuito
equivalente de Randles (insercdo da figura 16b). Os componentes do circuito
incluiram a resisténcia 6hmica da solucédo (Rs), a impedancia de Warburg (ZW),
relacionada ao transporte de massa da sondaredox da solucao para a dupla camada
elétrica, um elemento de fase constante (CPE), que reflete caracteristicas nao ideais
da interface elétrica devido a heterogeneidades de superficie, e a resisténcia de
transferéncia de carga (RcrT), influenciada pelas mudancas na concentracdo dos
analitos-alvo. Os valores desses componentes, obtidos a partir do ajuste de

impedancia, estdo apresentados na tabela 4.

Tabela 4 — Valores dos elementos do circuito equivalente obtidos por meio do ajuste dos resultados de
impedancia para cada etapa da montagem do biodispositivo. Trés analises consecutivas foram
realizadas para cada procedimento metodoldgico, e os valores experimentais sdo apresentados como

média + desvio padrédo.

Concentra-
Eletrodo modificado cdo da Rct (kQ) ARcT (%) © (%)
amostra
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 (Plasmideo recombinante)
Biossensor - 4.21 +£0.01 - -
Biossensor-Oncogene t(1;19) 3.58 aM 456 £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 4229 £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 1ag/uL 5.05 £ 0.04 19.73 £0.96  16.48 £ 0.67
t(1;19)

Biossensor-Clinical amostra 10 ag/pL 6.07 £ 0.20 43.93 +4.80 30.47 £2.36
t(1;19)

Biossensor-Clinical amostra 100 ag/pL 6.45 + 0.03 53.10 £ 0.83  34.68 + 0.36
t(1;19)

Biossensor-Clinical amostra 1fg/uL 7.07 £0.07 67.73 £1.68 40.38 £ 0.60
t(1;19)

Biossensor-Clinical amostra 10 fg/uL 7.52 +0.08 78.33 £1.84 43.92 +0.58
t(1;19)

Biossensor-Clinical amostra 100 fg/uL 7.73 £0.03 83.51 £0.84 45,51 +0.25
t(1;19)

Ensaio de especificidade

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 100 fg/uL 4.21 £0.03 -0.12 £+ 0.63 -0.12 £ 0.63
t(4;11)

Biossensor-Clinical amostra 100 fg/pL 4.09 £ 0.08 -2.96 £ 1.94 -3.08 = 2.08
t(17;19)

Ensaio de interferéncia analitica

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-Acido ascorbico 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 ndo modificado exibiu picos anddicos e
catodicos simétricos e bem definidos, com valores de corrente de pico de lpa= 78,36
1+ 0,16 pA e lpc =-76,24 £ 0,33 A, respectivamente. O espectro de impedéancia (figura
16b) demonstrou uma resposta quase linear, caracterizada por uma baixa resisténcia
de transferéncia de carga (Rct = 0,45 + 0,004 kQ). Esses resultados indicam que as
reacdes de oxidacao e reducdo dos componentes eletroliticos no eletrodo de ouronéo
modificado foram limitadas por cinéticas de transporte por difusao (Polli et al., 2023).

A eletropolimerizagdo do mondmero de pirrol resultou em um aumento no sinal
voltamétrico. As correntes de oxidacéo (Ipa= 106,30 £ 1,11 pA) e reducgao (lpc =-97,25
+ 2,75 pA) aumentaram devido a transferéncia eletrbnica mediada pelo PPy. A
reducdo naresisténcia eletroquimica de 0,45 £ 0,004 kQ (no eletrodo de ouro) para -
38,25 £ 1,48 kQ (no eletrodo de ouro modificado com PPy) confirmou a presenga do
filme condutor na superficie metalica. Esses achados indicam que o polimero PPy
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melhora a eficiéncia de transferéncia de carga em dispositivos bioanaliticos,
promovendo estabilidade quimica, sensibilidade e seletividade (Kavitha et al., 2022).

ApOs a estruturacdo molecular do nanocompésito PPy-TiO2@Pt sobre a matriz
polimérica, observou-se umareducado na area voltamétrica (Ipa = 69,58 + 1,98 pA e lpc
= -64,45 + 0,60 yA) e uma diminuig¢ao na transferéncia de carga na dupla camada
elétrica (Rct = 2,28 £ 0,04 kQ). A incorporagéo do nanomaterial hibrido no polimero
PPy aumentou significativamente a area superficial, introduziu grupos amino (-NH2)
para imobilizacdo covalente de oligonucleotideos e estabeleceu um microambiente
biocompativel crucial para preservar a conformacao tridimensional das biomoléculas
imobilizadas (Yu etal., 2019).

Ap6s a imobilizacdo quimica das sondas de DNA no transdutor
nanoestruturado PPy-TiO2@Pt, observou-se uma resposta voltamétrica reduzida (Ipa
=48,75 £ 1,26 PA; lpc = -45,94 + 0,43) e um aumento na resisténcia interfacial (Rct =
4,19 + 0,07 kQ). Este fendmeno € atribuido a menor acessibilidade da sonda redox no
sistema sensorial, devido a repulséo eletrostatica entre os grupos fosfato das sondas
de DNA e as cargas negativas dos ions [Fe(CN)s]*/[Fe(CN)e]*. Isso leva a um
bloqueio parcial das reacdes de oxidacao-reducao proximas a superficie do eletrodo
biomodificado (Meng et al., 2024). Conforme esperado, a introducéo de moléculas de
BSA para bloquear locais de ligacdo inespecificos no biossensor resultou em uma
diminuicdo nas correntes voltamétricas (Ipa = 46,90 + 0,45 PA; lpc = -46,12 + 1,19) e
um aumento na impedancia eletroquimica (Rct = 4,21 + 0,01 kQ) (Manzano et al.,
2018).

5.4 Otimizag&o das variaveis experimentais
5.4.1 Eletrodeposicéao de filmes de polipirrol

A figura 17 apresenta os dados voltamétricos obtidos durante a polimerizagao
potentiodinamica do pirrol. Ao longo de 15 ciclos de polimerizagéo, as caracteristicas
eletroquimicas da superficie do eletrodo foram avaliadas, revelando uma reducéo na
corrente anddica apds o 5° ciclo de varredura. Essa observagéo esta de acordo com
investigacOes anteriores e € atribuida ao aumento da resisténcia da camada de
polimero condutor,a diminuicdo dacapacitanciada duplacamada elétrica e a reducao
dos mondmeros de pirrol consumidos durante a sintese (Avelino et al., 2021,

Mahmoudian etal., 2011). Consequentemente, para obter um revestimento polimérico
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reprodutivel com resposta de condutividade maxima e espessura controlada, cinco

ciclos de eletropolimerizagéao foram considerados ideais.

Figura 17 — Voltamogramas ciclicos da polimerizagéo eletroquimica do pirrol em 15 ciclos: formagé&o e
estabilizacédo do filme condutor de polipirrol (PPYy).
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Fonte: O autor (2024).

5.4.2 Estudo da conjugacédo quimica do nanocomposito TiO2@Pt

A investigacéo analisou a camada de nanocompasito hibrido TiO2@Pt auto-
organizada sobre o eletrodo de ouro previamente modificado com PPy, utilizando
diferentes tempos de adsorcdo (10, 15, 20, 25 e 30 minutos). Com o aumento do
tempo de adsor¢cdo, as curvas voltamétricas tornaram-se mais sigmoides, exibindo
uma diminuicdo nas correntes anodicas e catodicas (figura 18a).

Conforme mostrado na figura 18b, o diametro do espectro de impedancia
aumentou proporcionalmente ao tempo de adsorcao. Esses resultados sugerem que
a duracdo da incubacéo influencia a quantidade de nanomaterial depositada no
transdutor, resultando em uma mudanca correspondente no sinal de resisténcia.

No entanto, por meio da analise de Rct (inser¢cdo da figura 18b), foi
determinado que um periodo de incubacdo de 25 minutos leva a saturacdo do

eletrodo, com um bloqueio moderado das reacfes redox ocorrendo na dupla camada
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elétrica. Consequentemente, 0 tempo de 25 minutos demonstrou cinéticade adsorgcao

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

Figura 18 — Avaliagéo eletroquimica dos tempos de adsor¢cdo do nanocompdésito TiO,@Pt e de
imobilizacao de oligonucleotideos sobre a superficie do biossensor PPy -TiO,@Pt.
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Fonte: O autor (2024).

5.4.3 Estudo da conjugacédo quimica das sequéncias de oligonucleotideos

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

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

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

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

diminuicdo gradual nos picos redox e um aumento no valor de Rct (variando de 2,56

+ 0,11 kQ para 4,19 + 0,07 kQ). No entanto, intervalos de tempo mais longos néo

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

sondas de DNA imobilizadas.

5.5 Desempenho analitico da plataforma sensora

O desempenho analitico do biossensor foi avaliado utilizando diversas
concentracfes de plasmideos recombinantes contendo o oncogene quimérico TCF3-
PBX1, variando de 3,58 aM a 357,67 fM (figura 19).

Figura 19 — Avaliacdo do desempenho analitico do biossensor PPy-TiO,@Pt na deteccao do

oncogene quimérico TCF3-PBX1: respostas voltamétricas (a) e espectros de impedancia
eletroquimica com curva de calibracao (b).
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Fonte: O préprio autor (2024).

Observou-se uma reduc¢éo no sinal voltamétrico, marcada pela diminui¢ao das
alturas dos picos andédicos e catddicos, ao expor o sistema PPy-TiO2@Pt-Probe-BSA
a amostras de DNA sintético (figura 19a). A diminui¢cdo nos valores de corrente,
proporcional ao aumento da concentracdo de conjugados de DNA na interface do
transdutor, foi atribuida a formacdo de uma barreira biomolecular ao transporte
eletrdbnico. Esse fendmeno eletroquimico indica o reconhecimento bioquimico
caracterizado pela hibridizagéo de cadeias de DNA, levando ao aumento da repulséo
eletrostatica entre os ions [Fe(CN)6]3/4 e os grupos fosfato carregados negativamente

das moléculas do oncogene (Shamsipur et al., 2020).



62

Para compreender a sensibilidade do biossensor em relacdo a faixa de
concentragdes testada, foi utilizada a férmula mateméatica para o desvio relativo da

variagao da corrente anddica (Al):

I
AI(%) = bl—“x 100
b

Equacéo 5

Nesta equacdo, Ib e la representam a corrente de pico anddica antes e apos a
captura do oncogene, respectivamente. Notavelmente, com o0 aumento da
concentracdo de DNA sintético, os valores de Al demonstraram um aumento linear,
culminando em uma variacdo maxima de 58,27%, observada ap0s o ensaio de
biodeteccao realizado com uma amostra de plasmideo de 357,67 fM (tabela 3).

Os resultados do ensaio de sensibilidade, focados na analise do diagrama de
Cole-Cole (Z'/Q x Z"/Q), oferecem uma representagdo visual abrangente das
mudancas na impedancia elétrica do sistema em resposta as diferentes
concentragBesdo oncogene quimérico TCF3-PBX1 (figura19b). A anélise dosvalores
de Rct revelou uma correlagcdo progressiva com as concentracdes testadas,
evidenciando um aumento de Rct de 4,56 £ 0,11 kQ para 8,22 + 0,37 kQQ a medida
que as concentracbes de DNA sintético aumentavam (tabela 4). Este aumento
significativo dos valores de Rct ao longo do gradiente de concentracdo demonstra a
capacidade do biossensor de discernir e responder a variagdes nos niveis do analito.

Com base na sensibilidade dos valores de Rcr, esse parametro eletroquimico
foi utilizado para gerar o grafico de calibracdo analitica (insercédo da figura 19b). A
equacgao de ajuste linear, y = 4.31587 + 0.64008:-In(x), apresentou um elevado
coeficiente de determinacdo (R? de 0.99752. Nesta equacédo, os valores de y
representam RcT, e 0s valores de x correspondem a concentracdo (em attomoles, aM)
das amostras examinadas. O biossensor exibiu uma faixa de medicéo de 3,58 aM a
357,67 fM, acompanhado por um desvio padrédo (SD) of 4.12 (S/N = 3). O ensaio
analitico alcangou um limite de detec¢do de 0,41 aM, um limite de quantificacao de
1,24 aM, e demonstrou uma sensibilidade de 20,37 kQ/aM cm?.

O biossensor apresentou uma reprodutibilidade satisfatoria, evidenciada por
um desvio padrao relativo de 3,66%. A avaliacdo da reprodutibilidade foi realizada

calculando o valor percentual do desvio padréo a partir de trés biossensores distintos,
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todos fabricados sob condi¢cdes metodologicas e experimentais idénticas no mesmo
dia. A repetibilidade foi confirmada por desvios padréo relativos inferiores a 4,54% em
todos os testes envolvendo concentracdes varidveis do oncogene, com cada
dispositivo sensor sendo submetido a, no minimo, trés testes no mesmo dia.

A Tabela 5 apresenta uma analise comparativa do biossensor desenvolvido
neste estudo com outras tecnologias de deteccao bioldgicarelatadas naliteratura para
investigacdo eletroquimica de marcadores genéticos relacionados a leucemia. Os
dispositivos de DNA eletroquimicos tém avancado significativamente nos ultimos
anos, empregando estratégias como o uso de intercaladores (exemplo, azul de
metileno, peroxidase de rdbano e moléculas biotiniladas) e nanomateriais (ex.:
nanoparticulas de ouro, grafeno e 6xido de zinco revestido com silica) para melhorar
a sensibilidade e a estabilidade.

Embora intercaladores possam causar danos as moléculas de
oligonucleotideos e gerar interacdes inespecificas, os biossensores label-free, como
0 proposto neste estudo, eliminam a necessidade de marcadores ou indicadores,
permitindo deteccdo direta e em tempo real com alta sensibilidade e velocidade
analitica (Hai et al., 2020). Este avanco reduz a complexidade e o custo do processo
de fabricacdo, enquanto melhora o desempenho analitico.

A integragdo do nanocompdsito TiO2@Pt em um filme condutor de PPy
possibilitou 0 desenvolvimento do primeiro biossensor nanostruturado documentado
na literatura cientifica para detectar o oncogene quimérico TCF3-PBX1. Esta
ferramenta bioanalitica, utilizando volumes minimos de espécimes biolégicos (2 uL),
demonstrou o menor limite de detecgcéo registrado para translocacdes leucémicas,
alcancando a escala atomolar. Além disso, exibe limites notaveis de quantificacéo,
alta sensibilidade e especificidade, parametros essenciais para avaliacao precoce de

distarbios malignos e monitoramento de doencas residuais minimas.
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Tabela 5 — Analise comparativa do biossensor desenvolvido neste estudo em relagdo a outras tecnologias de detec¢ao bioldégica documentadas na literatura
para a investigacao eletroquimica de biomarcadores genéticos da leucemia.

Estratégia de Alvo Técnica Marcador de  Tempo Faixa de Limite Limite de Sensibilidad Referéncia
deteccéo molecular analitica Gybridizaca de detecca de guantificaca e
0 detecca o} detecca 0
0 0
Transdutor de Oncogene VC e EIE Sem 15 min 3.58aM 0.41 aM 1.24 aM 20.37 kQ/aM Este trabalho
ouro / PPy / quimérico marcador para cmz
TiO2@Pt / TCF3-PBX1 357.67
Sonda / BSA fM
ITO* / PPy / PML/RARa VC e EIE Sem 15 min 1pM 0.214 pM 0.648 pM - OLIVEIRA et al.,
Grefeno fusion gene marcador para 100 para para 2023
guantum dots / pM sequén- sequéncia
SondaarLs cia APLB APLB
ITO* / PPy / 0.677 pM  2.05 pM para
Grafeno para sequéncia M7
guantum dots / sequén-
Sondawm7 cia M7
Transdutor de Gene de VC e EIE Sem 15 min 138.80 1.34 fM 4.08 fM 34.03 pA/fM AVELINO et al.,
ouro / PPy / fuséo marcador aM para cm?2 2022
Nanocompdsit BCR/ABL 13.88 pM
o de quitosana
e
nanoparticulas
de 6xido de
zinco / Sonda /
BSA
Eletrodo de Gene de VC, EIE e Azul de 30 min 0.1aM 0.03 fM - -- SHAMSIPUR et al.,
carbono vitreo fuséo DVP metileno para 10 2020
/ BCR/ABL pM
Nanoparticula
s de ouro /
Nanoclusters
de ouro

estabilizados e
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revestidos
com
hemoglobina
graphene
nanosheets /
Probe
Eletrodo de BCR/ABLp21  Amperometri Peroxidase - Duas 1aM - - YANG et al., 2024
carbono vitreo 0 fusion gene a Horseradish relagdes
magnético / lineares:
Microesferas 1aM
magnéticas de para 50
DNA ligadas a fM
enzimas 1fM
para 1
pM
Eletrodo de MicroRNA- VC, EIE e Azul de 40 min 0.01 fM 0.00956 -- -- MOHAMMADNEJA
carbono vitreo 128 SWV metileno para fM D et al., 2023
/ Oxido de 0.09 fM
grafeno
reduzido /
Nanoparticula
s de ouro

*TO: Oxido de indio e Estanho
*SWV: Voltametria de onda quadrada
*DPV: Voltametria de pulso diferencial

Fonte: O autor (2024)
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5.6 Triagem eletroquimica em amostra bioldgica

Figura 20 — Respostas voltamétricas (a) e espectros de impedancia eletroquimica (b) do biossensor
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PPy-TiO,@Pt na detecgdo de cDNA clinico com o oncogene TCF3-PBX1 em diferentes

concentragdes.

Os testes de detecgédo biomolecular foram realizados utilizando amostras de
cDNA obtidas de pacientes (crianc¢as) diagnosticados com LLA para avaliar a robustez
das medi¢cBes genéticas. Foram observadas respostas de corrente reduzidas,
conforme ilustrado na Fig. 20a, apds o biossensor interagir com as amostras
biolégicas. Essas amostras positivas, que expressam o oncogene quimérico TCF3-
PBX1 em concentragdes variando de 1ag/uL a 100fg/uL, induziram variagdes
significativas no sinal e voltamogramas sigmoides, com valores de Al variando de
33,08% £ 0,28 a 124,91% + 17,08, respectivamente (tabela 4). As discrepancias nas
amplitudes dos sinais eletroanaliticos podem ser atribuidas a variagdes nos niveis de
expressdo da translocacdo cromossdmica t(1;19)(q23;p13) e, consequentemente, a
progressdo do cancer de células sanguineas (Avelino et al. 2022). Esses achados
comprovam a viabilidade e eficaciado aparato nanotecnoldgico para triagem genética
em amostras clinicas de cDNA.

A Fig. 20b mostra que a captura de sequéncias oncogénicas na superficie do

biossensor resulta em um aumento gradual dos semicirculos de Nyquist, o que
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correlaciona com a concentracdo molecular do alvo. Esse comportamento revela uma
reducdo no fluxo de carga na dupla camada elétrica, atribuida as propriedades
isolantes das estruturas de DNA hibridizadas. Dada a excelente adequacédo do
componente Rct para monitorar o fendmeno de biossensoriamento, o desempenho
analitico do biossensor foi caracterizado pela variacdo relativa do Rct (ARcT) da
seguinte forma:

R

RCT (Biosensor —oncogene)

R

CT(Biosensor) x 100

ARcr =

CT(Biosensor)

Equacéo 6

O termo RcrT(Biosensor-oncogene) representa o valor computado apés o
reconhecimento do oncogene TCF3-PBX1, enquanto RcT(iosensor) representa a
resposta inicial do biossensor PPy-TiO2@Pt-Probe-BSA (Tabela 4). Amostras
positivas para LLA exibiram mudancas significativas na impedancia, indicadas pela
variacao relativa ARcT, variando de 19.73% + 0.96 para 83.51% + 0.84.

O grau de cobertura superficial (8) foi empregado como um parametro adicional
para avaliagdo diagndstica. Os valores de 6 foram determinados ap0s a interagdo da
plataforma de biodeteccdo com amostras clinicas de cDNA, utilizando a seguinte

equacao:

R

(%) =1-— CT(Biosensor)

R

x 1
CT (Biosensor —oncogene)

Equacéo 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 clinicas. A cobertura da superficie esta diretamente
relacionada a quantidade de DNA oncogénico hibridizado com uma sonda de
oligonucleotideo na plataforma analitica. A presenca de acidos nucleicos hibridizados
na camada sensora nanoestruturada resulta em umaumento no grau de cobertura da
superficie. Valores distintos de 8 foram calculados para varias concentracdes de
amostras de pacientes, variando de 1 ag/uL a 100 fg/uL. Os valores obtidos variaram
de 16,48% + 0,67 a 45,51% + 0,25, correspondendo as respectivas concentraces

das amostras.
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Figura 21 — Curva logaritmica de saturacdo do grau de recobrimento superficial do biossensor em
funcéo da concentragdo de DNA-alvo.
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Fonte: O autor (2024).

Com base nas informacdes apresentadas na figura 21, que mostra uma curva
logaritmica com tendéncia & saturacdo, sugere-se que concentracfes acima de
100 fg/uL podem levar a saturacao dos sitios de ligacdo na superficie do biossensor.

Nesse contexto, foidemonstrada a capacidade do biossensorde realizar ensaios para
identificacdo de DNA-alvo em amostras clinicas.

5.7 Estudo de interferentes bioldgicos

No presente estudo, investigamos a aplicabilidade do biodispositivo
eletroquimico em um ensaio de especificidade, utilizando amostras de plasmideos
recombinantes e espécimes clinicos contendo translocacdes cromossémicas néo
especificas, como t(4;11) e t(17;19) (figura 22).
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Figura 22 — Especificidade do biossensor PPy-TiO2@Pt na detec¢cdo da translocagdo cromossémica
t(1;19).
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Fonte: O autor (2024).

E importante destacar que esses espécimes clinicos sdo amostras de cDNA
que, alémdas translocacfest(4;11) e t(17;19), contém o material genético constitutivo
do paciente, 0 que também pode interferir nos resultados bioanaliticos. Os resultados
revelaram que o biossensor apresentou valores de ARct (%) néo 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 auséncia do analito alvo.

Além disso, valores nao significativos de ARcTt foram observados quando o
sistema de biossensoriamento foi exposto a amostras contendo interferentes comuns
do sangue, como glicose, glicina, colesterol e acido ascorbico, mesmo em
concentracbes de até 100 mg/dL (Tabela 3). Esses achados sugerem que
interferentes biolégicos ndo comprometem a funcionalidade do biossensor,
melhorando, assim, a confiabilidade do método para aplicacdes praticas. Em
contraste, observamos uma sensibilidade pronunciada do sistema biomolecular

quando exposto a amostras de plasmideos recombinantes (ARct = 95,14% + 8,89) e
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a espécimes clinicos contendo a translocagéo cromossémica t(1;19) (ARCT = 83,51%
+ 0,84). Esses resultados destacam a capacidade do biossensor de detectar

especificamente a translocacédo cromossoémica t(1;19).

6 DISCUSSAO

A tabela 5 apresenta uma analise comparativa do biossensor proposto em
relacdo a outras tecnologias de deteccdo bioldgica relatadas na literatura para a
investigacdo eletroquimica de biomarcadores genéticos associados a leucemia.
Avancos recentes em biossensores eletroquimicos de DNA para detectar
translocacdes leucémicas tém demonstrado progressos significativos. Diversas
estratégias tém sido empregadas para melhorar a estabilidade, reduzir os custos e
simplificar o processo de preparagdo. Por exemplo, intercalantes como azul de
metileno (Mohammadnejad et al. 2023), peroxidase de rdbano (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 hibridizacao.

Biossensores sem marcadores emergiram como uma alternativa promissora,
considerando que o0s intercalantes podem danificar as moléculas de
oligonucleotideos. Os intercalantes podem comprometer a integridade e estabilidade
dos oligonucleotideos e também causar interacdes nao especificas significativas com
moléculas biolégicas, levando a falsos positivos e, consequentemente, interferindo na
deteccao de alvos especificos. Dispositivos sem marcadores eliminam a necessidade
de anexar marcadores ou indicadores separados das moléculas-alvo, permitindo uma
deteccao direta, em tempo real, com alta sensibilidade e analise rapida. Alémdisso, a
adocao de biossensores sem marcadores reduz a complexidade e o custo do

processo de fabricacdo (Hai et al. 2020).

Outro avanco envolve a otimizacdo da imobilizacdo de sequéncias de
oligonucleotideos em superficies de eletrodos para melhorar a eficiéncia da
hibridizacdo. Elementos nanotecnolégicos e materiais funcionais sdo comumente
utilizados na arquitetura de plataformas de interface biol6égica como estratégia. Esses
materiais incluem PPy (Oliveira et al. 2023), polianilina (Chen etal. 2015), nanotubos

de polianilina (Soni et al. 2018), folhas de grafeno (Chen et al. 2015), nanopatrticulas
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de ouro (Ensafi et al. 2011), nanoclusters de ouro (Shamsipur et al. 2020),
nanoparticulas de oOxido de zinco revestidas com silica (Pandey et al. 2016),
nanocompaositos de quitosanae nanoparticulas de 6xido de zinco (Avelino etal. 2022)
e nanostruturas hibridas de polianilina-MoS, (Soni et al. 2019). Entretanto,
biossensores eletroquimicos baseados em nanocompadsitos metal-6xido metalico séo
destacados por sua capacidade de atingir limites de deteccdo abaixo da faixa
femtomolar, exibir desempenho otimizado em uma ampla faixa de deteccdo e
demonstrar excelente seletividade na anéalise de biomarcadores genéticos (Kannan e
Maduraiveeran 2023).

Sob essa perspectiva, a integracdo do nanocompasito TiO,@Pt em um filme
de PPy eletrocondutor possibilitou o desenvolvimento do primeiro biossensor
nanoestruturado documentado na literatura cientifica para a detec¢cdo do oncogene
quimérico TCF3-PBX1. A instrumentacdo bioanalitica proposta requer volumes
minimos de espécimes bioldgicos, especificamente dois microlitros, facilitando o
reconhecimento rapido e preciso da translocacéo cromossomica (1;19)(q23;p13). Até
onde sabemos, essa ferramenta bioanaliticaalcan¢cou o menorlimite de detec¢éo para
translocacdes leucémicas, atingindo a escala attomolar. Além disso, apresenta um
notavel limite de quantificacdo, bem como alta sensibilidade e especificidade,
parametros que sao criticos para a avaliacdo precoce de desordens malignas e o

monitoramento de doenca residual minima.

7 CONCLUSAO

O sistema eletroquimico desenvolvido se destaca como um método potencial
para a investigacao 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 nanocompdésito funcional TiO2@Pt, apresenta
caracteristicas de superficie aprimoradas, melhor transporte de elétrons e um
microambiente compativel biologicamente. Demonstrando robustez analitica
excepcional,além de alta sensibilidade, especificidade e seletividade, a ferramenta de
biossensoriamento mostrou-se eficaz em testes de biodeteccdo utilizando volumes

minimos de amostras de plasmideos recombinantes e espécimes clinicos.
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O biossensor demonstra sinais eletroanaliticos sem a necessidade de
marcadores, medidos em intervalos regulares, com limites de deteccdo e
guantificacdo na faixa attomolar. A alta especificidade do sistema sensorial 0 torna
uma ferramenta promissora para fornecerresultados negativos em testes de amostras
gue ndo contenhamo analito alvo, minimizando, assim, falsos positivos e aumentando
a confiabilidade dos testes. Por outro lado, a notavel sensibilidade do biossensor na
deteccdo da translocacdo cromossémica t(1;19) sugere seu potencial como uma
ferramenta eficaz de triagem para identificar pacientes com essa condicao especifica.
Até onde sabemos, este biossensorrepresenta o primeiro biodevice nanoestruturado
especificamente projetado para a investigacdo do oncogene quimérico TCF3-PBX1.
Portanto, o aparato nanotecnolégico pode ser considerado uma ferramenta
promissora para aplicacbes clinicas no diagnéstico precoce da LLA e no
monitoramento da doencaresidual minima, potencialmente impactando positivamente
a qualidade de vida dos pacientes com cancer.
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